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1. EINLEITUNG

Etherverbindungen sind ubiquitér in der Biosphéare verbreitet und sind entweder naturlichen
oder anthropogenen Ursprungs. Zu den xenobiotischen Etherverbindungen gehdren vor
allem Agrochemikalien, wie Fungizide, Herbizide und Insektizide, und Detergenzien.
Etherverbindungen werden aber auch im groRen Maf3stab in der Industrie eingesetzt, z.B.
als LoOsungsmittel, Schmiermittel, Antifrostmittel sowie in pharmazeutischen und
kosmetischen Praparaten (WHITE et al., 1996). Damit gelangen diese Verbindungen auch in
die Umwelt. Da Etherverbindungen meist biologisch schwer abbaubar und oftmals toxische
Substanzen sind, kann der erhéhte Eintrag in die Umwelt zu ernsthaften Stérungen des
Okologischen Gleichgewichts filhren. Aufgrund dessen ist eine biologische oder technische

Entsorgung dieser Substanzen dringend notwendig.

Ether sind aufgrund der Stabilitat der C—O—-C—-Bindung relativ reaktionstrage Substanzen und
erfordern zur chemischen Spaltung drastische Bedingungen wie konzentrierte Sauren und
hohe Temperaturen (WHITE et al., 1996; MO et al.,, 1997). Der biologische Abbau von
umweltrelevanten Verbindungen durch Mikroorganismen spielt eine bedeutende Rolle
(VAN DER MEER et al., 1992). Mikroorganismen sind in der Lage, xenobiotische, toxische
Substanzen vollstandig zu Kohlendioxid und Wasser zu metabolisieren, und somit das
biologische Gleichgewicht aufrechtzuerhalten. Uber den mikrobiellen Abbau von
Etherverbindungen ist bisher relativ wenig bekannt. Auch hier ist die Stabilitaét der
Etherbindung das entscheidende Problem. Eine Labilisierung der C—O—C—Bindung kann
durch Hydroxylierung eines Kohlenstoff-Atoms in Nachbarschaft zum Sauerstoff-Atom
erfolgen. Das so entstandene Halbacetal ist instabil und wird spontan zum entsprechenden
Alkohol und Aldehyd hydrolysiert (WHITE et al., 1996). Diese Hydroxylierungsreaktion wird
unter aeroben Bedingungen durch Oxygenasen katalysiert. Beispiele fir solche Oxygenasen
sind die 4-Methoxybenzoat—-Demethylase aus Pseudomonas putida (BERNHARDT et al.,
1975), die Vanillat—Demethylase aus Pseudomonas sp. (BRUNEL und DAVISON, 1988)
sowie die Veratrol, 2-Ethoxyphenol, 4-Methoxybenzoat und 7-Ethoxycoumarin
umsetzenden P450-abhangigen Monooxygenasen (SUTHERLAND, 1986; TROWER et al.,
1989; KARLSON et al., 1993). Weiterhin wird eine Oxidation von Dimethylether durch die
Methan—Monooxygenase aus Methylococcus capsulatus (Bath) (STIRLING und DALTON,
1980), von Diethylether durch die Toluen—2—-Monooxygenase aus Burkholderia cepacia
G4/PR1 (HUR et al., 1997) und von Dimethylether durch die Ammonium—Monooxygenase
aus Nitrosomonas europaea (HYMAN et al., 1994) beschrieben.



Unter anaeroben Bedingungen kann die Bildung eines Halbacetals und die Spaltung der
Etherbindung durch Umlagerung einer vorhandenen Hydroxylgruppe im Substrat erfolgen,
wenn der Ether aus einer C,—Verbindung aufgebaut ist (WHITE et al., 1996). Ein solcher
Coenzym Bj,—abhangiger Hydroxyl-Shift findet beispielsweise beim anaeroben Abbau von
Polyethylenglykol und Phenoxyethanol statt (FRINGS und SCHINK, 1994). Methoxy—
Verbindungen werden dagegen unter anaeroben Bedindungen durch O-Demethylasen
gespalten. Diese katalysieren einen Transfer der Methylgruppe vom Substrat Uber ein
Corrinoid—Protein (priméarer Methylgruppen—-Akzeptor) auf Tetrahydrofolat (sekundarer
Methylgruppen—Akzeptor) (KREFT und SCHINK, 1993; KAUFMANN et al., 1997).

Die Oxygenasen werden grundsatzlich in Di- und Monooxygenasen unterteilt. Wahrend bei
Dioxygenase—Reaktionen beide Atome des molekularen Sauerstoffs in das Produkt
eingehen, inkorporieren Monooxygenasen nur ein Sauerstoffatom in das Substrat, das
zweite wird zu Wasser reduziert (HARAYAMA et al., 1992). Oxygenasen kdnnen aus einer
oder mehreren Komponenten aufgebaut sein. Einkomponenten—Monooxygenasen sind
immer Flavoenzyme, bei denen die Hydroxylierungsreaktion am gebundenen Flavin
stattfindet (HARAYAMA et al., 1992). Nicht alle Substrate, wie z.B. Dimethylstyrol, Enamine
und Enolether, kdnnen so hinreichend aktiviert werden (WALSH und CHEN, 1988). Der
bekannteste Vertreter dieser Enzymgruppe ist die p—Hydroxybenzoat—Hydroxylase aus
Pseudomonas fluorescens (SCHREUDER et al., 1990; PALFEY et al., 1999). In jungster Zeit
wurde eine weitere Klasse der flavinabhangigen Monooxygenasen beschrieben, die nun als
TC-FDM (two—component flavin—diffusible monooxygenase) bezeichnet werden sollen
(GALAN et al., 2000). Diese bestehen aus einer Reduktase— und Oxygenase—Komponente.
Beide Komponenten enthalten Flavin nicht als prosthetische Gruppe, sondern als ,lose”
gebundenes Coenzym. Das fir die Monooxygenaseaktivitat essentielle Flavin wird von der
Reduktase reduziert und dann von der Oxygenase—Komponente zur Hydroxylierungs-
reaktion genutzt (GALAN et al., 2000). Beispiele fir Monooxygenasen der TC-FDM—-Familie
sind die Pyrrol-2—Monooxygenase aus Rhodococcus sp. (BECKER et al., 1997), die
4—Hydroxyphenylacetat—3—Hydroxylase aus Klebsiella pneumoniae M5al (GIBELLO et al.,
1997), die Styren—Monooxygenase aus Pseudomonas putida Y2 (VELASCO et al., 1998)
und die 4-Hydroxyphenylacetat—3—Hydroxylase aus E. coli W (GALAN et al., 2000).

Neben den flavinabhangigen Enzymen gibt es die eisenhaltigen Mehrkomponenten—
Monooxygenasen, bei denen die Aktivierung des molekularen Sauerstoffs am
Ubergangsmetall erfolgt (HARAYAMA et al., 1992). Man unterscheidet Nicht—-Ham Eisen
Oxygenasen mit einem mononuklearen (BATIE et al., 1991) oder binuklearen Eisenzentrum
(FOX et al.,, 1994; SHANKLIN et al., 1994) und Cytochrom P450-—abhangige Enzyme mit



einem Ham-Kofaktor (MUNRO und LINDSAY, 1996). Alle diese Mehrkomponenten—
Oxygenasen enthalten neben der eigentlichen Oxygenase—Komponente ein Elektronen-
transportsystem, das fiur den Transfer der Elektronen von NAD(P)H auf die terminale
Oxygenase—Komponente sorgt (HARAYAMA et al., 1992).

Die Einteilung der Mehrkomponenten—Monooxygenasen mit einem mononuklearen Nicht—

Ham Eisen im katalytischen Zentrum erfolgt nach der Anzahl der Elektronentransport—
Komponenten sowie deren Kofaktoren (BATIE et al, 1991). Klasse | sind die
Zweikomponenten—Oxygenasen, deren Reduktase—Komponenten ein Chloroplasten-Typ
[2Fe—2S]-Cluster und als Elektronentransfer—vermittelnder Kofaktor ein FMN (Klasse |A)
oder FAD (Klasse IB) besitzen. Bei den Enzymen der Klasse Il (Dreikomponenten—
Monooxygenasen) befindet sich der Flavinkofaktor (immer FAD) und das Fe/S—Cluster vom
Chloroplasten-Typ (Klasse 11A) oder vom Rieske-Typ (Klasse |IB) auf zwei verschiedenen
Protein—Komponenten. Die Enzyme der Klasse Il sind ebenfalls Dreikomponenten—
Monooxygenasen. Das Elektronentransportsystem besteht wie beim Typ IB aus einer
Reduktase mit FAD und einem Chloroplasten—Typ [2Fe—2S]-Cluster und aus einer
zuséatzlichen Ferredoxin—Proteinkomponente mit einem Rieske-Typ [2Fe—2S]-Cluster. Der
Transfer der Elektronen erfolgt vom NAD(P)H Uber den Flavin—Kofaktor auf die [2Fe—2S]-
Zentren, die dann die eigentliche Oxygenase—-Komponente reduzieren (MASON und
CAMMACK, 1992).

Die Mehrkomponenten—Monooxygenasen, bei denen die Katalyse an einem binuklearen
Eisenzentrum erfolgt, werden aufgrund der unterschiedlichen Eisenkomplexierung im
katalytischen Zentrum in zwei Klassen eingeteilt (FOX et al., 1994, SHANKLIN et al., 1994).
Wahrend bei den |6slichen Mehrkomponenten—Monooxygenasen mit binuklearem
Eisenzentrum die Eisenatome durch zwei Histidin— und vier Glutamatreste im aktiven
Zentrum fixiert werden (LIPSCOMB, 1994), bendtigen die Membran—assoziierten Enzyme
acht Histidinreste (SHANKLIN et al, 1994; SHANKLIN et al, 1997). Die I6slichen
Mehrkomponenten—Monooxygenasen, die eine Hydroxylierung und/oder Epoxidation des
Substrates katalysieren, sind meist Dreikomponenten—-Enzyme, die aus einer NAD(P)H-
Akzeptor—Reduktase, einer komplex aufgebauten Oxygenase und einem Kopplungsprotein
(bisher nur in dieser Enzymklasse identifiziert) ohne redoxaktiven Zentren bestehen. Die am
besten untersuchten Enzyme dieser Klasse sind die l6sliche Methan—Monooxygenase aus
Methylococcus capsulatus (Bath) und aus Methylosinus trichosporium OB3b (zur Ubersicht:
LIPSCOMB, 1994; MURRELL et al., 2000; WESTERHEIDE et al., 2000). Weitere Vertreter
sind die Alken—Monooxygenase aus Rhodococcus rhodochrous B-276 (SAEKI und
FURUHASHI, 1994) und die Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas putida Stamm H



(HERRMANN et al, 1995). In der Literatur werden aber auch Vierkomponenten—
Monooxygenasen beschrieben, bei denen am Elektronentransport noch eine zusatzliche
[2Fe—2S]-Ferredoxin—Komponente beteiligt ist. Beispiele dafir sind die Toluen—4—
Monooxygenase aus Pseudomonas mendocina KR1 (PIKUS et al, 1996), die Alken—
Monooxygenase aus Xanthobacter Stamm Py2 (ZHOU et al., 1999) und die Isopren—
Monooxygenase aus Rhodococcus sp. Stamm AD45 (VAN HYLCKAMA VLIEG et al., 2000).
Die Membran-assoziierten = Mehrkomponenten—Monooxygenasen mit  binuklearem
Eisenzentrum sind wie folgt aufgebaut: aus zwei Komponenten, wie beispielsweise die
Xylen—Monooxygenase (XylA: Reduktase, XylM: Membran—gebundene Hydroxylase—
Komponente) aus Pseudomonas putida (SUZUKI et al., 1991), oder aus drei Komponenten,
wie z.B. die Alkan—-Hydroxylase (AlkB: Membran—-gebundene Hydroxylase—Komponente,
AIKT: NADH-Rubredoxin—Reduktase; AIkG: Rubredoxin) aus Pseudomonas oleovorans
(SHANKLIN et al., 1997).

Die bakteriellen Cytochrom P450-abhangigen Monooxygenasen sind l6sliche Proteine

(HARAYAMA et al., 1992) und bestehen meist aus drei Komponenten: einer Flavin—
enthaltenden Reduktase, einem Eisen/Schwefel-Protein und dem Cytochrom P450 mit
einem Ham-Kofaktor, an dem die Aktivierung des Sauerstoffs und dann die
Substrathydroxylierung stattfindet (MUNRO und LINDSAY, 1996). Das Cytochrom P450 ist
ein b—Typ Cytochrom, das ein Eisen—Protoporphyrin IX als prosthetische Gruppe enthélt und
Uber das Thiolat des Cysteins am Enzym gebunden ist (SARIASLANI, 1991). P450-
abhangige Enzyme sind oftmals am Abbau von xenobiotischen Vebindungen beteiligt
(SIELAFF et al, 2001), unter anderem auch — wie bereits erwahnt — am Abbau von
Etherverbindungen.

Tetrahydrofuran (THF), dessen Abbau in dieser Arbeit untersucht wurde, ist ein gut
wasserloslicher, leicht flichtiger, zyklischer Ether. Aufgrund seiner hohen Losungskraft wird
THF in der Industrie im groRen Malistab eingesetzt, z.B. bei der Produktion von Farben,
Klebstoffen, Polystyrol, Polyurethan und Polyvinylchlorid (FALBE und REGITZ, 1992).
Aufgrund der genannten Eigenschaften und dem breiten Anwendungsspektrum in der
chemischen Industrie kann THF die Umwelt stark belasten. Zunéchst galt THF als biologisch
nicht abbaubar. Die ersten Hinweise auf die Existenz von THF-abbauenden
Mikroorganismen kamen durch die Arbeiten von DMITRENKO et al. (1987) und GVOZDYAK
et al. (1988). Von BERNHARDT und DIEKMANN (1991) wurde erstmals ein THF-
abbauendes Bakterium in Reinkultur isoliert, das der Gattung Rhodococcus zugeordnet
wurde. Dieser Rhodococcus ruber Stamm 219 zeigte ein Wachstum nur bei THF-
Konzentrationen unter 10 mM. Die Fahigkeit des THF-Abbaus wurde auch fir einen



1,4-Dioxan—abbauenden Actinomyceten (PARALES et al, 1994) und fir das Morpholin—
abbauende Mycobacterium sp. Stamm RP1 (POUPIN et al., 1998) beschrieben. Alle bisher
beschriebenen THF-Abbauer kdnnen jedoch nur geringe THF-Konzentrationen tolerieren
und zeigen ein sehr langsames Wachstum auf diesem Substrat. Der von KOHLWEYER et al.
(2000) aus einer Abwasserprobe isolierte THF—abbauende Pseudonocardia sp. Stamm K1
kann dagegen auf THF bis zu einer Konzentration von 70 mM wachsen und hat unter
optimalen Bedingungen eine Generationszeit von 11 h. Auffallend ist, daR alle bisher
beschriebenen THF—abbauenden Bakterien—Stamme vom Gram-—positiven Zelltyp sind. Die
Tolerierung und Adaptation an THF ist offensichtlich nur bei einer eng begrenzten
Mikroorganismengruppe mdglich. Organische Lésungsmittel kbénnen zur Zerstérung von
biologischen Membranen fihren (ISKEN et al., 1999). Die komplex aufgebaute Zellwand der
Gram-—positiven Bakterien kdnnte als moéglicher ,Schutzwall* dienen und so zur Tolerierung
des Losungsmittels beitragen. Fir verschiedene Actinomyceten wurde gezeigt, dal3 unter
Losungsmittelstre3 Verdnderungen in der zellularen Fettsaurezusammensetzung auftreten,
und man geht davon aus, daf} diese auch im Zusammenhang mit dem Schutz vor
Losungsmitteln stehen (TSITKO et al., 1999). Fur eine Erniedrigung der Losungsmittel-
konzentration in der Zelle kénnen Efflux—Systeme sorgen (KIEBOOM et al., 1998).

Uber den Abbauweg des THF's ist bisher wenig bekannt. Der von BERNHARDT und
DIEKMANN (1991) isolierte Rhodococcus ruber Stamm 219 kann neben THF, y-Butyro-
lacton, 1,4-Butandiol und Succinat umsetzen. Anhand dieses Substratspektrums wurde
folgender moglicher Abbauweg postuliert (Abb. 1).

THF —p 2-Hydroxy- THF —p  y-Butyrolacton
4—Hydroxybutyr- 4—Hydroxy- Succinat-

1,4-Butandiol —p —> —3» Succinat —p TCC

aldehyd buttersaure semialdehyd

Abbildung 1:  Postulierter THF—Abbauweg (BERNHARDT und DIEKMANN, 1991).

Aus den Arbeiten von BOCK et al. (1996) und SPALLEK (1998) ergaben sich Hinweise, daf}
als einleitender Schritt beim THF-Abbau eine Hydroxylierung am C2-Atom des THF's
erfolgt, die zur Bildung eines Halbacetals fuhrt. Fir die Umsetzung des dann entstehenden
2—-Hydroxy—THF's werden zwei Moglichkeiten postuliert, aber entspechende Intermediate

konnten bisher nicht nachgewiesen werden. 2—-Hydroxy—-THF koénnte zum einen durch



spontane hydrolytische Ring6ffnung in 4—Hydroxybutyraldehyd Uberfihrt werden, wobei
danach die Aldehydgruppe zu 4—Hydroxybuttersaure oxidiert wird, oder 2—Hydroxy—THF wird
Uber eine Alkohol-Dehydrogenase weiter zu y-Butyrolacton oxidiert, aus dem nach
hydrolytischer Ring6ffnung ebenfalls 4—Hydroxybuttersédure entstehen kénnte. Nach weiterer
Oxidation der Alkoholgruppe von 4-Hydroxybuttersaure zu Succinatsemialdehyd und der
Aldehydgruppe zu Succinat ware der Anschlu3 zum Tricarbonsaurezyklus gegeben. In
dieses Abbauschema fugt sich auch der mdgliche Abbau von 1,4-Butandiol problemlos ein,
das ein Substrat von R. ruber und von Pseudonocardia sp. Stamm K1 ist. Bereits nach
Oxidation von 1,4-Butandiol zu 4-Hydroxybutyraldehyd durch eine Alkohol-Dehydrogenase
konnte der Abbau nach dem skizzierten THF—Abbauweg erfolgen. Uber die am Abbau von
THF und 1,4-Butandiol beteiligten Enzyme lagen zu Beginn der Arbeit keinerlei vertieften
Informationen vor. Untersuchungen von BOCK (1994) und SPALLEK (1998) mit R. ruber
Stamm 219 zeigten, dal3 eine sehr instabile Monooxygenase fir den initialen Angriff von THF

verantwortlich sein kdnnte.

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, das einleitende Enzym beim THF-
Abbau in Pseudonocardia sp. Stamm K1 zu identifizieren und zu charakterisieren. Sowohl in
ganzen als auch in permeabilisierten, THF—gewachsenen Zellen war ein THF—-abhangiger
Sauerstoffverbrauch mef3bar, der darauf hinwies, daf} die einleitende Reaktion durch eine
Monooxygenase katalysiert wird (KOHLWEYER, 2000). Problematisch war jedoch, daf3 nach
Aufschlul3 der Zellen keine substratabhéngige Reaktion mehr mef3bar war, so daf} das
entsprechende Enzym nicht Uber eine Aktivitditsmessung aufgereinigt und charakterisiert
werden konnte. In der vorliegenden Arbeit mul3te eine neue Strategie entwickelt werden, um
die postulierte THF—induzierte Monooxygenase zu identifizieren. Da viele Oxygenasen — wie
bereits erwahnt — eine separate Reduktase—Komponente besitzen, kénnte durch Vergleich
der Reduktaseaktivitaten in THF— und Succinat-gewachsenen Zellen eine durch THF
spezifisch induzierte Reduktase nachgewiesen werden. Nach Aufreinigung und N—terminaler
Aminosaurebestimmung der THF-induzierten Reduktase sollte es mdglich sein, deren Gen
mit Hilfe von molekularbiologischen Methoden zu identifizieren. Da die Strukturgene von
Mehrkomponenten—Monooxygenasen meist in einem Gencluster vorliegen, kodnnten
Informationen Uber weitere Komponenten durch Analyse der dem Gen der Reduktase
benachbarten Regionen erhalten werden. Die THF-induzierte Transkription der

identifizierten Gene kann dann durch Northern—Hybridisierungen gezeigt werden.



Da die Enzyme kataboler Stoffwechselleistungen oftmals durch extrachromosomale DNA
— zirkulare oder lineare Plasmide — kodiert sind (SAYLER et al., 1990; MEINHARDT et al.,
1997), wurde in der vorliegenden Arbeit auch der Frage nach der Lokalisation der Gene, die
fur Enzyme des THF—Katabolismus kodieren, nachgegangen, zumal THF als Komponente
von Naturstoffen kaum bekannt ist. Somit kénnte die Beféahigung der Etherspaltung durch
Pseudonocardia sp. Stamm K1 durch Anpassung von vorhandenen Enzymen oder durch
lateralen Gentransfer erworben worden sein. Der Abbau der danach wahrscheinlich
entstehenden Intermediate beim THF-Abbau ist dagegen weniger problematisch, da diese

natirlich vorkommende Substanzen sind.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. ORGANISMEN UND VEKTOREN

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in Tab. 1, die eingesetzten Plasmide
in Tab. 2 zusammengefalit.

Tabelle 1: Bakterienstamme

Bakterienstamm Genotyp bzw. Phanotyp Referenz

Escherichia coli XL 1-Blue |F ::Tn10, (Tet"), proAB, lacl?, A (lacZM15/ | BULLOCK et al., 1987
recAl, endAl, gyrA96 (Nal'), thi, hsdR17,
(rk'mK"), supE44, relA1, lac

Pseudonocardia sp. Wildtyp (DSM 44239) KOHLWEYER et al.,
Stamm K1 2000

Tabelle 2: Plasmide

Plasmid relevante Merkmale Referenz
puUC18 Amp', lacPOZ* YANISH-PERRON et al., 1985
pGEM™-T Easy Promega, Heidelberg
pBT50 pUC18::4259 bp Sau3A—-Fragment diese Arbeit
pBT53 pUC18::4054 bp Sau3A—Fragment diese Arbeit
pBT65 pUC18::3206 bp Sau3A—Fragment diese Arbeit
pPSK60 Plasmid aus Pseudonocardia sp. diese Arbeit

Stamm K1; Lokalisation der thm-Gene

*Amp'—Ampicillinresistenz, POZ - Promotor, Operator und a—Peptid der f—Galactosidase



2.2. NAHRMEDIEN

2.2.1. Medium fur Pseudonocardia sp. Stamm K1

Mineralmedium (KOENIG und ANDREESEN, 1989)

Salzlésung 50 ml
Spurenelementldésung 1ml
Kaliumphosphatpuffer (1 M; pH 7,4) 100 ml
H,O dest. ad 1l

Die Salzlésung, Spurenelementldsung und H,O dest. wurden autoklaviert und nach

Abkuhlen der sterile Kaliumphosphatpuffer zugegeben.

Salzlésung:

Endkonzentration [mMM]
im Mineralmedium

CaCl, x 2 H,0O 0,2 g/l 0,09

MnSO, x H,O 0,2 g/l 0,06

MgSO, 10,0 g/l 2,0

NH,CI 6,0 g/l 5,6

NaCl 1,0 g/l 0,85

ad H,O dest. 1,01

Spurenelementldésung (modifiziert nach WIDDEL et al., 1983)

Endkonzentration [mMM]

im Mineralmedium

FeCl, x 4 H,0 2,000 g/l 1,0 x 10°
ZnCl, 0,070 g/l 5,0x 107
MnCl, x 4 H,0 0,100 g/l 5,0x 107
HsBO; 0,006 g/l 1,0 x 10°®
CoCl, x 6 H,0O 0,190 g/l 8,0x 10"
CuCl, x 2 H,0O 0,003 g/l 2,0x10%
NiCl, x 6 H,0 0,024 g/l 1,0 x 107
HCI 25 % (v/Vv) 10,000 ml

ad H,O dest. 1,000 |
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Das Eisenchlorid wurde zuerst in der Salzlésung geldst und dann mit H,O dest. aufgefiillt,
um darin die weiteren Spurenelemente zu l6sen. Die Spurenelementlosung wurde 15 min

autoklaviert.
Zur Herstellung fester Medien wurde dem Mineralmedium 2 % (w/v) Bacto—Agar zugegeben.
Trypticase—Soja—Broth (TSB)

Nach Herstellerangaben (Sigma, Deisenhofen) wurden 30 g/l H,O dest. eingesetzt.

2.2.2. Medium fur E. coli

LB-Medium: SAMBROOK et al., 1989
LB—Agar: LB—Medium mit 2 % (w/v) Bacto—Agar
NB—Medium: 25 g/l Nahrbouillon | (Immunpréaparate, Berlin)

Medienzusatze

Medienzusatz Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin 125 mg/ml in H,O dest. 125 pg/ml
Tetracyclin 25 mg/mlin 70 % Ethanol 12,5 pg/ml
X-Gal 2 % (w/v) in DMF 40 pg/ml
IPTG 0,1 M in H,0O dest. 40 pg/ml

2.3. ZELLANZUCHT UND —ERNTE

Pseudonocardia sp. Stamm K1

Die Anzucht von Pseudonocardia sp. Stamm K1 erfolgte in Mineralmedium (2.2.) mit 20 mM
THF oder mit einer Substratkonzentration von 10 mM (Succinat, 1,4-Butandiol, 4—Hydroxy-
buttersdure) als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle. Die Zellen wurden in einem
Erlenmeyerkolben mit 4 Schikanen und Schraubverschluf3 mit Teflon—Silikon—Einlage (Ochs
Glasgerate, Bovenden) auf einem Rundschuttler bei 30 °C und 160 Upm inkubiert. Das
Mediumvolumen betrug maximal 18 % des Kolbenvolumens. Das Animpfen der Kultur
erfolgte aus einer Vorkultur, so daf3 eine optische Dichte bei 600 nm (ODggo) VOon mindestens
0,1 erreicht wurde. Wurde die Kultur von der Platte beimpft, erwies es sich als notwendig,
TSB-Medium oder Mineralmedium mit Succinat als Kulturmedium zu wéhlen, um so eine
Aggregatbildung der Zellen zu vermeiden. Danach erfolgte das Uberimpfen in

Mineralmedium mit THF. Mit Glycerinkulturen (2.4.) konnte direkt das Mineralmedium mit



11

THF beimpft werden. Das Wachstum der Zellen wurde durch Messung der ODgoo an einem
Zweistrahlspektralphotometer Uvikon 930 (Kontron, Eching) verfolgt. Als Referenz diente
H,O. Die Zellen wurden in der logarithmischen Wachstumsphase durch Zentrifugation bei
8500 Upm und 4 °C geerntet (Sorvall RC 5B Plus). Das Zellpellet wurde dreimal mit steriler
Saline (0,9 % [w/v] NaCl) gewaschen, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur
Verwendung bei —20 °C gelagert.

E. coli

E. coli wurde in NB- oder LB-Medium (2.2.2.) in Gegenwart des entsprechenden
Antibiotikums angezogen. Als Anzuchtgefald dienten sterile Reagenzglaser oder
Erlenmeyerkolben, wobei diese maximal mit Medium zu 1/5 des Volumens geflllt wurden.
Die Kultivierung erfolgte auf einem Rundschittler bei 37 °C und 200 Upm. Das Zellwachstum
wurde bei einer ODgyo verfolgt. Beimpfte LB—Platten wurden bei 37 °C Uber Nacht inkubiert.
Die Zellernte erfolgte bei 4 °C durch 10 minitige Zentrifugation bei 5.000 Upm in einer
Universal 30 RF—Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen).

2.4. STAMMHALTUNG

Pseudonocardia sp. Stamm K1

Die Stammhaltung erfolgte Uber 4 bis 6 Wochen auf LB-Agar bzw. auf Mineralmedium—
Platten mit 10 mM THF. Uber langere Zeitraume wurde der Stamm als Glycerinkultur (15 %

[v/v] Glycerin) bei —80 °C gelagert.
E. coli

Die E. col-Stamme wurden auf LB-Agar mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen, bei 37 °C inkubiert und tUber 4 Wochen bei 4 °C aufbewahrt. Von allen
rekombinanten E. colStdmmen wurde eine Glycerinkultur angelegt. Dazu wurde die Kultur

mit Glycerin (Endkonzentration 10 % [v/v]) versetzt und bei —80 °C gelagert.

2.5. HERSTELLUNG VON ROHEXTRAKTEN

Das Zellpellet von Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurde pro g Zellen in 2 ml 50 mM
Tris/HCI-Puffer; pH 7,4 (Rohextrakt zur Bestimmung der Reduktase— und Succinatsemi-
aldehyd—-Dehydrogenase—Aktivitat) oder in 2 ml 25 mM MOPS—Puffer; pH 7,4 mit 15 % (v/v)
Glycerin  (Rohextrakt zur Bestimmung der Monooxygenase—Aktivitat) vorsichtig

resuspendiert. Zu 1 ml Zellsuspension wurde 0,2 ul Benzonase (25 U/ul, Merck, Darmstadt)



12

zugegeben. Der ZellaufschluR erfolgte durch dreimalige Passage durch eine vorgekihlte
20K—Zelle einer French—Presse (SLM AMINCO™, SLM Instrument Inc., Silver Springs,
USA). Zelltrimmer und nicht zerstorte Zellen wurden durch Zentrifugation (20 min,
15.000 Upm, 4 °C) in einer Sorvall-Zentrifuge im SS34—Rotor abgetrennt. Der Uberstand
wurde als Rohextrakt (RE) bezeichnet.

Fur den anaeroben Aufschlufd wurde dem Puffer (25 mM MOPS, 15 % [v/v] Glycerin; pH 7,4)
5 mM Dithiothreitol (DTT) zugegeben. Die verwendete French—-Press—Zelle und die

Hungate—Ro6hrchen wurden standig mit Stickstoff begast.

Fur den Zellaufschluf? mit Ultraschall wurde die Zellsuspension unter Eiskihlung in sechs
Zyklen jeweils 30 s bei voller Leistung mit einem Uni—-Equip—Geréat (Martinsried) beschallt

und anschlieRend 30 s abgekdihit.

2.6. PROTEINBESTIMMUNG

2.6.1. Proteinbestimmung durch Féarbung mit Coomassie Blue

Die Proteinbestimmung erfolgte nach BRADFORD (1976). Zur Herstellung der Bradford—
Reagenz wurden 100 mg Serva Blau G (Coomassie Blue) in 50 ml 96 %igen (v/v) Ethanol
gelost, mit 100 ml 85 %iger Phosphorsaure versetzt und mit H,O dest. auf 1 | aufgefulit.
100 pl Probe wurden mit 1 ml Reagenz gemischt, der Ansatz 12 min bei RT inkubiert und bei
595 nm im Uvikon 930 gemessen. Als Referenz diente Bradford—Reagenz mit Puffer.
Anhand einer erstellten Eichkurve im Bereich von 5 bis 50 pug Rinderserumalbumin wurde die

Proteinkonzentration bestimmt.

2.6.2. Relative Proteinbestimmung durch Messung bei 280 nm

Die Bestimmung der relativen Proteinkonzentration (WARBURG und CHRISTIAN, 1942) in
Fraktionen von Saulenchromatographien erfolgte bei 280 nm in einer Quarzkivette

(d = 1 cm) am Uvikon 930. Der Probenpuffer diente als Referenz.
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2.7. BESTIMMUNG DER ENZYMAKTIVITATEN

Die Enzymaktivititen wurden im linearen Abhangigkeitsbereich von Reaktions-
geschwindigkeit zur Extraktmenge gemessen. Die Enzymaktivitdten wurden nach folgender

Formel bestimmt:

U :AE/minB/
d kv

AE/min= Extinktionsdnderung pro Minute

d = Schichtdicke der Kivette (cm)

£ = Extinktionskoeffizient (mM*cm™)

4 = Gesamtvolumen des Ansatzes (ml)
v = Probevolumen (ml)

Eine internationale Enzymeinheit (U) entspricht dem Umsatz von 1 umol Substrat pro Minute.
Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitdt (U/mg Protein) wurde der entsprechende
Proteingehalt der Probe (mg Protein/ml) bertcksichtigt.

2.7.1. Messung von Reduktaseaktivitaten

Zum Nachweis einer THF—induzierten Reduktaseaktivitdt wurde der RE aus THF- und
Succinat—-gewachsenen Zellen an Q-Sepharose chromatographiert und die erhaltenen
Fraktionen unter Einsatz von verschiedenen kiinstlichen Elektronenakzeptoren (Tab. 3) auf
vorhandene Reduktaseaktivitaten untersucht.

MeRansatz: Endkonzentration im Test
Probe 0,4-25ul
FAD 0,2 mM
FMN 0,2 mM
NADH oder NADPH 0,12 mM
Elektronenakzeptor siehe Tab. 3

50 mM Tris/HCI; pH 7,5 ad 1 ml
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Tabelle 3: Eingesetzte Elektronenakzeptoren.

Konz. der Konz. im A €
Elektronenakzeptor | Stammisg. Test Literatur
[mM] [mM] [nm] [mMtem™]
Nitroblautetrazolium— 1 0,2 535 18,3 KOENIG und ANDREESEN,
chlorid 1989
Ferricyanid 100 1,0 420 1,0 OHE und WATANABE, 1979
Cytochrom ¢ 2 0,02 550 21,1 DAWSON et al., 1986
Akzeptor—Mix" 522 8,6 |ARMSTRONG, 1964

'Beim Akzeptor-Mix handelt es sich um 5 ml 10 mM PES (Phenazinethosulfat) in H,O + 1 ml 5 %

DCPIP in Ethanol; davon wurden 20 pl im Test eingesetzt

Die Messung der THF-induzierten NADH-Cytochrom c—Reduktase erfolgte mit dem
genannten MeRansatz unter Einsatz von Cytochrom c bei 30 °C. Nach Zugabe von NADH
wurde die endogene Rate Uber eine Minute bestimmt, dann wurde die Reaktion mit Enzym

gestartet.

2.7.2. Messung der Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase

Zur Bestimmung der Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase—Aktivitdt in THF—gewachsenen

Zellen wurde folgendes Testsystem etabliert.

Melansatz: Endkonzentration im Test
Probe 10 -25pl
NAD* 1,6 mM
Succinatsemialdehyd 0,3 mM
50 mM Tris/HCI; pH 9,0 ad 1 ml

Der Enzymtest wurde bei 30 °C durchgefihrt. Gemessen wurde die Bildung von NADH bei

340 nm (ga40 = 6,3 mMem™).

2.7.3. Messung einer Monooxygenase an der Sauerstoffelektrode

Der THF—abhangige Sauerstoffverbrauch wurde im Rohextrakt (aerob und anaerob) mit Hilfe
der Clark—Sauerstoff—Elektrode (Rank Brothers, Bottisham) bestimmt. Die Mel3einheit wurde

mit luftgesattigtem Puffer auf 100 % O,—Sattigung und mit Natriumsulfid—L6sung auf 0 % O,—
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Sattigung geeicht. Die Messung erfolgte bei 30 °C. Dies entspricht einer Konzentration an
geldstem O, von 237 nmol/ml.

MeRansatz: Endkonzentration im Test
NADH oder NADPH 0,1-0,4 mM
FeSO, 0,01 -0,02 mM
Rohextrakt (aerob oder anaerob) 5—-200 ul
THF 0,5-20 mM
25 mM MOPS, 15 % (v/v) Glycerin; pH 7,5 ad 1,5 ml

2.8. EINENGEN VON PROTEINLOSUNGEN

Das Einengen von proteinhaltigen Lésungen erfolgte mittels Ultrafiltration in Centriprep—
bzw. Centricon—Réhrchen (Amicon, Witten) nach Herstellerangaben. Die Ausschlul3grofie
der Membran betrug 10 bzw. 30 kDa.

2.9. ELEKTROPHORETISCHE METHODEN

2.9.1. SDS—Polyacrylamid—Gelelektrophorese (SDS—-PAGE)

Zur Uberprifung des Reinheitsgrades und zur Bestimmung der GroRe des Proteins unter
denaturierenden Bedingungen diente die SDS—-PAGE nach LAEMMLI (1970). Dazu wurde
die Proteingel-Apparatur Minigel Twin G42 (Biometra, Goéttingen) eingesetzt. Es wurde mit
12,5 %igen Trenngelen gearbeitet, die entsprechend dem Handbuch zur Elektrophorese-
kammer hergestellt wurden. Die Proben wurden mit 1 Vol. SDS—Probenpuffer versetzt, 5 min
gekocht und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte mit 1 x SDS—Elektrophoresepuffer
(0,1 M Tris/HCI, 0,1 M Glycin, 0,1 % [w/v] SDS) bei maximaler Spannung und 25 mA pro
Gel.

SDS—Probenpuffer: 250 mM Tris/HCI; pH 6,8 3,2 ml
20 % (w/v) SDS—Ldsung 1,0 ml
Glycerin 1,0 ml
B—Mercaptoethanol 0,02 ml
Bromphenolblau 5mg
H,O dest. 10 ml

Als Molekulargewichtsmarker der Proteine diente SDS—7 (Sigma, Deisenhofen).
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2.9.2. Native Gradienten PAGE

Die Herstellung eines Gradientengels erfolgte nach den Vorgaben von HORMANN (1991).
Es wurden Gele mit einem Gradienten von 5-25 % Acrylamid—Konzentration gegossen. Die
Proben wurden vor dem Auftragen mit 5 pl Beschwererlésung (0,05 % [w/v] Bromphenolblau,
20 % [w/v] Saccharose) versetzt. Die Elektrophorese (Elektrophoresepuffer: 0,1 M Tris/HCI,
0,1 M Glycin) erfolgte tber 15 h bei 4°C und einer Spannung von 100 V pro Gel. Als Marker
dienten HMW- und LMW-Marker (Pharmacia, Freiburg).

2.9.3. Transfer von Proteinen auf PVDF—-Membran

Der elektrophoretische Transfer von Proteinen auf eine Polyvinylidendifluorid—-Membran
(PVDF-Membran, Millipore, Eschborn) wurde eingesetzt, um nach der SDS-PAGE die
partiell gereinigte Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase einer N—terminalen Aminosaure—
Sequenzierung zuganglich zu machen. Der Transfer erfolgte mit dem Semi—dry Fast—Blot

B34 (Biometra, Gottingen) nach Anleitung des Gerateherstellers.

2.10. FARBUNG UND TROCKNUNG VON GELEN

2.10.1. Proteinfarbung mit Coomassie Blue (modifiziert nach WEBER und OSBORN,
1969)

Die Farbung der Gele erfolgte fir 30 min unter Schitteln mit Farbeldsung (0,24 % [w/V]
Serva Blau G-250, 45 % [v/v] Methanol, 10 % [v/v] Eisessig). Zum anschlieRenden
Entfarben wurde Entfarberlosung (33 % [v/v] Methanol, 10 % [v/v] Eisessig) eingesetzt, die

bis zum Entfarben des Hintergrundes mehrmals gewechselt wurde.

PVDF-Membranen wurden mit einer Farbeldsung gleicher Zusammensetzung angefarbt.
Zum Entfarben wurde der Blot—Membran—Entfarber (90 % [v/v] Methanol, 2 % [v/v] Eisessig)

eingesetzt.

2.10.2. Proteinfarbung mit Silber (BLUM et al., 1987)

Die Silberfarbung wurde zum Nachweis von geringen Proteinmengen eingesetzt, da diese
bedeutend empfindlicher als die Coomassie Blue—Féarbung ist. Die Farbung wurde in einer
Glasschale unter standiger Bewegung des Gels durchgefiuhrt. Die Schritte der

Farbeprozedur sind in Tab. 4 aufgefihrt.
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Tabelle 4: Silberfarbung.

Schritt Ldsung Zeitdauer

50 % Methanol

1. Fixieren 12 % Essigsaure 1 h oder Gber Nacht
0,5 ml/l 37 % Formaldehyd

2. Waschen 50 % Ethanol 3 x 10 min

3. Vorbehandlung 0,2 g/l Na,S,03 x 5 H,0O 1 min

4. Spilen H,O 3x20s

5. Impragnieren 2 9/l AGNO, 2x20s
75 ml/l 37 % Formaldehyd

6. Spllen H,O 2x20s
60 g/l Na,CO3

7. Entwickeln 0,5 ml/l 37 % Formaldehyd <10 min
4 mg/l Na,S,03 x 5 H,O

8. Waschen H,O 2x10s

9. Stoppen 50 % Essigsaure 100 min

10. Waschen H.O =220 min

2.10.3. Trocknung der Gele

Die Gele wurden fir ca. 20 min in einer Losung aus 40 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Eisessig
und 3 % (v/v) Glycerin geschwenkt und zur Lufttrocknung zwischen zwei Cellulose—Folien

gespannt.

2.11. METHODEN ZUR PROTEINREINIGUNG

Zur Anreicherung von Proteinen wurde eine Anlage verwendet, die sich aus folgenden
Komponenten der Firma Pharmacia (Freiburg) zusammensetzte: LKB-Pumpe P-1,
Fraktionssammler LKB RediFrak und der entsprechenden Saule. Das verwendete Saulen-
material wurde ebenfalls von Pharmacia (Freiburg) bezogen. Das eingesetzte Volumen an
Saulenmaterial und die damit verbundene Dimension der Glassaule richtete sich nach der
aufzutrennenden Proteinmenge und der Kapazitdt des Saulenmaterials. Je nach Saulen-
durchmesser und Gelmaterial wurde die Flu3rate gewahlt. Alle Proteinaufreinigungsschritte

wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Folgende Laufpuffer wurden eingesetzt:
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Puffer A 50 mM Tris/HCI; pH 7,5
Puffer B 50 mM Tris/HCI; pH 7,5 + 1 M KCI
Puffer C 50 mM Tris/HCI; pH 7,5 + 1,5 M (NH,4),SO,

Das Packen der Saulen und die Regeneration des Saulenmaterials erfolgte nach
Herstellerangaben.

2.11.1. Anionenaustauschchromatographie

Mit Hilfe der Anionenaustauschchromatographie an Q-Sepharose Fast Flow wurde der
Rohextrakt aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 aufgetrennt, um so vorhandene Reduktase—
aktivitaten zu fraktionieren. Dazu wurde mit einer XK 26/20 S&ule oder einer XK 50/30 Saule
mit einer FluR3rate von 1 bzw. 2 ml/min (Fraktionsgrof3e 1,5 bzw. 10 ml) gearbeitet. Die
Saulen wurden mit 10 Saulenvolumen Puffer A &quilibriert und nach Auftragen der Probe mit
5-7 Vol. gewaschen, bis das nicht gebundene Protein vollstandig eluiert war. Danach wurde
ein linearer Salzgradient (0-1 M KCI) uber das 10-fache S&ulenvolumen angelegt. Der
Gradient wurde durch Mischen von Puffer A und Puffer B in einem Gradientenmischer

erzeugt.

2.11.2. Hydrophobe Interaktionschromatographie

Als Saulenmaterial diente Butyl-Sepharose. 10 ml S&ulenmaterial wurden in einer XK 26/20
Saule gepackt. Die Saule wurde mit 10 Vol. Puffer C &quilibriert. Nach Auftragen der Probe
wurde nicht gebundenes Protein mit Puffer C in einem Waschschritt eluiert und danach ein
linearer Salzgradient von 1,5-0 M (NH,),SO, angelegt. Der Gradient wurde durch Mischen
von Puffer C und Puffer A in einem Gradientenmischer erzeugt. Die FluRBrate wurde auf
1 mi/min und die Fraktionsgrof3e auf 2 ml eingestellt.

2.11.3. Gelfiltration

Die Gelfiltration an Superdex'™ 200 Hiload™ (Pharmacia, Freiburg) diente als weiterer
Anreicherungsschritt und zur Bestimmung des nativen Molekulargewichtes der Proteine. Die
Saule wurde mit Puffer A bei einer FluBrate von 0,5 ml/min betrieben. Das Fraktionsvolumen
betrug 1,3 ml.

Zur Bestimmung des nativen Molekulargewichtes der Proteine wurde eine Eichkurve erstellt.
Als Eichproteine dienten Ferritin (440 kDa), Katalase (240 kDa), Aldolase (158 kDa) und
Ovalbumin (45 kDa).
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2.11.4. Ammoniumsulfatfallung

Zur Ammoniumsulfatfallung wurde die Proteinlésung mit fein gemdérserten (NH,).SO, auf
eine Endkonzentration von 1,5 M (NH,),SO, gebracht. Die Zugabe des Salzes erfolgte
portionsweise bei 4 °C und vorsichtigen Rihren. Das Prazipitat wurde durch Zentrifigation
(25 min, 15.000 Upm, 4 °C) abgetrennt. Das erhaltene Pellet wurde in Puffer A

aufgenommen.

2.12. METHODEN ZUR ENZYMCHARAKTERISIERUNG

2.12.1. UV/VIS-Spektrum

Die Spektren wurden mit dem Zweistrahlspektralphotometer Uvikon 930 (Kontron, Eching)
mit angeschlossenem Drucker aufgenommen. Als Referenz diente der entsprechende
Puffer.

2.12.2. Bestimmung von Eisen

Die Eisenbestimmung erfolgte in Kooperation mit dem Institut Dr. Jost, Umweltanalytik
GmbH in Queis durch Pyrolyse im Graphitrohr. Als Standard diente Cytochrom c
(2 mol Fe/mol Enzym) im gleichen Puffersystem (50 mM Tris/HCI; pH 7,5) wie das zu
analysierende Protein.

2.12.3. Bestimmung des kovalent—gebundenen Flavins

Fallung des Proteins

Die Fallung des Proteins erfolgte durch 10 minitiges Kochen und/oder Zugabe von
Trichloressigsaure (Endkonzentration 10 % [w/v]). Das ausgefallene Protein wurde durch

Zentrifugation (30 min, 13.000 Upm) in einer Biofuge pico (Heraeus, Osterode) pelletiert.
Quantifizierung des Flavins

Die quantitative Flavinbestimmung erfolgte durch Messung der Absorption einer
Proteinlosung bekannter Konzentration (2.6.1.) bei 450 nm. Bei Berechnung des
Flavingehalts wurde ein Extinktionskoeffizient flir FAD €450 von 11,3 mMtcm? (DE JONG et
al., 1992) zugrundegelegt.
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Fluoreszenzmessung

Zur Bestimmung der Emissions— und Exzitationsmaxima der Reduktase wurden Spektren
am Spektrofluorometer FluoroMax—2 (ISA Instruments, Edison N.J., USA) aufgenommen.
Dabei wurden entweder die Exzitations— oder die Emissionswellenlange konstant gehalten.

Die Fluoreszenz des kovalent—-gebundenen Flavins im SDS-Gel (2.9.1.) wurde am
Fluorescent Image FLA-3000 (Fuji, Japan) detektiert. Es wurde mit einer Exzitationswellen-
lange von 473 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm gearbeitet. Die Fluoreszenz
wurde direkt nach der SDS-PAGE bestimmt.

Bestimmung des Flavins

Die Art des Flavins wurde durch Vergleich der relativen Fluoreszenz der Reduktase—L&ésung
vor und nach Phosphodiesterase—Behandlung bestimmt. Die Phosphodiesterase katalysiert
die Umsetztung von FAD zu FMN, die sich in einer Erhéhung der Fluoreszenz beobachten
lanRt. Die Messung der relativen Fluoreszenz erfolgte am Fluoreszenzspektrophotometer
SFM 25 (Kontron, Eching) bei einer Exzitationswellenldnge von 445 nm und einer Emissions-
wellenlange von 520 nm. Gearbeitet wurde mit einer Proteinkonzentration von 0,25 UM in
50 mM Tris/HCI; pH 7,5 sowie mit Referenz—Lésungen von FAD, FMN und Riboflavin
gleicher Molaritat. Nach Fluoreszenzmessung folgte eine Behandlung der Proteinlésung und
der FAD-LOsung mit Phosphodiesterase | aus Crotalus atrox (0,2 mg/ml, Sigma, Deisen-

hofen) fiir 1 h bei 37 °C. Anschlielend wurde die Fluoreszenz erneut gemessen.

2.12.4. N—terminale Sequenzierung, Peptid—Mapping und Massenspektroskopie

Die Bestimmung der N-terminalen Sequenz der Proteine erfolgte mit Hilfe des automatischen
Edman—Abbaus am Proteinsequencer 476A (Applied Biosystem, Weiterstadt). Die
Reduktase konnte nach Proteinreinigung direkt aus der Losung sequenziert werden. Zur
Analyse der partiell gereinigten Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase erfolgte die
Sequenzierung von der PVDF-Membran (2.9.3.). Die Sequenzierung und das Peptid—
Mapping wurden freundlicherweise von Dr. P. Ricknagel (Max—Planck—Gesellschaft,

Forschungsstelle Enzymologie der Proteinfaltung, Halle/Saale) durchgefihrt.

Das Molekulargewicht der Reduktase wurde durch MALDI-Massenspektroskopie mit einem
Gerat vom Typ Reflex™ (Bruker—Franzen Analytik) von Dr. A. Schierhorn (Max—Planck—

Gesellschaft, Forschungsstelle Enzymologie der Proteinfaltung, Halle/Saale) bestimmt.
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2.13. STANDARDTECHNIKEN FUR DAS ARBEITEN MIT NUKLEINSAUREN

2.13.1. Behandlung von Geraten und Losungen

Alle hitzestabilen Gerate und Losungen wurden flr 25 min bei 121 °C autoklaviert, um
Nukleasen zu inaktivieren. Nicht hitzestabile Gerate wurden mit 70 %igem (v/v) Ethanol
abgewischt oder abgeflammit.

Beim Arbeiten mit RNA wurden alle Lésungen zur Inaktivierung der RNasen mit 0,1 % (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) (Sigma, Deisenhofen) versetzt und nach Inkubation tiber Nacht
bei 37 °C flur 25 min bei 121 °C autoklaviert (Zersetzung des DEPC's in CO, und Ethanol).
Die verwendeten Gerate wurden doppelt autoklaviert. Nicht autoklavierbare Geréte wurden
mit DEPC-behandeltem H,O bidest. abgespllt. Um Kontaminationen mit RNasen zu

vermeiden, wurden alle Arbeiten grundsatzlich mit Einweghandschuhen durchgefiihrt.

2.13.2. Fallung von DNA

Die DNA-LOsung wurde mit 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat und 2,5 Vol. 96 %igem (v/v)
unvergalltem Ethanol versetzt. Nach Durchmischung wurde der Ansatz fir mindestens 1 h
bei —20 °C gefallt. Anschlie3end erfolgte eine 30 minttige Zentrifugation (12.000 Upm, 4 °C)
in einer Universal 30 RF-Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen). Das erhaltene Pellet wurde mit
eiskaltem 70 %igen Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das DNA-Pellet bei 37 °C getrocknet. Die DNA wurde anschlie3end in dem je

nach Verwendungszweck erforderlichen Puffer bzw. in H,O bidest. aufgenommen.

2.13.3. Mikrodialyse von DNA

Die Mikrodialyse diente zur Entsalzung von Ligationsansatzen, die anschlieend zur
Elektroporation eingesetzt wurden. Dazu wurde ein Membranfilterblattchen mit einer
Porengrof3e von 0,025 um (Millipore, Eschborn) mit der glanzenden Seite nach oben auf die
Wasseroberflache in einer Petrischale gelegt. Die DNA—-Probe wurde aufgetropft und nach

30-60 minutiger Dialyse abpipettiert.

2.13.4. Phenol/Chloroform—Extraktion

Die Phenol/Chloroform—Extraktion wurde zur Abtrennung von Proteinen aus einer
Nukleinsdure-Ldsung angewendet. Dazu wurden die Ansatze auf ein handhabbares
Volumen aufgefillt (etwa 200 pl), 1 Vol. Phenol-Ldsung zugefugt und durch Schwenken des
Reaktionsgefalles eine Durchmischung bewirkt. Zur Phasentrennung wurde 5 min bei

12.000 Upm zentrifugiert. Die DNA-haltige Oberphase wurde abgenommen und zur
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Entfernung von Phenolresten mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 [v/v]) extrahiert. Zur
Verringerung des Volumens der erhaltenen DNA-LOsung erfolgte eine Ethanolfallung
(2.13.2)).

Phenol-L6sung: Tris—gesattigtes Phenol; pH 8,0 (Roth, Karlsruhe)
Chloroform
Isoamylalkohol
(25:24:1)

2.13.5. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure—Loésungen

Die Konzentration einer Nukleinsdure—L6sung wurde durch Messung der Absorption bei
260 nm in einer Quarzkivette (Gene Quant, Pharmacia, Freiburg) gegen H,O bestimmt. Die
OD2e von 1,0 entspricht bei doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50 pug/ml und bei

RNA einer Konzentration von 40 pg/ml.

Die Reinheit der DNA- bzw. RNA-Proben wurden aus dem Quotient OD,g0:0D5gg

geschluRRfolgert, der unter optimalen Bedingungen zwischen 1,8 — 1,9 liegt.

Die DNA—-Konzentration einer Plasmid—Praparation bzw. einer schwach konzentrierten
Lésung wurde durch Vergleich der Bandenintensitaten im Agarosegel ermittelt. Dazu wurde

pUC18 mit einer bekannten Konzentration von 0,5 pg/ul als Standard eingesetzt.

2.14. ISOLIERUNG VON NUKLEINSAUREN

2.14.1. Isolierung von Gesamt-DNA aus  Pseudonocardia sp. Stamm K1 (SAITO und
MIURA, 1963)

3 g tiefgefrorene Zellen (2.3.) wurden in 4 ml Saline—-EDTA-L6sung (0,15 M NaCl, 0,1 mM
EDTA; pH 8,0) aufgenommen und nach Zugabe von 6 mg Lysozym 30 min bei 37 °C
inkubiert. Der Ansatz wurde 1 h bei —20 °C eingefroren und anschlieBend mit 25 ml Tris—
SDS—Puffer (0,1 M Tris/HCI, 0,1 M NacCl, 1 % [w/v] SDS; pH 9,0) versetzt. Eine vollstéandige
Zelllyse wurde durch mehrmaliges Einfrieren (—80 °C) und Auftauen (50 °C) bewirkt. Die
erhaltene Suspension wurde mit 30 ml Tris—gesattigtem Phenol; pH 8,0 (Roth, Karlsruhe)
versetzt und vorsichtig geschiittelt. Es folgte eine 20 minitige Inkubation auf Eis (unter
gelegentlichem Schiitteln) und eine grobe Phasentrennung durch Zentrifugation (5 min,
5.000 Upm, 4 °C). Die walrige Oberphase wurde erneut 10 min bei 15.000 Upm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 2,5 Vol. 96 %igem (v/v) Ethanol versetzt und zur

Fallung der DNA uber Nacht bei —20 °C gelagert. Die ausgefallene DNA wurde durch
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Zentrifugation (30 min, 15.000 Upm, 4 °C) sedimentiert, und das erhaltene Pellet in 5 ml
1 x SSC (150 mM NacCl, 15 mM Na—Citrat; pH 7,0) resuspendiert. Zur Entfernung der RNA
wurde 11 pl RNase A-L6sung (10 mg/ml, DNase frei) zugesetzt und 25 min bei 37 °C
inkubiert. Nach Abkuhlen auf Eis erfolgte eine Phenol-Extraktion zur Entfernung der RNase.
Es wurde mit 1 Vol. Tris—gesattigtem Phenol extrahiert, zur Phasentrennung zentrifugiert
(5 min, 5.000 Upm, 4 °C) und der erhaltene Uberstand nochmals zentrifugiert (15 min,
12.000 Upm, 4 °C). Die DNA aus der erhaltenen Oberphase wurde mit 2,5 Vol. 96 %igem
(v/v) Ethanol Uber Nacht bei —20 °C gefallt. Das durch Zentrifugation (15 min, 15.000 Upm,
4 °C) erhaltene DNA-Pellet wurde nacheinander mit eiskaltem 70, 80 und 90 %igem (v/v)
Ethanol gewaschen und nach Trocknung bei RT in 10 ml 1 x SSC aufgenommen. Nach
Zugabe von 1,1 ml Acetat-EDTA-L6sung (3 M Na—Acetat, 1 mM EDTA; pH 7,0) erfolgte
eine Fallung mit 0,7 Vol. Isopropanol. Das DNA-Pellet wurde erneut mit 70, 80 und
90 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und nach Trocknung bei RT in 5 ml TE-Puffer (10 mM
Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) aufgenommen.

2.14.2. Isolierung von Plasmid—-DNA aus  E. coli

2.14.2.1. Analytische Schnellpraparation  (quick check)

Zur schnellen Analyse von Plasmiden mdéglicher E. col-Transformanden wurde die Methode
von AKADA (1994) angewendet. Dazu wurden zu 100 pl einer Ubernachtkultur 50 pl
Phenol/Chloroform (1:1) und 10 pl Stop—Mix (0,25 % [w/v] Bromphenolblau, 0,25 % [w/v]
Xylencyanol FF, 30 % [v/v] Glycerin) gegeben. Der Ansatz wurde 10 s grundlich gemischt
und 5 min bei RT zentrifugiert (12.000 Upm). 20 pl des Uberstandes wurden zur Analyse auf
ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen.

2.14.2.2. Plasmid—Minipraparation (Phenol/Chloroform—Methode)

Die Isolierung von rekombinanten Plasmiden aus E. coli XL1-Blue zur Herstellung der
Plasmid—Genbank erfolgte nach BIRNBOIM und DOLY (1979).

2.14.2.3. Plasmid—Praparation mit Hilfe des QIAprep Spin Plasmid Kits (QIAGEN,
Hilden)

Diese Methode wurde genutzt, um in kurzer Zeit qualitativ hochwertige Plasmid—DNA aus

E. coli zu gewinnen, die hauptsachlich zur Sequenzierung eingesetzt wurde. Zur Préaparation
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wurde eine Ubernachtkultur (5 ml) eingesetzt und nach Protokoll des Herstellers gearbeitet.
Die DNA wurde mit 50 ul H,O bidest. eluiert.

2.14.2.4. Plasmid—Midipraparation

Zur Gewinnung von groBeren Mengen an Plasmid—-DNA wurde das Plasmid Midi Kit
(Qiagen, Hilden) eingesetzt. Die Anwendung erfolgte nach Herstellerangaben. Das erhaltene

DNA—Pellet wurde in 150 ul H,O bidest. aufgenommen.

2.14.3. Isolierung von Plasmid—-DNA aus  Pseudonocardia sp. Stamm K1

2.14.3.1. Plasmid-Isolierung mittels Saulenchromatographie

Die Praparation von Plasmid—DNA aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 erfolgte an Anionen-
austauschersdulen unter Verwendung des Plasmid Midi Kits (Qiagen, Hilden). Die
Praparation erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von BUSCH et al. (1996). 1 ¢
tiefgefrorene Zellen (2.3.) wurden in 10 ml Puffer P1 (enthdlt 100 pg/ml RNase A)
resuspendiert. Nach Zugabe von 40 mg Lysozym und 10 mg Achromobacter Peptidase
erfolgte eine 30 minltige Inkubation bei 37 °C. 10 ml Puffer P2 wurden vorsichtig zugemischt
und der Ansatz 5 min bei RT inkubiert. Nachdem 10 ml Puffer P3 zugegeben wurde, erfolgte
eine Inkubation fur 45 min auf Eis. Die weiteren Schritte der Plasmid-Isolierung verliefen
analog dem Herstellerprotokoll. Das erhaltene DNA—Pellet wurde in 100 ul H,O bidest.

aufgenommen.

2.14.3.2. Analytische Megaplasmid—Isolierung (NIES et al., 1987)

Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurde in Mineralmedium (2.2.1.) mit 10 mM THF oder
Succinat bis zu einer ODggo von 0,9 angezogen. 10 ml Zellsuspension wurde bei 5.000 Upm
und 4 °C abzentrifugiert und anschliel3end das Pellet in 2 ml E—Puffer (75 mM Tris—Acetat;
pH 7,3, 1 mM EDTA) resuspendiert. 1 ml Lysispuffer (5 Teile 1 N NaOH, 6 Teile 20 % [w/V]
SDS, 9 Teile H,0O) wurde vorsichtig zugegeben, und es folgte eine Inkubation bei 68 °C flr
1 h. Nach Zugabe von 400 ul 5 M NaCl-Lésung und 6 ml Phenol/Chloroform (1:1 [v/V])
wurde zur Phasentrennung zentrifugiert (10 min, 5.000 Upm, 4 °C), die Oberphase
abgehoben und fur 1 h bei 4 °C inkubiert. Die walirige Phase wurde mit 100 pl 10 %iger (v/v)
Essigsaure neutralisiert und mit 6 ml Diethylether extrahiert. Nach Zentrifugation (10 min,
5.000 Upm, 4 °C) wurde die Ether— und Interphase verworfen und verbliebene Etherreste bei
60 °C fur 20 min abgedampft. Die Plasmid—DNA wurde mit 6 ml 96 %igem (v/v) Ethanol fir
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45 min bei —20 °C geféllt. Die DNA wurde durch Zentrifugation (40 min, 5.000 Upm, 4 °C)
sedimentiert und das erhaltene DNA—Pellet in 500 pl H,O bidest. resuspendiert. Zur DNA—-
Lésung wurden 10 pl 5 M NaCl-Losung und 1 ml eiskalter 96 %iger (v/v) Ethanol
zugegeben. Nach Fallung (40 min, —20 °C) wurde die DNA sedimentiert (20 min, 12.000
Upm, 4 °C), das Pellet mit 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen und nach Trocknung bei RT in
20 ul H,O bidest. aufgenommen.

2.14.3.3. Probenvorbereitung zur praparativen Isolierung linearer Plasmide

Der Nachweis von linearen Plasmiden wurde mit Hilfe der Pulsfeld—Gelelektrophorese
(2.15.2.) durchgefiihert. Dazu wurden ganze Zellen in Agarose gegossen und nachfolgend

im Agarose-Blockchen lysiert.

Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurde in Mineralmedium (2.2.1.) mit 10 mM THF fir 48 h
angezogen. 350 pl Zellsuspension wurde abzentrifugiert und das Pellet in 250 ul EET—Puffer
(10 mM Tris/HCI, 100 mM EDTA, 10 mM EGTA; pH 8,0) resuspendiert. Zum Ansatz wurde
750 pl auf 45 °C vorgewarmte LMP—- (low melting point=) Agarose (2 % [w/v] in H,O geldst)
zugegeben, gut gemischt und in die Blockchen—GielRapparatur (BioRad, Miinchen) pipettiert.
Die erhaltenen Agarose—Bléckchen wurden fir 4 h bei 30 °C in TE-Puffer (2.14.1.) mit
2 mg/ml Lysozym, 2 mg/ml Achromobacter Peptidase und 0,5 mg/ml N-Lauroylsarcosin
inkubiert. Die Blockchen wurden in EET-Puffer mit 1 % (w/v) SDS und 0.25 mg/ml
Proteinase K uberfuhrt und fur 17 h bei 50 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Bléckchen
in TE-Puffer fir 2 h gewaschen, wobei mehrmals der Puffer gewechselt wurde. Bis zum
Einsatz in der Pulsfeld—Gelelektrophorese wurden die Bléckchen bei 4 °C in TE-Puffer

gelagert.

2.14.4. Isolierung von RNA aus Pseudonocardia sp. Stamm K1

Die Gewinnung von Gesamt—RNA aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 erfolgte mit Hilfe des
RNeasy "™ Mini Kits (Qiagen, Hilden). Die Préparation wurde nach Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt, wobei Modifikationen vorgenommen wurden. Pseudonocardia sp. Stamm K1
wurde in Mineralmedium (2.2.1.) mit dem entsprechenden Substrat bis zu einer ODgyy VONn
0,9 angezogen. 7 ml Zellsuspension wurden bei 5.000 Upm und 4 °C abzentrifugiert und
anschlielRend das Zellpellet in 100 pl TE—-Puffer (enthalt 20 mg/ml Lysozym) resuspendiert.
Es folgte eine Inkubation bei 37 °C fur 30 min. Die folgenden Schritte der Reinigung
entsprachen der Herstellervorschrift. Die RNA wurde von der Saule mit 2 x 30 ul auf 60 °C—
vorgewarmtem H,O (DEPC, 2.13.1.) eluiert.
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Da in den Préparationen der Gesamt—RNA haufig Spuren von DNA nachweisbar waren,
folgte eine DNase |-Behandlung. Dazu wurden zu 97 pl RNA-L6sung (50-60 ug) 30 U
DNase | (Roche, Mannheim) gegeben und fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reinigung der

RNA erfolgte ebenfalls mit dem RNeasy ™ Mini Kits nach Vorschrift.

2.15. AGAROSE—GELELEKTROPHORESE VON NUKLEINSAUREN

2.15.1. Standard—Agarose—Gelelektrophorese

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in horizontalen Elektrophorese-
kammern. Je nach Anwendung wurden Gele verschiedener GroRe und Agarose-
konzentration (0,7-1,5 % [w/v] in 1 x TAE-Puffer) eingesetzt. Als Laufpuffer diente 1 x TAE
(40 mM Tris, 20 mM Essigséure, 1 mM EDTA; pH 8,0). Die DNA—Proben wurden vor dem
Auftragen mit 0,2 Vol. Stop—Mix (2.14.2.1.) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 50-80 V
fur 1-16 h.

Als GroRenmarker wurden verwendet:

pGEM™ DNA Marker 0,05-2,6 kb (Promega, Heidelberg)

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder 0,08-1,0 kb (MBI Fermentas, St. Leon—Rot)
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder 0,25-10 kb (MBI Fermentas, St. Leon—Rot)
A—DNA mit Pstl geschnitten 0,50-14 kb (eigene Herstellung)

Fur Southern—Hybridisierungen wurden die Digoxigenin—markierten DNA—-Langenstandards
Il (0,12-23,1 kb), VI (0,15-2,1 kb) und VII (0,081-8,57 kb) der Firma Roche (Mannheim)

verwendet.

2.15.2. Pulsfeld—Gelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE wurde zur Detektion von linearen Plasmiden eingesetzt, die in einer Standard—
Agarose—Gelelektrophorese nicht im Gel aufgetrennt werden kénnen. Dazu wurde die
Anlage CHEF-DR™ Il (BioRad, Miinchen) eingesetzt.

Die Analyse der Proben erfolgte in einem 1 %igen (w/v) Agarosegel. Die unter 2.14.3.3.
praparierten Blockchen wurden in die Slots gesteckt und mit 1 %iger (w/v) Agaroseldsung
Ubergossen. Im Falle der Plasmid—Praparation nach 2.14.3.1. erfolgte eine Auftragung mit
0,2 Vol. Stop—Mix (2.14.2.1.). Als Elektrophorese—Puffer diente 0,5 x TBE—Puffer (44,5 mM
Tris, 44,5 mM Borat, 1 mM EDTA; pH 8,5), der wahrend des Laufes umgewalzt und auf
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13 °C gekihlt wurde. Die angelegte Spannung betrug 170 V. Um eine Auftrennung zwischen
10-1.000 kb zu erreichen, wurde die Pulszeit linear tiber 24 h von 20 s auf 80 s gesteigert.

Als GrofRenmarker wurden der A DNA PFGE—-Marker und der Yeast DNA PFGE-Marker

(Pharmacia, Freiburg) eingesetzt.

2.15.3. Denaturierende Agarose—Gelelektrophorese

Gesamt—RNA (6-12 pg) aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurde unter denaturierenden
Bedingungen in einem 1 %igen Formaldehyd—enthaltenden Agarosegel aufgetrennt. Fur die
Herstellung des Gels wurden 1,5 g Agarose in 15 ml 10 x MOPS (0,2 M MOPS, 0,05 M Na—
Acetat, 0,01 M EDTA; pH 7,0) und 130,5 ml H,O (DEPC, 2.13.1.) durch Aufkochen gelbst.
Nachdem die Gellésung auf 50 °C abgekihlt war, wurde 4,5 ml Formaldehyd (37 %)
zugegeben. Zur Probenvorbereitung wurden 6 pl RNA mit 12,5 pl Formamid, 4 pl
Formaldehyd und 2 pl 10 x MOPS—Puffer versetzt und 15 min bei 65 °C denaturiert. Die
Proben wurden danach auf Eis gestellt und 3 pl Probenpuffer (0,1 M EDTA, 50 % [v/v]
Glycerin, 0,1 % [w/v] SDS, 0,1 % [w/v] Bromphenolblau) sowie 2 pl Ethidiumbromid
(2 mg/ml) zugegeben. Als Laufpuffer diente 1 x MOPS—Puffer. Die Elektrophorese erfolgte
bei 25 V fir 15 h.

Als Marker wurde der Digoxigenin—markierte RNA-Langenstandard | (0,3—6,9 kb) (Roche,

Mannheim) aufgetragen.

2.15.4. Ethidiumbromidféarbung und Dokumentation von Gelen

Das Anfarben der DNA erfolgte grundséatzlich mit Ethidiumbromid. Dazu wurde der Agarose—
Ldsung vor dem GielRen Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zugesetzt. PFGE—-Gele wurden nach
dem Gellauf fir 15-30 min in einem Ethidiumbromid—Bad (1pg/ml) angeféarbt, da Ethidium
bromid das Laufverhalten der DNA in der PFGE negativ beeinflu3t. Die DNA wurde unter
UV-Licht am Transilluminator sichtbar gemacht und gegebenenfalls fotografiert.

2.16. ISOLIERUNG VON DNA—FRAGMENTEN AUS DEM AGAROSEGEL

Die Praparation von DNA—-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kits (Qiagen, Hilden) entsprechend der Anleitung des Herstellers.
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2.17. SCHNEIDEN VON DNA MIT RESTRIKTIONSENDONUKLEASEN

Die DNA-LAsung wurde mit 0,1 Vol. des entsprechenden 10 x Restriktionspuffers und mit
dem gewiinschten Restriktionsenzym (2—10 U Enzym/ug DNA) gemischt, wobei der Anteil an
Enzymvolumen unter 10 % des Gesamtansatzes lag. Ein vollstandiger Verdau erfolgte meist
Uber Nacht bei 37 °C, mindestens jedoch fir 3 h. Die Reaktion wurde abgestoppt durch
Zusatz von 0,02 M EDTA; pH 8,0 oder Stop—Mix (2.14.2.1.). Die verwendeten Enzyme

wurden von MBI Fermentas (St. Leon—Rot) bezogen.

2.18. DEPHOSPHORYLIERUNG VON DNA—FRAGMENTEN

Zur Vermeidung der Selbstligation linearisierter Vektor—DNA erfolgte im Anschluf3 an die
DNA-Spaltung eine Dephosphorylierung durch Alkalische Phosphatase aus Kalberdarm
(CIAP). Dazu wurde dem Restriktionsansatz direkt 1 U CIAP (MBI Fermentas, St. Leon—Rot)
zugesetzt. Die Dephosphorylierung erfolgte fir 3 h bei 37 °C.

2.19. LicAaTION VON DNA—FRAGMENTEN

Zur Ligation wurden etwa 0,2 pg linearisierte und dephosphorylierte Vektor—-DNA und
0,4-1 pg Insert—DNA eingesetzt. Der Ansatz wurde mit H,O bidest. auf 26 pl aufgefillt, zur
Freilegung der kohasiven Enden 5 min bei 45 °C inkubiert und anschlieRend auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 3 pl des 10 x Reaktionspuffers und 1 U T4-DNA-Ligase (Roche,
Mannheim) erfolgte die Ligation bei 16 °C uber Nacht. PCR-Produkte wurden in den
pGEM™-T Easy Vektor (Promega, Heidelberg) nach Anweisung des Herstellers ligiert.

2.20. TRANSFORMATION VON E. COLI MITTELS ELEKTROPORATION (DOWER ET AL., 1988)

2.20.1. Herstellung von kompetenten Zellen

Zur Herstellung von kompetenten E. coli XL1-Blue—Zellen wurden 200 ml LB-Medium
(beinhaltet 12,5 pg/ml Tetracyclin) mit 2 ml einer Vorkultur beimpft und bei 37 °C unter
Schiitteln bis zu einer ODgy von 0,5-0,8 angezogen. Die Kultur wurde 15 min auf Eis
abgekihlt und anschlieBRend abzentrifugiert (15 min, 5.000 Upm, 4 °C). Das Zellpellet wurde
zweimal mit je 200 ml eiskaltem H,O bidest. und einmal mit 30 ml 10 %igem (v/v) Glycerin
gewaschen, in 0,5-0,7 ml 10 %igen Glycerin aufgenommen und in 40 ul Aliquots bei —80 °C

bis zur Verwendung gelagert.
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2.20.2. Elektroporation

Die Elektroporation wurde an einem Gene Pulser (BioRad, Minchen) durchgefiihrt. Pro
Transformation wurden 40 ul kompetente Zellen und 1-5 pl Ligationsansatz, der zuvor durch
Mikrodialyse (2.13.3.) entsalzt wurde, eingesetzt. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit
der Plasmid—DNA versetzt und nach 1 min Inkubation auf Eis in die sterile, vorgekuhlte
Elektroporationskuvette mit 0,2 cm Elektrodenabstand (Peglab, Erlangen) uberfuhrt. Die
Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 2,5 kV und 200 Q, wodurch eine Feldstarke von
12,5 kV/cm und Zeitkonstanten um 4,0 ms erreicht wurden. Sofort nach dem Impuls wurde
1 ml LB-Medium zugegeben, die Zellen 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend auf

selektiven Nahrboden ausplattiert.

2.21. X—GAL—TEST ZUR SELEKTION REKOMBINANTER KLONE

Die Transformanden wurden auf LB—Agar mit IPTG und X-Gal unter Zusatz von Antibiotikum
(2.2.2)) selektiert. Rekombinante Klone wurden durch den Test auf a—Komplementation
identifiziert (Blau—Weil3—Selektion, SAMBROOK et al., 1989).

2.22. POLYMERASE—KETTEN—REAKTION (PCR)

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente wurde die Methode der PCR angewendet.
Als Matrize diente sowohl Gesamt—DNA aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 als auch
rekombinante Plasmid—DNA. Wurde zur PCR Koloniematerial von E. coli-Stdmmen oder von
Pseudonocardia sp. Stamm K1 (Amplifikation der 16S rDNA) eingesetzt, wurde dieses zuvor

in 50 pl H,O bidest. suspendiert und zur Lyse der Zellen 10 min auf 99 °C erhitzt.

Die Standard—Reaktion wurde in einem Volumen von 50 pl im Mastercycler™personal

(Eppendorf, Hamburg) durchgeftihrt.

Reaktionsansatz: ca. 0,1 pg Template—-DNA
5 pl 10 x Reaktionspuffer
2,5 mM MgCl,
0,2 puM Primer 1 (in H,O bidest.)
0,2 uM Primer 2 (in H,O bidest.)
0,2 mM dNTP-L3dsung
1 U Taq DNA—Polymerase (Roche, Mannheim)
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Reaktionsbedingungen:

Der Ansatz wurde zur Denaturierung der DNA 2 min bei 95 °C inkubiert. Danach folgten
30 Zyklen.

Denaturierung: 15 s bei 95 °C
annealing: 30 s bei 50-65 °C

(in Abhangigkeit von der Schmelztemperatur der Primer)
Extension: 30 s — 3 min (ca. 1 kb/min) bei 72 °C

AbschlieRender Schritt: 3 min bei 72 °C

5-10 Ml

aufgetrennt.

des Reaktionsansatzes wurde mittels Standard-Gelektrophorese (2.15.1.)

Die Reinigung des PCR—Produktes erfolgte mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits
(Qiagen, Hilden) nach Anleitung oder durch Elution aus dem Gel (2.16.).

Die verwendeten Oligonukleotid—Primer wurden Uber die Firmen Metabion (Martinsried) und
Gibco BRL (Eggenstein) bezogen. Die zur PCR, RT-PCR, primer extension—Reaktion bzw.
Sequenzierung verwendeten Oligonukleotid—Primer sind in Tab. 5 aufgefihrt.

Tabelle 5: Verwendete Primer fur PCR, RT-PCR, primer extension und Sequenzierung.
Orientierung der Primer in (-) bzw. entgegen (-~) der Transkriptionsrichtung,
 degeneriertes Oligonukleotid mit (1) fiir Desoxyinosin, (R) fur A+G, (Y) T+C, (H) T+C+A,
®) Fluorescein—-markierter Primer.

Primer Orientierung Sequenz 5° - 3 Beschreibung
Position der Basen
(Abb. A, Anhang)
THFO]_a) - GARGARATHGARTCIGGIGARGAYGARAC 4031 — 4059
THFO02 N TTCCAGACGGGCTCAACTCAT 5369 — 5389
THFO3 - ATACAGAATCGGAATCGGCAG 5046 — 5066
THFO4 - TATCCACCCTCTTCCTCTTG 4199 — 4218
THFO5 - TGTATTCCACTCGCTTGTAGG 3796 — 3816
THFO6 N GGCTCTCCCGATTGGTCACG 1570 — 1589
THFO7 5 ATCACGGACTGGGCGGAGACC 5741 - 5761
THFO08 - AGTCGTAGTCCTTCTGCTCAA 3307 — 3327
THF09 5 CCACCATTCCGCCGCTCTTCG 3844 — 3864
THF10 5 GCGGCTCAAGGCTGGGACGAT 1927 — 1947
THF11 N TCAGGAATGCGGTCTCAAGTC 6109 — 6129
THF12 - TCAAGAATAAGGTGCTCCATC 8300 — 8320
THF13 - ATGACAGTGGGCAGAGCGAAG 2891 — 2911
THF14 N GTCCCAGAGTCAGATGTTACG 4238 — 4258
THF15 N AGTCTCGGATGAACCTGATAG 4816 — 4836

Fortsetzung nachste Seite
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THF16
THF17
THF18
THF19
THF20
THF21
THF22
THF23
THF24
THF25
THF26
THF27
THF28
THF29
THF30
THF31
THF32
THF33
THF34
THE35
THF36
THF37
THF38
THF39
THF40
THF42
THF43
THF44
THF45
THF46
THF47
THF48
THF49
THF50
THF51
THF52
THF54
THF55
THF56
THF57
THF58
THF59
Cy5PE1”
Cys5PE2"
Cy5PE3"

upr
rpr

fD1
rP2

GTCCAGCCGAGCGTCCACCG
ACTCATTCATCCTGGTCGCCG
CACTTGATGGGCTTACCGCTC
CACGATGACTGCCCCACCGA
AGCAACTCCAGCCACCGAAG
GCACAAAATGATGGATACTA
CGCCACAACCCGAGGAGAGTC
ATGCTTGTTGATGCTCTCG
TCCACCGTAGAACACCGAAAC
CGGCGACCAGGATGAATGAGT
GACTTGAGACCGCATTCCTGA
GGTCTCCGCCCAGTCCGTGAT
AGAACGCTCCCCTGCTTGA
TTGAGCAGAAGGACTACGACT
GAGTTCCAAGCGTCTAATA
GAACTCCAGCCAGAACAAGCG
GGATGGTGTGGGGGAGCGAC
CCCTGGTCGCTATGTCGGTG
CGTGACCAATCGGGAGAGCC
GATGGAGCACCTTATTCTTGA
CTTTGGATTCTTACTGACCTC
CGTCGGCGGCTGAGAATGGGA
GCTCTGCTGACGGGGGCTCGG
GGTGTCTGCTCGGCGGGCTTG
CAAGCCCGCCGAGCAGACACC
ATCGTCCCAGCCTTGAGCCGC
ATCACGGTCATTCTATTTCTC
GAGAAATAGAATGACCGTGAT
CGAGCCGCCAAACCAGCCT
AGGCTGGTTTGGCGGCTCG
CCTCTTCATCGGTGGGGCAGT
CGGACGCAAAGAAGACACTCG
CGAGTGTCTTCTTTGCGTCCG
CGCTTGTTCTGGCTGGAGTTC
TAGTATCCATCATTTTGTGC
GAGCGGTAAGCCCATCAAGTG
AGGCTCTGCGTTATTGGC
GGGAGATGCCGTTGCCT
CGTGCGTCTGAGCGTAATAAC
ATCCTTCATTCCACCATACGG
CCGTATGGTGGAATGAAGGAT
GAATCCGAATGACGACGCAAC
ATCTTCGTCCCAACCGCAGG
GCTTGTATCGGCTGGGGTA
CGGTGGACGCTCGGCTGGAC

TGTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGAC

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
ACGGCTACCTTGTTACGACTT

5219 - 5238
6440 — 6460
7934 — 7954
2231 - 2250
2496 - 2515
7608 — 7627
6731 - 6751
2574 — 2592
4715 - 4735
6440 — 6460
6109 — 6129
5741 - 5761
2989 — 3007
3307 — 3327
4357 — 4375
7254 — 7274
6590 — 6609
3569 — 3588
1570 - 1589
8300 — 8320
9129 — 9149
6167 — 6187
244 — 264
1165 -1185
1165 -1185
1927 — 1947
571 -591
571 -591
842 — 860
842 — 860
2238 — 2258
6936 — 6956
6936 —6956
7254 — 7274
7608 — 7627
7934 — 7954
157 -174
319 -335
217 - 237
9003 - 9023
9003 - 9023
8615 — 8635
713 -732
2343 - 2361
5219 — 5338

universal Primer pUC18
reverse Primer pUC18

WEISBURG et al., 1991
WEISBURG et al., 1991
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2.23. NACHWEIS VON NUKLEINSAUREN DURCH HYBRIDISIERUNG

2.23.1. Herstellung von DIG—markierten Sonden

PCR-Produkte, die als Sonde zur Hybridisierung dienten, wurden mit Hilfe des DIG High
Prime (Roche, Mannheim) DIG-11-dUTP markiert. Die Markierung erfolgte nach Anweisung
des Herstellers fur 20 h bei 37 °C.

Fur Hybridisierungsversuche mit Oligonukleotiden wurden 100 pmol Primer eingesetzt. Diese
wurden mit dem DIG Oligonucleotide 3 End Labeling Kit (Roche, Mannheim) am 3‘ Ende mit

Digoxigenin—ddUTP nach Vorschrift des Herstellers markiert.

2.23.2. Southern—Hybridisierung

Die DNA-DNA-Hybridisierung wurde genutzt, um DNA-Fragmente nach vollstandigem
Verdau und das Vorhandensein von Plasmid—-DNA in Pseudonocardia sp. Stamm K1

nachzuweisen.
Transfer der DNA auf Nylonmembran

Die zu analysierende DNA wurde in einer Standard—Agarose—Gelelektrophorese (2.15.1.)
oder PFGE (2.15.2.) aufgetrennt. Die anschlielende Behandlung des Gels erfolgte unter
leichter Bewegung auf einer Laborwippe. Die DNA wurde in 0,25 N HCI 2 x 5 min depuriniert,
um den Transfer grol3erer DNA-Fragmente zu erleichtern. Nach Spulen in H,O bidest. wurde
das Gel fir 2 x 15 min mit Denaturierungslésung (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl) und nach
Waschen mit H,O bidest. fir 2 x 15 min mit Neutralisierungslosung (0,5 M Tris/HCI, 3 M
NaCl; pH 7,5) behandelt. Das Gel wurde bis zum Transfer in 10 x SSC (2.14.1.) aufbewabhrt.
Die Nylonmembran (Qiabrane, Qiagen, Hilden) wurde wéahrend des Neutralisierungsschrittes
vorbereitet, indem sie 20 min in H,O bidest. und 10 min in 10 x SSC aquilibriert wurde. Der
Transfer der DNA auf die Nylonmembran erfolgte 1-2 h mit 10 x SSC mit Hilfe des
Vakuumblotgerétes (Appligene—Oncor, Heidelberg) bei 60 mbar. Danach wurde die Position
des Gels auf der Membran markiert und die DNA durch zweiminitige UV-Bestrahlung
(Transilluminator) fixiert. Die Membran wurde direkt zur Hybridisierung eingesetzt oder
getrocknet und bei RT aufbewahrt.
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Hybridisierung

Die Hybridisierung der Nylonmembran mit fixierter DNA erfolgte mit Standard—Hybridi-
sierungspuffer (5 x SSC, 1 % [w/v] Blocking—Reagent [Roche, Mannheim], 0,1 % [w/v] N-
Lauroylsarcosin, 0,02 % [w/v] SDS) im Hybridisierungsofen (WTB-Binder, Tuttlingen). Die
Hybridisierungstemperatur richtete sich nach der Schmelztemperatur der DNA. Homologe
Hybridisierung mit markiertem PCR-Produkt erfolgte bei 68 °C und mit Oligonukleotid—
Sonde ca. 10 °C unter dem Schmelzpunkt des Oligonukleotids. Zur Blockierung unbesetzter
Bindestellen wurde die Nylonmembran fur mindestens 1 h bei der entsprechenden
Hybridisierungstemperatur mit 20 ml Standard—Hybridisierungspuffer ohne Sonde
prahybridisiert. Fir die Hybridisierung wurde der Puffer gegen 20 ml Hybridisierungspuffer
mit der markierten Sonde, die zuvor durch 10 minitiges Kochen denaturiert wurde,
ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte tUber Nacht. AnschlieRend wurde die Membran
2 x 5 min bei RT mit Waschlésung 1 (2 x SSC, 0,1 % [w/v] SDS) und 2 x 15 min bei 68 °C
mit Waschlésung 2 (0,1 x SSC, 0,1 % [w/v] SDS) gewaschen.

Wiederverwendung von Nylonmembranen

Um Nylonmembranen fir weitere Hybridisierungen zu verwenden, muf3te die Sonde durch
»Strippen* von der Membran entfernt werden. Dazu wurde die Membran kurz in H,O bidest.
gespult und 2 x 20 min bei 37 °C mit Stripping—Puffer (0,2 M NaOH, 0,1 % [w/v] SDS)

gewaschen. Die Membran wurde mit 2 x SSC gespllt und zwischen Filterpapier getrocknet.

2.23.3. Herstellung von Nylonmembranen zur Koloniehybridisierung

Kolonien von E. coli XL1-Blue, die ein rekombinantes Plasmid trugen, wurden mit einem
sterilen Zahnstocher auf Nylonmembran—Rundfiltern (Qiagen, Hilden) ausgestrichen, die auf
LB—Platten mit Ampicillin lagen. Die Platten wurden utber Nacht bei 37 °C inkubiert und
anschlie3end fir 30 min bei 4 °C gelagert. Nach Markierung der Membran auf der Platte
wurde die Membran vorsichtig abgehoben und fir 15 min mit den Kolonien nach oben auf
ein mit Denaturierungslosung (0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl, 0,1 % [w/v] SDS) getranktes
Filterpapier gelegt. Die Membran wurde fir 15 min auf ein weiteres Filterpapier mit
Neutralisierungslosung (1 M Tris—HCI, 1,5 M NaCl; pH 7,5) transferiert und anschlie3end
10 min in 2 x SSC &aqulibriert. Zur Fixierung der DNA auf der Membran wurde 2 min mit UV—
Licht bestrahlt. Es folgte eine Proteinase K—Behandlung. Dazu wurde eine Proteinase K-
Losung (2 mg/ml in 2 x SSC) auf der Membran verteilt, 1 h bei 37 °C inkubiert und mit H,O

bidest. die Zellreste abgewaschen. Die Membran wurde sofort zur Hybridisierung eingesetzt
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oder getrocknet. Die Hybridisierung und Wiederverwendung der Membran erfolgte nach
2.23.2..

2.23.4. Northern—Hybridisierung

Mit Hilfe der RNA-DNA-Hybridisierung wurde Aussage Uber die Induktion von Transkripten
in Pseudonocardia sp. Stamm K1 und deren Grol3e getroffen.

Transfer der RNA auf Nylonmembran

Die Gesamt—RNA wurde in einem denaturierenden Agarosegel nach 2.15.3. aufgetrennt.
Nach Elektrophorese wurde das Gel 30 min in 20 x SSC aquilibriert. Die Nylonmembran
(Porablot NY amp, Macherey—Nagel, Diren) wurde vorbereitet, indem sie 20 min in H,O
bidest. und 10 min in 20 x SSC geschwenkt wurde. Das Blotten der RNA auf die Nylon
membran erfolgte mit Hilfe des Vakuumblotgerates (Appligene—Oncor, Heidelberg) fir 3 h
bei 60 mbar. Die RNA wurde anschlieRend durch Bestrahlung mit UV-Licht (2 min,
Transilluminator) mit der Membran vernetzt.

Hybridisierung

Zur Hybridisierung wurde High—SDS—Hybridisierungspuffer (7 % [w/v] SDS, 50 % Formamid,
5 x SSC, 2 % [w/v] Blocking—Reagent [Roche, Mannheim], 50 mM Na-Phosphatpuffer;
pH 7,0, 0,1 % [w/v] N—Lauroylsarcosin) verwendet. 20 ml des Hybridisierungspuffers wurden
zur Prahybridisierung (2—3 h, 50 °C) und 20 ml zur Hybridisierung mit Zusatz von markiertem
PCR-Produkt (10 min denaturiert durch Kochen) Uber Nacht bei 50 °C eingesetzt. Die
Membran wurde 2 x 5 min bei RT mit Waschlésung 1 (2 x SSC, 0,1 % [w/v] SDS) und
2 x 15 min bei 68 °C mit Waschlésung 2 (0,5 x SSC, 0,1 % [w/v] SDS) behandelt.

2.23.5. Chemilumineszenz—Nachweis

Der Chemilumineszenz—Nachweis von DNA-Fragmenten und Transkripten erfolgte mit Hilfe
des DIG Luminescent Detection Kits (Roche, Mannheim) nach Anweisung des Herstellers.
Im Nachweisverfahren wurde CDP-Star™ als Substrat fiir die Alkalische Phosphatase
eingesetzt.



35

2.24. RNA-ANALYSE

2.24.1. Primer extension

Das 5' Ende einer mRNA (Transkriptionsstartpunkt) wurde mit Hilfe der primer extension—
Reaktion bestimmt. Dabei synthetisiert die Reverse Transkriptase (Superscript™ I, Gibco
BRL, Eggenstein) nach Anlagerung eines 3' antisense—Primers an die mRNA einen cDNA-
Strang, der komplementar zur mRNA ist. Fur die primer extension-Experimente wurde die
Standardmethode nach SAMBROOK et al. (1989) an den automatischen A.L.F™ DNA-
Sequencer angepaldt (GRORE et al., 1999).

10 pg Gesamt—RNA (DNase | behandelt) aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurde mit
20 pmol fluoreszenzmarkiertem Oligonukleotid—Primer gemischt (Gesamtvolumen 12 pl),
10 min bei 70 °C inkubiert und danach fur 2 min auf Eis gestellt. Zum Ansatz wurden 4 pl
5 x first strand-Puffer, 2 pl 0,1 M DTT und 0,5 pl 20 mM dNTP-L6sung pipettiert. Nach
2 minitiger Inkubation bei 50 °C wurde 1 pl Superscript™ Il (200 U/ul) zugegeben. Die
cDNA-Synthese erfolgte 1 h bei 50 °C. Danach wurde die Reaktion durch Inkubation fur
5 min bei 95 °C abgestoppt. Zur Konzentrierung der synthetisierten cDNA wurde der Ansatz
in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac. SVC, Savant) bis zu einem Volumen von 4 pl ein-

geengt und 4 pl A.L.F. Stoplosung (2.25.2.) zugegeben.

Die Proben wurden auf einem 7 %igen denaturierenden Sequenziergel des automatisierten
A.L.LF.™ DNA-Sequencer analysiert (2.25.3.). Die Auswertung der primer extension—
Reaktion erfolgte durch Zuordnung der Retentionszeit eines entstandenen Peaks zu der
Base gleicher Retentionszeit bei einer Sequenzierungsreaktion von DNA mit dem gleichen
Oligonukleotid—Primer (2.25.2.). Als Negativ—Kontolle wurde ein Ansatz mit Gesamt—RNA
von nicht-induzierten Zellen und ein Ansatz ohne Zugabe von Enzym (Abgleich des
Hintergrundes) mitgefuhrt.

2.24.2. Reverse transcription —Polymerase—Ketten—Reaktion (RT-PCR)

Mit Hilfe der RT-PCR wurde das Vorhandensein eines Transkriptes nachgewiesen. Dabei
wurde die mRNA durch die Reverse Transkriptase in ¢cDNA umgeschrieben und durch
anschlieBende PCR als doppelstrangige DNA amplifiziert. Im ersten Schritt (cDNA-
Synthese) wurde 1-2 pg Gesamt—RNA aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 mit 10 pmol
3' antisense—Primer auf ein Volumen von 10 ul mit H,O (DEPC, 2.13.1.) gebracht, dieser

Ansatz bei 70 °C inkubiert und 2 min auf Eis abgekuiihlt. Danach wurden 2 ul 5 x first strand—
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Puffer, 1 pyl 0,1 M DTT und 0,5 pl dNTP-L6sung (20 mM) zugegeben. Nach einer
zweiminiitigen Inkubation bei 50 °C wurde 0,5 pl Superscript™ Il (200 U/ul, Gibco BRL,
Eggenstein) zum Ansatz pipettiert. Die cDNA-Synthese erfolgte fur 1 h bei 50 °C. Danach
schlolR sich die PCR nach 2.22. an, bei der als Template 1-2 pl RT-Ansatz eingesetzt
wurde. In Kontrollreaktionen wurde als Template Gesamt—DNA (Positivkontrolle) eingesetzt
als auch Gesamt—RNA, um so das Vorhandensein von DNA in der RNA—Praparation auszu-
schlieBen (Negativkontrolle).

2.25. DNA—SEQUENZIERUNG

Die DNA-Sequenzierung erfolgte Uber das Kettenabruchverfahren nach SANGER et al.
(1977). Zur Sequenzierung standen zwei Gerate zur Verfigung. Die erhaltenen Sequenz-
daten wurden durch primer walking am ABI-Sequencer 377 ermittelt. Die Sequenzierung am
A.L.F.™_Sequencer (Pharmacia, Freiburg) erfolgte im Falle der primer extension-Versuche.

2.25.1. Sequenzierung am ABI-Sequencer 377

Zur Sequenzierung am ABI-Sequencer 377 wurde der dRhodamine Terminator cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Perkin Elmer, Weiterstadt) eingesetzt. Sequenziert wurden
sowohl Plasmid—DNA als auch PCR-Produkte. In der Regel wurden 0,2 pug DNA pro 1 kb
Fragmentgro3e im Reaktionsansatz eingesetzt. Die verwendeten Primer wurden von Gibco

BRL (Eggenstein) bezogen und sind der Tab. 5 zu entnehmen.

Reaktionsansatz: x ug DNA
8 pmol Primer
4 ul ABI-Sequencing Mix
ad 20 pl HO bidest.

Die Sequenzierung wurde im Mastercycler™personal (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt.

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte in 33 Zyklen.

Reaktionsbedingungen:

Denaturierung: 30 s bei 95 °C
annealing: 30 s bei 47-60°C

(in Abh&ngigkeit von der Schmelztemperatur der Primer)
Extension: 4 min 60 °C

Nach Ablauf des Programms erfolgte eine Ethanolféallung bei RT zur Entfernung der nicht

eingebauten Nukleotide. Dazu wurde der Ansatz mit 2 ul 3 M Na—Acetat; pH 5,2 und 60 pl
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96 %igem Ethanol versetzt und zentrifugiert (20 min, 13.000 Upm). Das Pellet wurde mit
0,5 ml 70 %igem Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet und bis zur Sequenzierung bei
—20 °C gelagert.

2.25.2. Sequenzierung am A.L.F. ™-Sequencer

Die Sequenzierungsreaktion wurde im Mastercycler™personal (Eppendorf, Hamburg) mit
Hilfe des SequiTherm EXCEL™II Long—Read™Premix DNA Sequencing Kit—-ALF™ (Biozym,
Oldendorf) nach Herstellervorschrift durchgefihrt. Fur die Sequenzierung verwendete Primer
wurden am 5 Ende Fluorescin—markiert (5'-Cy5—Markierung, Metabion, Martinsried) und
sind der Tab. 5 zu entnehmen.

2.25.3. Das Sequenzierungsgel

Die Produkte der Sequenzierungsreaktion wurden am A.L.F.™DNA-Sequencer in einem
7 %igen denaturierenden Harnstoff—Polyacrylamid—Gel in 1 x TBE als Laufpuffer (89 mM
Tris, 89 mM Borséaure, 2 mM EDTA; pH 8,0) aufgetrennt.

Gelzusammensetzung: 189¢g Harnstoff, A.L.F. grade (Pharmacia, Freiburg)
5,5 ml Long Ranger Gel solution 50 %
(FMC BioProducts, Rockland, USA)
5,0ml 10 x TBE-Puffer
ad 45 ml H,O bidest.

Die Ldsung wurde durch einen Filter der PorengroRe 0,2 um vakuumfiltriert und entgast.
Nach Zugabe von 225 pl 10 % APS und 22,5 ul TEMED wurde das Gel gegossen. Die

Polymerisation dauerte 1 h.

Vor der Auftragung auf das Gel wurden die Proben 3 min bei 95 °C denaturiert und auf Eis
abgekiihlt.

Laufbedingungen: Vorlaufzeit: 30 min
800V, 45 mA, 30 W, 45 °C
Laufzeit: 600 min
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2.26. AUSWERTUNG DER SEQUENZDATEN

Die Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit den Computerprogrammen Clone
4 (Clone Manager—Version 4.0, Scientific & Educational Software, USA) und Dnasis (Version
V5.00). Sequenzhomologien zu den in den Datenbanken EMBL und SWISS-PROT
enthaltenen DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem vom National Center for
Biotechnology Information’s (NCBI) bereitgestellten Programm Basic Logic Alignment
Search Tool (BLAST, ALTSCHUL et al., 1997) ermittelt. Vollstandige Sequenzvergleiche von
Proteinen wurden mit dem Internet—Programm CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994)
durchgefiuhrt. Die Bestimmung von Sequenzmotiven und die Berechnung des theoretischen
Molekulargewichtes und des isoelektrischen Punktes eines Proteins wurden mit den
Programmen DAS (CSERZO et al, 1997), TMHMM1.0 (SONNHAMMER et al., 1998),
SMART (SCHULTZ et al., 1998, SCHULTZ et al., 2000), Compute pl/MW und Scan Prosite

des Expasy Molecular Biology Servers (http://www.expasy.ch) ermittelt.

2.27. BEZUGSQUELLEN

Alle Standardchemikalien stammten, wenn nicht anders angegeben, von Aldrich Chemie
(Steinheim), Sigma Chemie (Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Fluka Chemie (Neu—Ulm)

oder Seva (Heidelberg) und waren vom Reinheitsgrad ,p.a.” oder ,reinst‘. Weiterhin lieferten:
Aldrich Chemie (Steinheim):  Tetrahydrofuran, 1,4-Butandiol

Biometra (Gottingen): Cellulose—Folie

BioRad (Miinchen): TEMED, APS

Biozym Diagnostik GmbH  (Oldenburg): SequiTherm EXEL™ Il Long—Read™ Premix DNA
Sequencing Kit—-ALF™, LMP—Agarose

Fluka Chemie (Neu-Ulm): Cytochrom c¢, Glycerin, DCPIP, FAD, FMN, 4-Hydroxy—

buttersaure
Gerbu (Gaiberg): NADH, NADPH, NAD", NADP*, DTT
Gibco BRL (Eggenstein): Primer fir PCR, RT-PCR und Sequenzierung, Superscript Il

MBI Fermentas (St. Leon-Rot): Restriktionsenzyme, Alkalische Phosphatase aus
Kalberdarm (CIAP), Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder, Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder
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Merck (Darmstadt): Benzonase, EDTA, Ferricyanid, Bromphenolblau

Metabion (Martinsried): Fluorescin—markierte Primer fur primer extension

Millipore (Eschborn): PVDF-Membran, Membranfilterblattchen (Porengréf3e 0,025 pm)
Peglab Biotechnologie (Erlangen):  Elektroporationskiivetten (Elektrodenabstand: 2 mm)
Perkin—Elmer (Weiterstadt): dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit

Pharmacia—LKB (Freiburg): Hydrophobe— und lonenaustauchmaterialien fir die
Saulenchromatographie, HMW—- und LMW-Marker

Promega (Heidelberg): pGEM™ DNA-Marker, pGEM™-T Easy Vektor

Qiagen (Hilden): Plasmid Midi Kit, RNase A; QIAprep Spin Miniprep Kit, RNeasy™ Mini Kit,
QIAquick Gel Extractions Kit, Nylonmembran—Rundfilter,

Roth (Karlsruhe): Acrylamid/Bisacrylamid—Losung, DEPC, Tris—geséttigtes Phenol, NBT,
MOPS, SDS, Proteinase K

Roche (Mannheim): DNase |, DIG—markierte DNA— und RNA-Langenstandards, T4-DNA-
Ligase, Tag DNA Polymerase, DIG High Prime, DIG Oligonucleotide 3"End Labeling Kit,
Blocking—Reagent, DIG Luminescent Detection Kit

Serva (Heidelberg): Agarose fir Standard—Gelektrophorese, Mercaptoethanol, Serva Blau,
BSA, Xylencyanol, EGTA

Sigma (Deisenhofen): PES, Achromobacter Peptidase aus Achromobacter Iyticus,
Lysozym, Phosphodiesterase | aus Crotalus atrox, TSB—Medium, Molekulargewichtsmarker

SDS-7, N-Lauroylsarcosin, Succinatsemialdehyd, Riboflavin.



40

3. ERGEBNISSE

3.1. MESSUNG DER THF—MONOOXYGENASE NACH ZELLAUFSCHLUR

Der von KOHLWEYER et al. (2000) isolierte Stamm Pseudonocardia sp. Stamm K1 ist in der
Lage, auf THF als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen. Die ersten
Untersuchungen zum THF-Abbau wiesen darauf hin, dal3 es sich beim einleitenden Enzym
um eine Monooxygenase handelt, da sowohl in ruhenden als auch in permeabilisierten
Zellen ein THF-abhangiger Sauerstoffverbrauch nachweisbar war. Es wurde jedoch
festgestellt, daf3 nach Aufschlul? der Zellen im erhaltenen RE keine THF—abh&ngige Aktivitat
melbar war (KOHLWEYER, 2000).

Eine Labilitat der Oxygenase—Aktivitdit wurde fir verschiedene Mehrkomponenten—
Monooxygenasen beschrieben (POWLOWSKI und SHINGLER, 1990; MIURA und DALTON,
1995; SPALLEK, 1998; GROSSE et al., 1999) und stellte haufig das Hauptproblem bei der
Proteinreinigung dar. Beispielsweise konnte im RE aus Pseudomonas sp. Stamm CF600
erst nach Optimierung des Zellaufschlusses und Enzymtests die Aktivitat der Phenol—
Hydroxylase verfolgt werden. Es erwies sich als notwendig, den Zellaufschluf3 in MOPS—
Puffer durchzufilhren und im Enzymtest Fe?*—lonen zuzusetzen. Unter Einsatz von
Phosphat—Puffer zum Zellaufschlu? war dagegen keine Monooxygenase—Aktivitat melbar
(POWLOWSKI und SHINGLER, 1990). Da nach KOHLWEYER (2000) die Messung in
Phosphat—Puffer erfolgte, wurde als mdgliche Ursache fur den Aktivitatsverlust die Wahl des
Puffersystems in Betracht gezogen. Weiterhin wurde fur die Aktivitat von Mehrkomponenten—
Monooxygenasen im RE haufig ein stabilisierender Effekt unter Zusatz von Glycerin
beobachtet. Ohne Zusatz von Glycerin im Aufschlupuffer wurden in kurzer Zeit hohe
Aktivitatsverluste verzeichnet (MIURA und DALTON, 1995; SMALL und ENSIGN, 1997).
Ebenfalls wurde eine Sauerstoffempfindlichkeit der THF-Monooxygenase in Betracht
gezogen, da eine solche fir andere Oxygenasen beschrieben wurde (BUNZ und COOK,
1993; NGUYEN et al,, 1998). Der Nachweis des THF—abhangigen Sauerstoffverbrauchs
wurde nach 2.7.3. an der Sauerstoffelektrode durchgefiihrt. Ein THF—abhangiger Sauerstoff-
verbrauch konnte trotz Variationen in den AufschluBbedingungen wie aerober oder
anaerober Zellaufschlu® mittels French—Pressen oder Ultraschall (2.5.), Zusatz von Glycerin
und DTT in verschiedenen AufschluBpuffern nicht verfolgt werden. Ebenfalls fiihrten
verschiedene Konzentrationen von Fe? als auch von THF im Enzymtest zu keinem

Nachweis eines substratabhangigen Sauerstoffverbrauchs im RE. Damit stellte der Verlust
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der Monooxygenase—Aktivitdt mit Aufschlul} der Zellen das Hauptproblem dar, die in
permeabilisierten Zellen mel3bare THF—abhangige Monooxygenase zu reinigen.

3.2. NACHWEIS EINER THF—INDUZIERTEN REDUKTASE

Aus dem dargelegten Grund wurde eine alternative Strategie zur Identifizierung der THF—
Monooxygenase entwickelt. Diese ging davon aus, dall} die THF—Monooxygenase aus

mehreren Komponenten bestehen kbnnte, u.a. aus einer Reduktase—Komponente.

Um eine THF—induzierte Reduktase zu identifizieren, wurde der RE (2.5.) aus THF- und
Succinat—-gewachsenen Zellen durch Chromatographie an Q-Sepharose aufgetrennt. Es
wurde jeweils die gleiche Menge an Protein auf die S&aule aufgetragen. Die einzelnen
Fraktionen wurden auf Reduktaseaktivititen geprift, wobei verschiedene kinstliche
Elektronenakzeptoren eingesetzt wurden (2.7.1.). Die erhaltenen Elutionsprofile der
Reduktaseaktivitaten wurden fir die REs aus THF- und Succinat-gewachsenen Zellen
miteinander verglichen. Setzte man NADH als Elektronendonor und Cytochrom c als
Elektronenakzeptor ein (Abb. 2), so eluierte bei einer KCI-Konzentration von 0,2-0,3 M eine
NADH-Cytochrom c—Reduktaseaktivitdt, die sowohl in THF—Zellen als auch in Succinat—
Zellen vorhanden war (Abb. 2, Peak A). Fur die THF-Zellen konnte eine zweite NADH-
Cytochrom c—Reduktaseaktivitat identifiziert werden, die bei einer KCl-Konzentration von
0,6-0,75 M eluierte (Abb. 2, Peak B). Da diese Aktivitat in Succinat—-gewachsenen Zellen
nicht nachweisbar war, mufdte es sich um ein THF—induziertes Protein handeln. Diese
NADH-Cytochrom c—Reduktase war, im Gegensatz zur uninduzierten Reduktaseaktivitat,
auch ohne Zugabe von Flavin im Enzymtest mit gleicher Aktivitat meRbar. Unter Einsatz von
von NADPH als Elektronendonor und/oder anderen Elektronenakzeptoren (2.7.1.) im
Enzymtest konnte keine THF—induzierte Aktivitdt nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht

dargestellt).
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Abbildung 2:  Elutionsprofil der NADH-Cytochrom c—Reduktaseaktivitdten im RE von THF-
und Succinat-gewachsenen Zellen. (=) RE aus Succinat-gewachsenen Zellen, (4)
RE aus THF—-gewachsenen Zellen.

3.3. REINIGUNG DER NADH—-CYTOCHROM C—REDUKTASE

Die Anreicherung der spezifisch durch THF-induzierten NADH-Cytochrom c—Reduktase-
aktivitat erfolgte in drei aufeinanderfolgenden Chromatographien an Q-Sepharose,
Butylsepharose und Superdex 200 (2.11.). Als Enzymtest diente der in 2.7.1. beschriebene
MeRansatz unter Verwendung von Cytochrom c als Elektronenakzeptor. Das in Tab. 6
gezeigte Anreicherungsschema ist reprasentativ fur eine mehrfach durchgefiihrte

Enzymreinigung, bei der homogenes Enzym erhalten wurde.

Als Ausgangsmaterial fur die Anreicherung der NADH-Cytochrom c—Reduktase dienten 40 g
THF—gewachsene Zellen (2.3.). Nach Aufschlul3 der Zellen mittels French—Pressen (2.5.)
wurde der erhaltene RE (880 mg Protein) an Q—Sepharose chromatographiert, um so eine
vollstandige Trennung der THF-induzierten von der nicht induzierten Reduktaseaktivitat zu
gewabhrleisten (3.2.). Der angegebene Anreicherungsfaktor von 1,7 und die Ausbeute von
20 % beziehen sich auf die im RE vorhandene Gesamtaktivitdt der NADH—Cytochrom c—
Reduktasen, so dafl3 die Werte fur die THF-induzierte Reduktase hoher liegen sollten. Der

Q-Sepharosepool wurde mit (NH,),SO, versetzt (Endkonzentration 1,5 M) und an
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Butylsepharose getrennt (Abb. 3). Die Elution der Proteine erfolgte durch einen linearen
Salzgradienten von 1,5-0 M (NH,4),SO,. Die Reduktaseaktivitat eluierte ab 0,3 M (NH4),SO,4
bis in den anschlieBenden Waschschritt mit 50 mM Tris/HCI; pH 7,5. Nach Vereinigung der
aktiven Fraktionen wurde die Enzymlésung auf 2 ml eingeengt (2.8.) und an Superdex 200
aufgetrennt (Abb. 4). Die aktiven Fraktionen wurden im SDS—Gel auf ihre Reinheit analysiert.
Die NADH-Cytochrom c—Reduktase konnte mittels der beschriebenen Anreicherung bis zur
Homogenitat gereinigt werden. Abb. 5 zeigt das reine Protein nach Trennung durch SDS—
PAGE. Anhand des Molekulargewichtsmarkers konnte im SDS-Gel ein Molekulargewicht

von 46 kDa ermittelt werden.

Tabelle 6: Anreicherungsschema fur die THF—-induzierte NADH-Cytochrom c—Reduktase.

Verfahren Gesamt- Gesamt- spezif. Aus- Anreicherungs-
einheiten protein Aktivitat beute faktor
[U] [mg] [U/mg] (6]
RE 512 880 1,7 100 1
Q-Sepharose 104 35 2,97 20 1,7
Butylsepharose 18 7,6 2,4 3,5 1.4
Superdex 200 9,2 5,6 1,6 18 1

Die NADH—-Cytochrom c—Reduktase erwies sich wahrend der Aufreinigung als sehr instabil,
was ein zlgiges Arbeiten erforderte. Die Instabilitdit des Enzyms machte sich nicht nur
wahrend der Reinigung, sondern auch zwischen den Reinigungsstufen bemerkbar. Es zeigte
sich, dal3 die zwischenzeitliche Lagerung der Proteinldsung bei 4 °C nicht so hohe
Aktivitatsverluste brachte wie das Einfrieren bei —20 °C. Negativ auf die Aktivitat wirkte sich
vor allem ein mehrmaliges Einfrieren und Auftauen aus. Zur langeren Lagerung wurde die
homogene NADH-Cytochrom c—Reduktase in Aliquots bei —20 °C eingefroren und zeigte
sich dann relativ stabil (nach einem Jahr noch 30 % der Aktivitdt). Versuche zur
Stabilisierung der Enzymaktivitdit wurden nicht durchgefuhrt, da das Ziel der Arbeiten
hauptséachlich in der Reinigung der Reduktase zur Bestimmung der N-terminalen Sequenz
bestand. Die Labilitdit der NADH-Cytochrom c—Reduktaseaktivitéat ist aus dem erhaltenen
Anreicherungsfaktor von 1 ersichtlich, der sich jedoch nur unwesentlich erhéht, wenn man
bertcksichtigt, dal3 die initiale Aktivitat der THF—induzierten Reduktase geringer gewesen

sein sollte als in Tab. 6 fir den RE angegeben.
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Abbildung 5: SDS-PAGE der homogenen NADH-Cytochrom c—Reduktase. (1) Marker, (2)

NADH-Cytochrom c—Reduktase.

3.4. CHARAKTERISIERUNG DER NADH—-CYTOCHROM C—REDUKTASE

3.4.1. Bestimmung der N—-terminalen Aminoséauresequenz

Die homogene NADH-Cytochrom c—Reduktase wurde N-terminal ansequenziert (2.12.4.).
Die erhaltene Aminosduresequenz ist in Abb. 6 wiedergegeben. Die 16. Aminoséure konnte
nicht genau zugeordnet werden und ist deshalb mit einem Fragezeichen versehen. Ein
Vergleich der erhaltenen Aminosauresequenz mit Daten der Genbanken ergab, dafl3 diese
eine hohe Homologie zu verschiedenen Reduktase—Komponenten von Mehrkomponenten—
Monooxygenasen aufwies (Abb. 6). Auffallend war, dal3 diese Reduktase—Komponenten alle
zu den loslichen Mehrkomponenten—Monooxygenasen gehéren, die die Katalyse an einem
binuklearen Eisenzentrum durchfiihren. Diese Mehrkomponenten—Monooxygenasen werden
im folgenden als MMOs bezeichnet. Die hochste Homologie (56,7 % ldentitat) bestand zur
Reduktase—Komponente der Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas putida Stamm H
(HERRMANN et al., 1995), die die Hydroxylierung von Phenol zu Catechol katalysiert.
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NADH-Cytochrom c— ?

Reduktase GTF NVRF EPI GEEI ESG EDETI LDAAF RS G
PhIF MTY NVTI EPT GEI IE VE EGQ TIL Q AAL RQ G
DmpP MSY NVTI EPT GEV | EVEDGQ TI LQ AAL RQ G
DsoF MSYQ VTI EPA GTlI 1 QVE EDQ TI LDAAL RQ G
AmoD MT TI NV--Q PFSH EYSCEDG ESL L DG AL RNS

Abbildung 6:  Vergleich der N-terminalen Aminosauresequenz der NADH-Cytochrom c—
Reduktase mit den entsprechenden Sequenzen der Reduktase—Komponente
verschiedener MMOs. PhIF: Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas putida Stamm
H (HERRMANN et al., 1995); DmpP: Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas sp.
Stamm CF600 (NORDLUND et al., 1990); DsoF: Dimethylsulfid-Monooxygenase
aus Acinetobacter sp. Stamm 20B (HORINOUCHI et al., 1997); AmoD: Alken—
Monooxygenase aus Rhodococcus rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI,
1994). Mit Fragezeichen versehen ist das Serin der NADH-Cytochrom c—Reduktase
aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 , das nicht genau bestimmt werden konnte.

Die bestehenden Homologien des N-Terminus der THF-induzierten NADH-Cytochrom c—
Reduktase aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 zu den Reduktasen verschiedener
Mehrkomponenten—Monooxygenasen deuteten darauf hin, da diese Reduktase ebenfalls
eine Komponente einer Mehrkomponenten—Monooxygenase sein kdnnte, die zur Gruppe der
MMOs gehort. Der eindeutige Nachweis sollte durch molekularbiolgische Untersuchungen
erfolgen, indem das Gen der NADH-Cytochrom c—Reduktase und die davon stromaufwarts
und stromabwarts liegenden DNA-Bereiche analysiert wurden. Die Ergebnisse dieser
Arbeiten sind in Kapitel 3.5. beschrieben. Die proteinchemische Reinigung von weiteren
mdaglichen Komponenten einer Monooxygenase war nicht méglich, da keine THF—abhangige
Monooxygenase—Aktivitdt im RE mefbar war und sich fur weitere mogliche Komponenten
einer Mehrkomponenten—Monooxygenase kein individuelles Testsystem anbot.

3.4.2. Bestimmung des Molekulargewichtes

Das Molekulargewicht der NADH-Cytochrom c—Reduktase wurde unter denaturierenden
Bedingungen im SDS—-Gel (Abb. 5) auf 46 kDa bestimmt. Die massenspektrometrische
Analyse ergab eine Grol3e von 40,17 kDa. Mit Hilfe der Gelfiltration an Superdex 200 konnte
anhand einer erstellten Eichkurve ein Molekulargewicht unter nativen Bedingungen von

40 kDa ermittelt werden. Dies wies auf eine monomere Struktur des Enzyms hin.
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Das Molekulargewicht von 40 kDa und die monomere Struktur der NADH—Cytochrom c—
Reduktase stehen in Einklang mit den in der Literatur beschriebenen Eigenschaften der in
Abb. 6 genannten Reduktasen von MMOs.

3.4.3. Kofaktoren der NADH-Cytochrom c—Reduktase

Um Hinweise auf mdgliche Kofaktoren der NADH-Cytochrom c—Reduktase zu erhalten,
wurde ein Absorptionsspektrum des nativen Enzyms im Bereich von 300-600 nm
aufgenommen (Abb. 7). Das Spektrum zeigt Absorptionsmaxima bei 337, 418 und 457 nm
sowie eine Schulter bei 550 nm. Diese spektralen Eigenschaften sind &ahnlich den der
Reduktase—Komponente von anderen MMOs, der Alken—Monooxygenase aus Rhodococcus
rhodochrous B—-276 (Umbenennung von Nocardia corallina B-276) (MIURA und DALTON,
1995), der Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 (POWLOWSKI und
SHINGLER, 1990) und der Methan—Monooxygenase aus Methylococcus capsulatus (Bath)
(COLBY und DALTON, 1978) und aus Methylosinus trichosporium OB3b (FOX et al., 1989).
Fir diese Reduktase—Komponenten wurden als Kofaktoren ein Flavin und ein [2Fe-2S]-
Cluster beschrieben. Das Absorptionsmaximum bei 457 nm der nativen NADH-
Cytochrom c—Reduktase war ein Hinweis auf die Anwesenheit eines Flavins (MIURA und
DALTON, 1995; PESSIONE et al.,1999). In Abb. 7 ist weiterhin das Absorptionsspektrum der
NADH-Cytochrom c—Reduktase nach Denaturierung (10 min Kochen) und anschlieender
Resuspendierung in 1 % SDS gezeigt. Dieses stellt ein Flavin—Spektrum dar, das jedoch zu
kurzeren Wellenlangen verschoben ist. Unter diesen Bedingungen wurde also nur das
[2Fe-2S]-Cluster und nicht der Flavin—Kofaktor abgetrennt. Diese Beobachtung deutete auf
eine kovalente Bindung des Flavin—Kofaktors hin, was in weiteren Versuchen bestatigt
werden konnte. So war es mdglich, das Spektrum des [2Fe—2S]-Clusters darzustellen
(Abb. 7, als Insert), wobei das Spektrum der denaturierten NADH-Cytochrom c—Reduktase,
das — wie schon erwéhnt — zu kurzeren Wellenlangen verschoben war, um den Blaushift
korrigiert wurde. Das resultierende Differenzspektrum von nativem und denaturiertem Enzym
ergab Absorptionsmaxima bei 337, 412, 470 und 535 nm, die charakteristisch fir ein
[2Fe—2S]-Cluster sind (PALMER, 1975).

Zur Bestimmung der Emissions— und Exzitationsmaxima der NADH-Cytochrom c—
Reduktase wurden Fluoreszenzspektren aufgenommen (Abb. 8). Die Aufnahme des
Emissionsspektrums erfolgte bei einer Exzitationswellenlange von 450 nm und zeigte ein
Maximum bei 520 nm. Die Exzitationsmaxima wurden bei einer konstanten Emissions-
wellenlange von 530 nm auf 375 und 449 nm bestimmt. Diese Fluoreszenzeigenschaften
sind typisch fur Flavine (COLBY und DALTON, 1978; NAKAYAMA et al., 2000).
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Abbildung 7:  Absorptionsspektrum der NADH-Cytochrom c—Reduktase. (1) Spektrum der

nativen NADH-Cytochrom c—Reduktase; (2) Spektrum der NADH-Cytochrom c—
Reduktase nach 10 min Kochen und anschlieRender Resuspension in 1 % SDS;
Insert: Differenzspektrum von nativem und denaturiertem Enzym. Das Spektrum des
denaturierten Enzyms wurde um den Blaushift korrigiert.

__ 100 80
~ | [
£ 80 GE) 60-
m N
3 60 o
S S 40
L 40 i
Q o)
= > |
% 207 E 20
i i

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0

300 350 400 450 500 550 600 300 350 400 450 500
Emissionswellenlange [nm] Exzitationswellenlange [nm]

Abbildung 8:  Emissions— und Exzitationsspektrum der NADH—Cytochrom c—Reduktase.

Da das UV/VIS-Spektrum der NADH—-Cytochrom c—Reduktase auf das Vorhandensein eines
[2Fe-2S]-Clusters und eines Flavins deutete, wurde eine Eisen— und Flavinbestimmung
durchgefiihrt. Die Eisenbestimmung erfolgte nach 2.12.2.. Als Referenzproteinldsung wurde
Cytochrom c (1 mol Fe/mol Protein) in gleicher Molaritat (0,925 uM) und im gleichen Puffer

eingesetzt. Es zeigte sich, dald der Eisengehalt der NADH-Cytochrom c—Reduktase dem
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des Referenzproteins entsprach, das hei3t 1 mol Fe/mol Enzym. Dieser Wert spiegelt die
Labilitat des [2Fe—2S]—Clusters wieder, die ein Grund fur den Aktivitatsverlust der NADH—
Cytochrom c—Reduktase wahrend der Proteinreinigung sein kann. Wahrend der
Anreicherung wurden auch Enzympréaparationen mit homogenem Protein erhalten, die keine
Aktivitat besaf3en und ihr [2Fe—2S]—Cluster vollstandig verloren hatten. Das Spektrum dieser

Enzympréaparationen entsprach dem eines Flavins mit Maxima bei 384 nm und 452 nm.

Die Tatsache, dald sich das Flavin unter denaturierenden Bedingungen nicht vom Protein
trennen lie3, war ein klarer Hinweis darauf, dal3 es kovalent gebunden ist. Eine kovalente
Bindung des Flavins in der Reduktase—Komponente einer Monooxygenase wurde bisher in
der Literatur nicht beschrieben (COLBY und DALTON, 1978; POWLOWSKI und SHINGLER,
1990; MEWIES et al., 1998; PESSIONE et al.,, 1999). Eine weitere Charakterisierung des

Flavins und dessen Bindung an das Enzym ist im folgenden Kapitel 3.4.4. beschrieben.

3.4.4. Untersuchungen zum kovalent—gebundenen Flavin der NADH-Cytochrom c—

Reduktase

Neben den dargestellten Ergebnissen deuteten auch enzymatische Untersuchungen auf eine
kovalente Bindung des Flavins hin, da der Zusatz von Flavin im Enzymtest keinen Einfluf3
auf die Aktivitat hatte. Eine Quantifizierung des Flavins (2.12.3.) bestétigte, dal3 in jeder
Enzympréaparation konstant 1 mol Flavin/mol Reduktase gebunden war und somit kein
Verlust des Flavin—Kofaktors wahrend der Aufreinung zu verzeichnen war, ganz im

Gegensatz zum Fe/S—Cluster (s.0.).

Zum Nachweis der kovalenten Bindung des Flavin—Kofaktors wurde unter anderem die
klassische Methode der Trichloressigsaure—Fallung angewendet (SINGER und McINTIRE,
1984). Es zeigte sich, dal3 auch durch Behandlung des Enzyms mit Trichloressigsaure und
durch anschlieRendes Kochen keine Abtrennung des Flavins vom Protein bewirkt werden
konnte. Damit wurde eindeutig gezeigt, dal} der Flavin—Kofaktor kovalent gebunden ist.
Zusétzlich wurde die kovalente Bindung unter denaturierenden Bedingungen im SDS—Gel
analysiert. Nach SDS—-PAGE des homogenen Enzyms wurde das erhaltene Gel bei einer
Exzitationswellenlange von 473 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm auf
Fluoreszenz gescannt (2.12.3.). Eine Exzitationswellenldnge von 473 nm muflte gewahlt
werden, da das verfligbare Gerat keine Anregung im naheren Bereich um das
Exzitationsmaximum von 449 nm zulie3. Laut Exzitationsspektrum (Abb. 8) sollte jedoch eine
Anregung bei 473 nm ausreichen, um eine Fluoreszenz nachzuweisen. In Abb. 9 B ist die

erhaltene Fluoreszenz nach Auftrennung der NADH—Cytochrom c—Reduktase im SDS-Gel
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wiedergegeben. Die NADH—Cytochrom c—Reduktase ist deutlich als fluoreszierende Bande
sichtbar. Zum Vergleich ist in Abb. 9 A das gleiche Gel nach Anfarbung mit Coomassie Blue
gezeigt. Der aufgetragene Proteinmarker diente neben der Funktion als GroRRenstandard
auch als Kontrolle fir die Spezifitat des Fluoreszenzsignales. Die Fluoreszenz der NADH—
Cytochrom c—Reduktase nach Auftrennung im SDS-Gel bestéatigte die kovalente Bindung
des Flavins an das Protein.

66- —

45- L —
36-

29- —

24-

20- =

Abbildung 9:  Nachweis des kovalent—gebundenen Flavins der NADH-Cytochrom c—
Reduktase nach SDS-PAGE . (1) Marker, (2) NADH-Cytochrom c—Reduktase; A
Gel mit Coomassie Blue gefarbt, B zur Fluoreszenz angeregtes SDS-Gel.

In weiteren Untersuchungen wurde die Art des Flavins und seine Bindung an das Enzym
charakterisiert. Die Bestimmung der Art des Flavins wurde mit Hilfe von Fluoreszenz-
messungen bei einer Exzitationswellenldnge von 445 nm und einer Emissionswellenléange
von 520 nm durchgefiihrt (2.12.3.). Als Referenzlésungen wurden FAD, FMN und Riboflavin
gleicher Molaritat eingesetzt. Fir die NADH-Cytochrom c—Reduktase wurde eine relative
Fluoreszenz bestimmt, die dem Wert des FAD’s entspricht. FMN und Riboflavin zeigten
dagegen eine 3-fach hohere Fluoreszenz. Nach Phosphodiesterase—-Behandlung der
NADH-Cytochrom c—Reduktase und FAD erhdhte sich auch deren relative Fluoreszenz auf
den Wert von FMN und Riboflavin. Dieses Ergebnis zeigte, da? das Flavin der NADH-
Cytochrom c—Reduktase als FAD vorliegt, welches durch Spaltung der Phosphodiester—

Bindung zu FMN umgesetzt wird, was dann eine Erhéhung der Fluoreszenz auf das FMN-—
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Level bewirkt. Die NADH-Cytochrom c—Reduktase enthalt somit als Kofaktor ein kovalent—
gebundenes FAD.

Die weiteren Untersuchungen zum kovalent—gebundenen FAD der NADH-Cytochrom c—
Reduktase sollten Aufschlu3 tiber die Art der Bindung an das Enzym geben. Bisher wurde
eine kovalente Bindung an die Aminosaure—Reste Histidin, Cystein, Tyrosin (MEWIES et al.,
1998) und Threonin (NAKAYAMA et al., 2000) beschrieben. Beziiglich des Flavins wurden
zwei Positionen des Isoalloxazinringes beschrieben, tber die eine Bindung am Aminosaure—
Rest erfolgen kann. Man unterscheidet deshalb 8a—substituiertes Flavin (His[N;]-8a—Flavin,
His[Ns]-8a—Flavin, Cys[S]-8a—Flavin, Tyr[O]-8a—Flavin) und 6o0-substituiertes Favin
(Cys[S]-6a—Flavin). Ein Cys(S)-6a—Flavin kann schon aufgrund seines ungewdhnlichen
UV/VIS-Spektrums identifiziert werden (SINGER und EDMONDSON, 1980). In Abb. 10 ist
das Absorptionsspektrum der NADH-Cytochrom c—Reduktase (ohne [2Fe—-2S]—Cluster)
unter nativen Bedingungen und mit Zusatz von SDS dargestellt. Die native NADH-
Cytochrom c—Reduktase (ohne [2Fe—2S]-Cluster) zeigt ein typisches Flavinspektrum fur
8a—substituierte Flavine mit zwei Absorptionsmaxima (384 nm und 452 nm). Fiur ein
Cys(S)-60—Flavin erwartet man dagegen nur ein Absorptionsmaximum bei 437 nm
(DECKER und BRANDSCH, 1997). Mit Zugabe von SDS wurde eine spektrale Verschiebung
der Absorptionsmaxima zu kirzeren Wellenlangen beobachtet (Abb. 10). Diese
hypsochrome Verschiebung der Absorptionsmaxima ist charakteristisch fur 8 a—substituierte
Flavine (EDMONDSON et al.,, 1978). Kontrollanséatze mit freiem Flavin zeigten keine
Blauverschiebung der Absorptionsmaxima unter den gewdahlten Bedingungen. Diese
Ergebnisse lassen den Schlufd zu, dal} die NADH-Cytochrom c—Reduktase ein kovalent—
gebundenes FAD enthélt, welches Uber die 8a—Position des Isoalloxazinringes an das

Protein gebunden ist.

Der Aminosaurerest tiber den das Flavin kovalent mit dem Protein verknUpft ist, kann durch
Peptid—Mapping bestimmt werden (DECKER und BRANDSCH, 1997; NAKAYAMA et al.,
2000). Zur Entsalzung und Entfernung von eventuell vorhandenen Fremdproteinen wurde die
homogene Reduktase—Praparation an einer Reversed phase-Saule chromatographiert. Es
zeigte sich jedoch, daf® das Protein an dem verwendeten Saulenmaterial extem stark band
und nur unter sehr drastischen Bedingungen eluiert werden konnte. Dadurch kam es zu
einem Verlust von 90 % des eingesetzten Proteins. Dieser Effekt kann in erster Linie auf eine
starke Aggregatbildung zurtickgefiihrt werden (RUCKNAGEL, personliche Mitteilung), die
ebenfalls unter nativen Bedingungen im Gradientengel beobachtet wurde. Aus diesem Grund
war es nicht moglich, ein Peptid—Mapping durchzufiihren.
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Abbildung 10: Spektrale Verschiebung des Flavinspektrums nach Zugabe von SDS. --9)

Spektrum der nativen NADH-Cytochrom c—Reduktase (ohne [2Fe-2S]-Cluster),
(—) Spektrum der NADH-Cytochrom c—Reduktase nach Zusatz von 0,5 % [w/V]
SDS.

3.5. KLONIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG DER GENE DER THF—MONOOXYGENASE

3.5.1. Klonierungsstrategie

Der N-Terminus der THF-induzierten NADH-Cytochrom c—Reduktase wies die hdchsten
Identitaten zu Reduktase—Komponenten verschiedener MMOs auf. Dies deutete darauf hin,
dalR die NADH-Cytochrom c—Reduktase eine Komponente einer Mehrkomponenten—
Monooxygenase ist, die durch THF induziert wird. Um Informationen Uber weitere
Komponenten dieser Monooxygenase zu erhalten, wurde zunachst das Gen der Reduktase
und anschlieRend die stromaufwarts und stromabwaérts lokalisierten Regionen analysiert.
Den Ausgangspunkt stellte der N—Terminus der NADH-Cytochrom c—Reduktase dar, aus
dem ein degeneriertes Oligonukleotid abgeleitet wurde. Dieses sollte als Primer fur die PCR
eingesetzt werden, um so ein spezifisches DNA-Fragment zu amplifizieren. Dazu war es
zunéchst erforderlich, eine Plasmid—Genbank der Gesamt—-DNA aus Pseudonocardia sp.
Stamm K1 herzustellen, um so einen zweiten, plasmidkodierten Primer zur Amplifikation zur

Verfligung zu haben.
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3.5.2. Erstellen einer Plasmid— Genbank von  Pseudonocardia sp. Stamm K1

Zur Herstellung der vollstandigen Genbank aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurde
Gesamt—DNA mit dem Restriktionsenzym Sau3A partiell verdaut, so dall DNA-Fragmente
von 3,0-4,5 kb erhalten wurden. Die DNA-Fragmente dieses GroRRenbereiches wurden
gereinigt und in den BamHI| gespalteten, dephosphorylierten Vektor pUC18 ligiert. Nach
Transformation des Ligationsansatzes in E. coli XL1-Blue und Selektion der rekombinanten
Klone mit Hilfe des X—Gal-Tests wurden 50 Platten mit jeweils 96 Klonen angelegt. Nach
Wachstum der Zellen wurde das Koloniematerial jeder Platte separat mit NB—Medium
abgeschwemmt und zur Plasmid—Isolierung nach 2.14.2.2. eingesetzt. Die erhaltene Sau3A-
Genbank bestand somit aus 50 Plasmid—Poolen. Zur Uberprifung der GroRe der Plasmid—
Inserts wurde von 20 Klonen das Plasmid isoliert und durch Restriktionsverdau linearisiert.

Es konnte eine durchschnittliche Insertgréf3e von 4 kb ermittelt werden.

3.5.3. Identifizierung und Isolierung des fiir die NADH-Cytochrom c—Reduktase

kodierenden Gens

Aus dem N-Terminus der NADH-Cytochrom c—Reduktase wurde der degenerierte Primer
THFO1 abgeleitet (Abb. 11). Dazu wurde die Sequenz in die moglichen mRNAs
umgeschrieben und ein Bereich von Aminosauren ausgewahlt, der eine geringe Anzahl an
moglichen Codons besal3. In dem abgeleiteten Primer wurde die dritte Position des Codons

~.gewobbelt* bzw. mit Desoxyinosin (1) besetzt. Fir die Aminosaure Serin wurde aufgrund der

~codon usage" von Streptomyceten das Triplett TCI verwendet.

Position 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Aminosauresequenz Glu Glu lle Glu Ser Gly Glu Asp Glu Thr
MRNA GAA GAA AUU GAA UCU GGU GAA GAU GAA Acu
G G C G C C G C G C
A A A A
G G G

AGU

G
Primer THFO1 5 GAR GAR ATH GAR TCI GGI GAR GAY GAR A&

Abbildung 11: Ableitung eines degenerierten Oligonukleotids aus der N-terminalen
Aminosauresequenz der NADH-Cytochrom c—Reduktase. Der Einsatz von
Desoxyinosin ist mit I, von A+G mit R, von T+C mit Y und von T+C+A mit H
gekennzeichnet.
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Zur Amplifikation eines spezifischen DNA—-Fragmentes aus der Sau3A—-Genbank wurde das
Oligonukleotid—-Gemisch und jeweils ein plasmidkodierter Primer (Primer upr bzw. rpr,
Tab. 5) zur PCR eingesetzt. Als Template—DNA diente der Gesamt—Plasmid—Pool (alle
50 Plasmid—Poole vereinigt). Mit der Kombination der Primer THFO1 und dem plasmid-
kodierten upr konnte ein DNA-Fragment THFOl1-upr mit einer Grol3e von etwa 1,4 kb
erhalten werden. Dieses wurde in den pGEM™-T Easy Vektor ligiert, das Plasmid in E. coli
XL1-Blue transformiert und das Plasmid—Insert sequenziert. Durch den Vergleich der
erhaltenen Sequenz mit Datenbanken zeigte sich, dal3 das amplifizierte PCR—Fragment die
vollstdndige NADH-Cytochrom c—Reduktase sowie den N-Terminus einer weiteren
Komponente von MMOs, der 3—Untereinheit der Oxygenase kodierte. Da die 3—Untereinheit
nicht vollstandig auf dem PCR-Produkt kodiert war, stand fest, daf3 eine Anschlu3sequenz
notwendig war. Aus diesem Grund wurde aus der Nukleinsduresequenz der —Untereinheit
ein Primer THFO2 (Tab. 5) abgeleitet. Mittels PCR unter Verwendung des Gesamt—Plasmid-
Pooles und der Primer THFO2 und rpr konnte ein DNA-Fragment (THFO2—rpr) amplifiziert
werden, das im Agarosegel etwa einer Grof3e von 3,3 kb entsprach. Auch dieses konnte als
spezifisch identifiziert werden, da sich nach Sequenzanalyse zeigte, dafl} dieses fir den
fehlenden Teil der B-Untereinheit kodierte. Die weitere Sequenzierung des PCR-
Fragmentes mit dem Primer rpr ergab eine Sequenz, die nach Datenbankanalyse
signifikante Homologien zu verschiedenen Aldehyd-Dehydrogenasen aufwies, d.h., das
entsprechende Gen gehort nicht mehr zur Monooxygenase. Das Screenen der Genbank
nach den entsprechenden Plasmiden, die die beschriebenen PCR-Fragmente ergaben,
erfolgte mittels PCR und Koloniehybridisierung (Sonde: Primer THF02 DIG—markiert). Die
isolierten Plasmide wurden mit pBT53 (Plasmid—Insert: 4054 bp) und pBT50 (Plasmid—Insert:
4259 bp) bezeichnet. Eine Kartierung der erhaltenen PCR—-Produkte (ohne vektorkodierten
Bereich), der Plasmid—Inserts und die Position der zur PCR eingesetzten Primer ist in
Abb. 12 dargestellt.
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3.5.4. Identifizierung der fir die THF-induzierte Monooxygenase kodierenden
Strukturgene thmADBC

Die in den Plasmiden pBT53 und pBT50 enthaltene DNA aus Pseudonocardia sp. Stamm K1
wurden mittels ,primer walking* unter Verwendung der in Tab. 5 angegebenen Primer
sequenziert. Die Absicherung der Sequenzdaten erfolgte durch mehrfache Sequenzierung
der komplementdren DNA-Strdnge. Nach Sequenzierung und Analyse der Inserts der
Plasmide pBT53 und pBT50 konnten vier offene Leserahmen (ORFs) nachgewiesen werden,
deren abgeleitete Aminosauresequenzen signifikante Homologien zu verschiedenen
Komponenten von MMOs zeigten, zur a— und B—Untereinheit der Oxygenase, zur Reduktase
und zum Kopplungsprotein. Die den ORFs entsprechenden Gene wurden mit thmADBC
bezeichnet. Die Anordnung der Gene und deren Lokalisation auf den Plasmid—Inserts sind
schematisch in Abb. 12 dargestellt. Die erhaltene DNA-Sequenz der thm-Gene und die
daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen sind in Abb. A, Anhang wiedergegeben. Die
Identitaten und Ahnlichkeiten von ThmADBC zu den Komponenten von MMOs sind in Tab. 7
zusammengefafdt. Die hochsten Sequenzidentitdten bestehen zu den Komponenten der
Alken—Monooxygenase aus Rhodococcus rhodochrous B-276, die ebenfalls durch vier Gene
kodiert ist (SAEKI und FURUHASHI, 1994).

thmA orfX thmD thmB thmcC

a-UE > Reduktase> B-UE >E>

PrimerTHFO1—

THFO1-upr —_
pBT53
PrimerTHF02 —»
THFO2-rpr I i
pBT50

Abbildung 121: Anordnung der Strukturgene thmADBC und deren Lokalisation auf den PCR—
Produkten THFO1-upr, THFO2—rpr (ohne vektorkodierten Bereich) und auf den
Plasmid-Inserts pBT53, pBT50 sowie die Position der abgeleiteten Primer
THFO1 und Primer THFO2.
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Tabelle 7: Homologien der aus thmADBC abgeleiteten Aminoséduresequenzen zu den

Komponenten von MMOs. Amo: Alken—Monooxygenase aus Rhodococcus
rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994); Dmp: Phenol-Hydroxylase
aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 (NORDLUND et al., 1990); Mmo: Methan—
Monooxygenase aus Methylococcus capsulatus (Bath) (STAINTHORPE et al.,

1990); (-) keine signifikante Homologie.

Mehrkomponenten— Identitat / Ahnlichkeit [%)]
Monooxygenase
ThmA ThmB ThmC ThmD
Amo ABCD 34/53 (C) | 28/49 (A) 21/42 (B) | 37/53 (D)
Dmp KLMNOP 24/41 (N) | 26/42 (L) - 33/52 (P)
Mmo XYBZC 30/48 (X) | 27/44 (Y) - 34/53 (C)

ThmA besteht aus 1638 Nukleotiden (Position: 2235-3872 bp in Abb. A, Anhang), und ThmA

zeigte die hochsten Homologien zur oa-Untereinheit der Oxygenase—Komponente
verschiedener MMOs. Stromaufwarts des Translationsstartcodons ATG wurde als mdgliche
Ribosomenbindestelle AAGG identifiziert (SHINE und DALGARNO, 1974). Als weiterer
maoglicher Translationsstartpunkt wurde das 12 bp stromabwarts gelegene ATG—Codon in
Betracht gezogen, wurde spéter jedoch ausgeschlossen, da stromaufwarts dieses Codons
keine purinreiche Sequenz als mogliche Ribosomenbindestelle vorlag. Eine Homologie zur
Konsensus—Sequenz eines bekannten Promotors war aus der DNA-Sequenz stromaufwarts
von thmA nicht ersichtlich. Das Gen thmB umfal3t 1041 Nukleotide (Position: 5108-6148 bp
in Abb. A, Anhang) und dessen abgeleitete Aminosduresequenz zeigte Homologien zur
B—Untereinheit von verschiedenen MMOs. Die Nukleinsduresequenz AGGAG stromaufwarts
des Translationsstartpunktes kdnnte eine putative Ribosomenbindestelle darstellen. Das
Stopcodon von thmB TGA Uberlappt mit dem Startcodon ATG von thmC. ThmC ist ein ORF
aus 354 Nukleotiden (Position: 6148-6501 bp in Abb. A, Anhang), dessen abgeleitete
Aminosauresequenz eine 21 %ige Identitat und 42 %ige Ahnlichkeit zum Kopplungsprotein
der Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276 aufweist (SAEKI und FURUHASHI,
1994). Als mogliche Ribosomenbindestelle kdnnte die Sequenz GAGG fungieren. ThmD ist
das fur die NADH-Cytochrom c—Reduktase kodierende Gen (Position: 3995-5077 bp in
Abb. A, Anhang). Vor dem Startcodon von thmD findet man als mdgliche Ribosomen-
bindestelle die Sequenz GAAGG. Die vom Gen thmD kodierte Aminosauresequenz
entspricht am N-Terminus der zuvor mittels Edman—Abbau erhaltenen Aminosauresequenz
der NADH—Cytochrom c—Reduktase. Der Vergleich zeigte weiterhin, daf3 die native NADH—

Cytochrom c—Reduktase am N-Terminus kein Methionin aufwies, was auf eine



57

posttranslationale Modifikation deutet. Stromaufwérts der Reduktase—Komponente wurde ein
weiterer moglicher offener Leserahmen orfX identifiziert. Dieser umfaldt 132 Nukleotide
(Position: 3882-4013 bp in Abb. A, Anhang), und OrfX zeigte keine Homologie zu einem
bekannten Protein. Eine mdgliche Ribosomenbindestelle stromaufwérts von orfX konnte
auch durch Vergleich mit den fiir Streptomyceten beschriebenen Shine—Dalgarno—
Sequenzen (STROHL, 1992) nicht zugeordnet werden. Im Gencluster der Methan—
Monooxygenase aus Methylococcus capsulatus (Bath) (STAINTHORPE et al., 1990) und
aus Methylosinus trichosporium OB3b (CARDY et al., 1991b) befindet sich ebenfalls ein

kleiner ORF stromaufwarts der Reduktase, dem man bisher keine Funktion zuordnen konnte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf} das fur die THF—induzierte NADH-
Cytochrom c—Reduktase kodierende Gen thmD zwischen ORFs lokalisiert ist, deren
abgeleitete Aminosauresequenzen signifikante Homologien zu verschiedenen Komponenten
von MMOs aufweisen. Es sollte sich somit bei den durch die Gene thmADBC kodierenden
Proteinen um die Komponenten einer THF-induzierten Monooxygenase handeln. Dies

konnte durch Transkriptionsanalyse der Gene bestéatigt werden (3.6.1.).

3.5.5. Charakterisierung der Komponenten der THF—Monooxygenase

Die Komponenten ThmADBC der THF-Monooxygenase wurden anhand ihrer
Aminosauresequenz charakterisiert. ThmA ist das Strukturgen der o-Untereinheit der
Oxygenase und aus der abgeleiteten Aminosauresequenz ergibt sich ein theoretisches
Molekulargewicht von 62,5 kDa und einen isoelektrischen Punkt von 5,84. Durch Vergleiche
mit Datenbanken konnten zwei identische, hoch konservierte Motive EXs 32DEXRH
identifiziert werden. Diese sind charakteristisch fur die loslichen Mehrkomponenten—
Monooxygenasen, bei denen die Sauerstoffbindung und Substrathydroxylierung an einem
binuklearen Fe—O—Fe Eisenzentrum stattfindet (ERICSON et al., 1988; FOX et al., 1988;
LIPSCOMB, 1994). Die Fixierung jedes Eisenatoms im aktiven Zentrum der Monooxygenase
erfolgt Uber konservierte Aminosauren, was sich im zweimaligen Auftreten des Sequenz-
motives EXs_3)DEXRH ausdriickt. Abb. 13 zeigt einen Vergleich der a—Untereinheiten von

verschiedenen MMOs.

Die Funktion von ThmB als p-Untereinheit der Oxygenase wurde anhand seiner
Sequenzhomologien zu den entsprechenden Proteinen verschiedener MMOs postuliert. Das
theoretische Molekulargewicht dieser Komponente liegt bei 39,3 kDa und der isoelektrische
Punkt bei 4,81.
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Abbildung 132: Vergleich der vollstandigen Aminoséuresequenz von ThmA mit der Sequenz

der a-Untereinheit von verschiedenen MMOs.  AmoC: Alken—Monooxygenase
aus R. rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994), DmpN: Phenol-
Hydroxylase aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 (NORDLUND et al., 1990),
MmoX: Methan—Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) (STAINTHORPE et al.,
1990). Identische Aminosauren sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet,
konservierte Substitutionen durch Doppelpunkt (: ), semi—konservierte durch Punkt
(.), eingefigte Lucken durch (-). Die konsevierten Aminosaure—Reste des Sequenz-
motivs des binuklearen Eisenzentrums EXgg 32DEXRHX91.94)EX(28-37DEXRH sind
grau unterlegt. Der Sequenzvergleich wurde unter Verwendung des Programms
CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) erstellt.

Fir die abgeleitete Aminoséauresequenz der Reduktase—Komponente (ThmD) wurden drei
konservierte Motive, die Hinweise auf mogliche Kofaktoren geben, identifiziert. Abb. 14 zeigt
einen Vergleich der Aminosauresequenz der Reduktase—Komponenten von MMOs und
deren konservierten Sequenzmotive. In der N-terminalen Region findet man vier
konservierte Cysteinreste CXXXXCXXCXs0-32C, die fur die Bildung eines [2Fe—-2S]-Clusters
vom Chloroplasten—Typ Ferredoxin verantwortlich sind (OTAKA und OOI, 1989). Zwei
weitere Regionen der Reduktase zeigen Homologien zur Binderegion des Flavin—
Isoalloxazinringes (RXXS) und zur Binderegion der NAD(P)-Ribose (HARAYAMA et al.,
1991; NEIDLE et al, 1991). Die Analyse der Aminosdauresequenz der Reduktase—
Komponente ThmD auf konservierte Bindemotive fir Kofaktoren steht im Einklang mit den
bestimmten Kofaktoren der NADH-Cytochrom c—Reduktase (3.4.3.). Berechnet man aus der
Aminosauresequenz den theoretischen Wert fir das Molekulargewicht und fur den
isoelektrischen Punkt der Reduktase, so erhélt man einen Wert von 39,85 kDa und 4,44. Ein
Vergleich des berechneten Molekulargewichtes, das aufgrund der posttranslationalen
Abspaltung des Methionins (3.5.4.) auf 39,7 kDa korrigiert werden muf3, mit dem
massenspektrometrischen Wert von 40.17 kDa (3.4.2.) ergibt eine Differenz von 470 Da.
Dieser Wert kénnte im Zusammenhang mit dem kovalent—gebundenen Flavin (3.4.4.) stehen
und wirde etwa einem FMN (M, 456,4 g/mol) entsprechen. Der Flavin—Kofaktor der
Reduktase wurde jedoch auf ein FAD (M, 785,6 g/mol) bestimmt. Aufgrund dessen ist davon
auszugehen, dalR die kovalente Bindung des Flavin—Isoalloxazinringes wahrend der
massenspektrometrischen Analyse nicht beeinflul3t wurde, das FAD aber fragmentiert wurde.

Die Funktion von ThmC als Kopplungsprotein der THF—-Monooxygenase konnte aufgrund
seiner Homologie zum Kopplungsprotein der Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous
B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994) postuliert werden. Dieses Protein spielt eine Rolle
bei der Effizienz der Katalyse und besitzt keine Kofaktoren. Das theoretische

Molekulargewicht wurde auf 12,5 kDa, der isoelektrische Punkt auf 4,06 berechnet.
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Abbildung 14: Vergleich der vollstandigen Aminoséuresequenz von ThmD mit der Sequenz

der Reduktase—Komponente von verschiedenen MMOs. AmoD: Alken—
Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994),
DmpP: Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 (NORDLUND et
al, 1990), MmoC: Methan—-Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath)
(STAINTHORPE et al., 1990). Identische Aminosauren sind durch einen Stern (*)
gekennzeichnet, konservierte Substitutionen durch Doppelpunkt (:), semi—
konservierte durch Punkt (.), eingefugte Licken durch (). Die vier konservierten
Cysteinreste fur die Bildung des [2Fe—2S]-Clusters, das RXXS—Motiv fir die
Bindung des Flavin—Isoalloxazinringes und die Glycinreste fur die Bindung der
NAD(P)-Ribose sind grau unterlegt. Der Sequenzvergleich wurde unter Verwendung
des Programms CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) erstellt.
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3.5.6. Bestimmung der Kopienzahl der thm—-Gene in Pseudonocardia sp. Stamm K1

Bevor weitere Untersuchungen zu den thm-Genen durchgefuhrt wurden, sollte zunachst
deren Kopienzahl in der Gesamt—DNA bestimmt werden. Dazu wurde Gesamt—DNA mit
verschiedenen Restriktionsenzymen vollstandig verdaut (2.17.) und anschlieRend mit Gen—
spezifischen DIG—markierten Oligoprimern, die keine dieser Schnittstellen trugen,
hybridisiert. In Abb. 15 ist als Beispiel das erhaltene Autoradiogramm nach Hybridisierung
mit dem Primer THF02 (Tab. 5) als Sonde gegen thmB wiedergegeben. Das erhaltene
Autoradiogramm macht deutlich, dal3 fir die einzelnen Restriktionen der Gesamt—DNA nur
eine Bande detektiert werden konnte. Unter Einsatz von Sonden gegen thmA, thmC und
thmD wurde ebenfalls nur jeweils ein DNA—Fragment erhalten. Diese Ergebnisse zeigten,
dal} die thm-Gene in der Gesamt—DNA von Pseudonocardia sp. Stamm K1 nur einmal

vorhanden sind.

M 1 2 3 4
-
-
—
-
- -
Abbildung 15: Southern—Hybridisierungen der Gesamt—-DNA aus Pseudonocardia  sp.

Stamm K1. Die Gesamt—DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Hindlll (1), Notl
(2), Psti (3) und BamHI (4) geschnitten. (M) DIG—markierter DNA-GroR3enstandard
VII. Als Hybridisierungssonde wurde der DIG—markierte Primer THF02 eingesetzt.
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3.6. TRANSKRIPTIONSANALYSE DER thm—GENE

3.6.1. Transkriptnachweis mittels Northern—Hybridisierung

Aufgrund der Tatsache, dal3 die NADH-Cytochrom c—Reduktase in Pseudonocardia sp.
Stamm K1 THF-induziert vorlag, wurde angenommen, daf3 die Expression aller thm-Gene
durch THF induziert wird. Der Nachweis dieser Induktion sollte durch Vergleich der
Transkripte in THF— und Succinat—gewachsenen Zellen erfolgen. Eine Modifikation der unter
2.14.4. beschriebenen RNA—-Préaparation wurde notwendig, da nach Herstellerprotokoll keine
Lyse der Zellen erreicht werden konnte. Durch Erhéhung der Lysozymkonzentration im
Resuspensionspuffer (20 mg/ml statt 3 mg/ml) und Modifikation der Lysozymbehandlung
(30 min bei 37 °C statt 10 min bei RT) konnten die Zellen lysiert und Gesamt—RNA aus
Pseudonocardia sp. Stamm K1 isoliert werden. Die Gesamt—RNA aus THF- und Succinat—
gewachsenen Zellen wurde im denaturierenden Agarosegel aufgetrennt und mit einem DIG—
markierten spezifischen PCR-Produkt hybridisiert, das jeweils homolog zu einem thm-Gen
war. Folgende Sonden wurden eingesetzt: THF19—-THF5 homolog zu thmA, THF16-THF26
homolog zu thmB, THF01-THF03 homolog zu thmD und THF37-THF25 homolog zu thmC
(Tab. 5). In Abb. 16 ist fur jedes thm—Gen ein erhaltener Northern—Blot gezeigt.

thmA thmB thmD thmC
THF Suc THFSuc THFSuc THF Suc
[Kb] sk - . ot [kb]
63— . —6,3
: hd
46- 3 —46
38—
3,3- F -
23S IRNA— - - g
-
1,7 - :
16S rRNA— g o -14

Abbildung 16: Transkriptionsanalyse der thm—Gene. Analyse der Gesamt—RNA aus THF-
gewachsenen Zellen (THF), Analyse der Gesamt—RNA aus Succinat—gewachsenen
Zellen (Suc). Als Hybridisierungssonden wurden die PCR—Produkte THF19-THF5
homolog zu thmA, THF16-THF26 homolog zu thmB, THF01-THF03 homolog zu
thmD und THF37-THF25 homolog zu thmC eingesetzt.
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Aus dem erhaltenen Autoradiogramm geht hervor, dal’ die Transkripte der thm—Gene nur in
der RNA—Préaparation aus THF—gewachsenen Zellen nachweisbar waren, nicht aber aus
Succinat—-gewachsenen Zellen. Ein Verlust des THF-Abbaupotentials durch Anzucht auf
Succinat konnte ausgeschlossen werden, da von KOHLWEYER (2000) gezeigt wurde, dal3
bei Wachstum auf Succinat auch nach mehreren Generationen die Fahigkeit zum Abbau von
THF nicht verloren ging. Weiterhin zeigten die unter 3.7.1. beschriebenen Versuche, daf3 die
fur den THF-Abbau verantwortlichen Gene stabil vererbt werden. Anhand der
Transkriptionsanalyse wurde eindeutig gezeigt, dal? thmADBC THF-induziert transkribiert
werden. Dies belegt die Hypothese, daRR die thm-Gene fir eine THF—induzierte MMO

kodieren.

Um weitere Aussagen Uber das Transkriptionsmuster der thm—Gene treffen zu kénnen,
wurde die GréRRe aller Transkripte bestimmt. Unabhangig von der eingesetzten Sonde
konnten mRNAs von etwa 6,3 kb und 4,6 kb detektiert werden. Dies zeigt, daf die vier thm—
Gene (4265 bp) polycistronisch transkribiert werden und noch ein weiterer Bereich auf dem
6,3 kb Transkript kodiert sein muf3. Die Signale bei etwa 2,8 kb in allen vier Autoradio-
grammen nach Northern—Hybridisierung ist unspezifischer Hintergrund, verursacht durch die
23S rRNA. Die Hybridisierung gegen thmA mit der Sonde THF19-THF5 ergab spezifische
Signale bei etwa 3,8 kb, 3,3 kb und 1,7 kb. Das Hybridisierungssignal bei etwa 1,4 kb im
dargestellten Autoradiogramm mufite dagegen als unspezifisch gewertet werden, da dieses
in weiteren Versuchen und nach gezielter Auftrennung in diesem Grol3enbereich nicht
erhalten wurde. Dieses unspezifische Signal konnte im Zusammenhang mit dem
gleichzeitigen Auftreten der 16S rRNA stehen, die zu einer Verdrangung der Transkripte und
somit zur Streuung des Fluoreszenzsignales fihrt. ThmA (1638 bp) wird monocistronisch
(1,7 kb mRNA) transkribiert. Die Transkripte der GroRe 3,8 kb und 3,3 kb kénnen neben
thmA nur stromaufwarts dieses Gens gelegene Bereiche kodieren, da fir das benachbarte
Gen thmD ein solches Fragment nicht erhalten wurde. Nach Hybridisierung mit der Sonde
THF26-THF16 gegen thmB (1041 bp) und THF37-THF25 gegen thmC (354 bp) wurde ein
Fluoreszenzsignal bei 1,4 kb erhalten. Dieses Ergebnis spricht daftr, da thmB und thmC
bicistronisch transkribiert werden. Fir thmD hybridisierte neben den schon erwahnten
groReren Transkripten keine eigene kleine mRNA. Die Auswertung der Transkripte ist in

Abb. 17 schematisch zusammengefal3t.
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3,3 kbund 3,8 kb

4,6 kb
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Abbildung 17: Nachgewiesene Transkripte der thm-Gene.

3.6.2. Bestimmung der Transkriptionsstartpunkte

Da mit Hilfe von Northern—Hybridisierungen mRNAs nachgewiesenen wurden, deren
Transkriptionsstartpunkte stromaufwarts von thmA und von thmB liegen, sollte mittels
primer extension—Experimenten der Transkriptionsstartpunkt dieser mRNAs genau bestimmt
werden. Als Primer wurden Fluorescein—markierte 3' antisense Primer sowie Gesamt—RNA
aus THF- und Succinat—gewachsenen Zellen eingesetzt. Als Beispiel ist in Abb. 18 die
Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes stromaufwérts von thmB dargestellt. Als Primer

wurde der 3" antisense—Primer Cy5pe3 (Tab. 5) eingesetzt.

Fir die mRNA aus THF—-gewachsenen Zellen wurde ein Peak bei einer Retentionszeit von
116 min : 52 s erhalten, der nicht in der Kontrollreaktion mit mRNA aus Succinat—
gewachsenen Zellen detektierbar war. Anhand der parallel gelaufenen Sequenzierung
konnte das Cytosin, welches sich 41 Nukleotide stromaufwarts des ATG-Startcodons von
thmB befindet, der gleichen Retentionszeit zugeordnet werden. Stromaufwérts von thmA
(Einsatz von Primer Cy5pe2, Tab. 5) wurde der Transkriptionsstartpunkt als ein Adenin
bestimmt, welches 61 Nukleotide vor dem Translationsstartpunkt liegt. Die ermittelten

Transkriptionsstartpunkte wurden durch Mehrfachbestimmungen abgesichert.
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Abbildung 18: Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes stromaufwérts von thmB mittels
primer extension . Im oberen Teil der Abb. ist das erhaltene Fluorogramm der
primer extension-Reaktion mit RNA aus THF- und Succinat—-gewachsenen Zellen
dargestellt, im unteren Teil der Abb. die entspechende Sequenzierungsreaktion. Die
erhaltene DNA-Sequenz ist in 3" » 5" Richtung angegeben.

3.6.3. Putative Promotor— und Terminator—Regionen

Auf der Grundlage der ermittelten Transkriptionsstartpunkte wurde in der stromaufwarts
liegenden DNA—Region nach putativen Promotor—-Sequenzen gesucht. Es konnte jedoch
keine Promotor—Sequenz identifiziert werden, die Ahnlichkeit zur Erkennungssequenz von
bekannten o—Faktoren besaR (STROHL, 1992, WOSTEN, 1998). Aufgrund der Annahme,
dal} die Transkription der thm—Gene durch den gleichen o—Faktor initiiert wird und damit
ahnliche Promotor-Sequenzen vorliegen sollten, wurden die DNA-Sequenzen stromauf-
warts der erhaltenen Transkriptionsstartpunkte miteinander verglichen. Ein entsprechender

Sequenzvergleich ist in Abb. 19 dargestellt.

-40 -30 -20 -10 +1
thmA TGAACCCCGGAAGACGATACCTCGGACTCGATAICCCCGA
thmB ACCICGACGGBCCCBGGACTCTGCCGATTCCGATCTGTATC
Abbildung 19: Vergleich der Promoter—Region stromaufwérts von thmA und thmB . Ildentische

Nukleotide sind fett gedruckt.
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Der Vergleich der Promotor—Region stromaufwarts von thmA und thmB zeigt, daf3 eine
gewisse Ahnlichkeit zwischen den Sequenzen besteht. Die daraus resultierende Konsensus—
Sequenz konnte jedoch auch durch Vergleich mit den fir Streptomyceten beschriebenen
Promotor—Sequenzen (STROHL, 1992), die sich zum Teil gravierend von Erkennungs-
sequenzen bekannter o—Faktoren unterscheiden, keinem bekannten Promotor zugeordnet
werden. Jedoch kann aufgrund der Ahnlichkeit der Promotor—Region stromaufwarts von

thmA und thmB angenommen werden, dal3 diese vom gleichen o—Faktor erkannt werden.

Um Aussagen Uber putative Terminator—Strukturen zu erhalten, wurde die DNA-Sequenz
stromabwarts der Stopcodone der thm—Gene auf palindromische Sequenzen untersucht. Als
magliche Terminationsstruktur findet man 67 bp stromabwarts des TGA-Stopcodons von
thmA eine inverted repeat-Struktur (Position: 3939-3957 bp in Abb. A, Anhang). Die
Ausbildung einer doppelstrangigen, haarnadelfdrmigen Sekundarstruktur wirde einer freien
Energie von —32,7 kJ/mol entsprechen und kénnte somit eine Termination der mRNA-
Synthese bewirken (Abb. 20 A). Diese Haarnadelschleife ist nicht gefolgt von einer Poly—-T—
Sequenz und zeigt damit nicht die typische Struktur einer Rho—unabhé&ngigen Termination
(ROSENBERG und COURT, 1979). Stromabwarts von thmC wurde eine inverted repeat—
Struktur identifiziert (Position: 6612-6649 bp in Abb. A, Anhang), die eine
Terminationsstruktur aus einem GC-reichen Stamm mit einer freien Energie von
—-162,4 kJ/mol ausbilden kdnnte (Abb. 20 B). Diese Struktur ist ebenfalls nicht gefolgt von
einer Poly-T-Sequenz, sondern zeigt Uberlappend noch eine weitere inverted repeat—
Struktur (Position: 6638-6656 bp in Abb. A, Anhang) mit einer freien Energie von
—72,8 kJ/mol. Die hier postulierten Terminationsstrukturen deuten auf einen Abbruch der
RNA-Synthese nach thmA und nach thmC hin. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den

nachgewiesenen Transkripten nach Northern—Hybridisierung (3.6.1.).



67

G—U
A U
G C
A G
c C
6625 - C:G
G:.C
G:.C
C.G
C:G - 6640
c cC 6620 -.G:C
G:C
T C GO
3945 - C.G .
U'A C:G
C:G U:A - 6645
; 6615 - C:G
A:U U-A
G:C - 3955 C:G
3940 - U:A .
. G:C
AU
I\ [\
GGCCUGGCAU CAGAUGAGUG CACCAUCCUU GGGGCCGUGG
A B
Abbildung 20: Postulierte Terminatorstrukturen des thm—Clusters. A Terminatorstruktur nach

thmA mit einer freien Energie von —32,7 kJ/mol, B Terminatorstruktur nach thmC mit
einer freien Energie von —162,4 kJ/mol.

3.7. LOKALISATION DER thm—GENE

3.7.1. Nachweis der Plasmid—Kodierung von  thmADBC

In den folgenden Experimenten wurde untersucht, ob die thm-Gene chromosomal- oder
plasmidkodiert vorliegen. Die Plasmidisolierung aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 erfolgte
nach 2.14.3.1.. Die Modifikationen im Protokoll wurden notwendig, da sich die Zellen nur
sehr schwer lysieren lieBen. Zum Zellaufschlufl? wurde neben Lysozym eine Endopeptidase
aus Achromobacter lyticus zugesetzt, die fur eine effektive Zelllyse von Actinomyceten
beschrieben wurde (SAEKI, 1998; Produktinformation der Firma Wako Chemicals, Neuss).
Die so erhaltene Plasmid—Praparation wurde in einem 0,7 %igen Agarosegel analysiert
(Abb. 21 A). Neben der Plasmid—Praparation wurde Gesamt—DNA und das Plasmid pBT50
aufgetragen. Das Ethidiumbromid—gefarbte Gel zeigt, da fir die Plasmid—Praparation aus

Pseudonocardia sp. Stamm K1 zwei DNA-Banden erhalten wurden.
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Abbildung 21: Nachweis von Plasmiden in Pseudonocardia sp. Stamm K1. A Auftrennung der
Gesamt-DNA aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 (1), der isolierten Plasmid—
Praparation aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 (2) und des Plasmides pBT50 (3) in
einem 0,7 %igen Agarosegel. Erhaltene Autoradiogramme nach Southern—
Hybridisierungen B mit dem PCR-Produkt THFO7-THF25 gerichtet gegen die thm—
Gene und C mit dem PCR-Produkt fD1-rP2 gerichtet gegen die 16S rDNA von
Pseudonocardia sp. Stamm K1.

Zum Nachweis der thm—Gene wurde eine DNA-DNA-Hybridisierung mit dem PCR—Produkt
THFO7-THF25 durchgefiihrt, welches homolog zu einem Bereich der thm—Gene (Position:
5741-6460 bp in Abb. A, Anhang) ist. Zur Kontrolle wurde als Sonde das PCR-Produkt
fD1-rP2 (Tab. 5) verwendet, das gegen die 16S rDNA gerichtet ist und somit zur Detektion
chromosomaler DNA eingesetzt werden kann. Nach Hybridisierung mit der thm-spezifischen
Sonde wurde, wie zu erwarten war, ein Signal fur die Gesamt—DNA-Pré&paration erhalten
(Abb. 21 B). Das Plasmid pBT50 (positive Kontrolle) wurde, so wie es fir zirkulére Plasmide
charakteristisch ist, in drei Plasmid—Konformationen (offene zirkulare, lineare und
superhelikale) detektiert. Die Plasmid—Praparation von Pseudonocardia sp. Stamm K1 zeigte
dagegen ein positives Signal auf Hohe der Geltasche. Fir die Hybridisierung mit der
16S rDNA-Sonde wurde nur ein Signal mit der Gesamt—DNA, aber nicht mit den Plasmid—
Praparationen erhalten (Abb. 21 C). Dieses Ergebnis zeigt, daf’ in der Plasmid—Praparation
aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 keine chromosomale DNA enthalten war. Das
gleichzeitig erhaltene positive Signal mit der thm—spezifischen Sonde liel3 den Schluf? zu,
daR die thm—Gene plasmidkodiert vorliegen. Fir die zweite Bande der Plasmid—Praparation,

die auf Hohe der Gesamt—DNA lief, konnte weder mit der Sonde gegen die thm-Gene noch
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mit der Sonde gegen die 16S rDNA ein Fluoreszenssignal detektiert werden. Dies deutet
darauf hin, daf3 ein zweites Plasmid in Pseudonocardia sp. Stamm K1 vorhanden ist.

Zum Nachweis, dal3 das Fluoreszenzsignal in der Geltasche ein retardiertes Plasmid ist,
wurden mit der erhaltenen Plasmid—Praparation Restriktionen durchgefiihrt und diese
anschlielend mittels Hybridisierung analysiert. In Abb. 22 ist ein Psti-Verdau nach
Auftrennung im Agarosegel dargestellt. Zum Vergleich wurde die nicht geschnittene

Plasmid—Praparation aufgetragen.
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Abbildung 22:  Pstl-Verdau der Plasmid—Praparation aus  Pseudonocardia sp. Stamm K1.
Plasmid—Pré&pration geschnitten mit Pstl (1) und unbehandelt (2), Grolienmarker A—

DNA geschnitten mit Psti (M1) und pGEM™ DNA Marker (M2). Mit Pfeil ist das
erhaltene Hybridisierungssignal mit der thm-spezifischen Sonde THFO7-THF25

gekennzeichnet.

Der Verdau der Plasmid—Préparation mit Pstl flihrte zu einem definierten Restriktionsmuster,
und die in der unbehandelten Probe vorhandene Bande in der Geltasche war nicht mehr
vorhanden. Dieses Ergebnis kann als weiterer Hinweis darauf gesehen werden, dal3 es sich
bei der entsprechenden DNA-Bande um ein Plasmid handeln muf3. Die weitere Analyse
wurde mittels Southern—Hybridisierung durchgefiihrt. Beim Einsatz der thm-spezifischen
Sonde konnte ein Hybridisierungssignal bei etwa 3,8 kb (in Abb. 22 mit Pfeil gekennzeichnet)
erhalten werden. Die GroBe dieses DNA-Fragments steht im Einklang mit dem
Hybridisierungssignal nach  vollstandigem  Psti-Verdau der Gesamt—-DNA aus
Pseudonocardia sp. Stamm K1 (3.5.6.). Mit der 16S rDNA-Sonde wurde kein Signal

erhalten. Die GroRRe des Plasmides wurde durch Bestimmung der GroRe der erhaltenen
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Restriktionsfragmente anhand der mitgefuhrten Gréenmarker und deren Summierung auf
60 kb abgeschatzt, wobei dieser Wert beim Vorhandensein eines zweiten Plasmides
niedriger liegen wirde. Anhand dieser Ergebnisse konnte eindeutig gezeigt werden, daf3 die
thm—-Gene auf einem Plasmid lokalisiert sind. Dieses Plasmid wurde mit pPSK60 bezeichnet.

Da die Fahigkeit zum THF-Abbau nach Anzucht auf Succinat (220 Generationen) nicht
verloren ging (KOHLWEYER, 2000), wirde dies bedeuten, dal kein ,Verlust* des Plasmides
unter diesen Wachstumsbedingungen erfolgt. Diese Tatsache konnte durch den Nachweis

von Plasmid pPSK60 in Succinat—-gewachsenen Zellen bestétigt werden.

3.7.2. Charakterisierung des Plasmides pPSKG60 als zirkulares Plasmid

Im folgenden sollte geklart werden, ob pPSK60 ein zirkulares oder lineares Plasmid ist.
Ausgangspunkt fur die folgenden Versuche war die Beobachtung, dafl3 das Plasmid pPSK60
in einer Standard—Gelelektrophorese nicht in das Gel wanderte, sondern in der Geltasche
verharrte. Da fir lineare Plasmide ein solcher Effekt bekannt war (KALKUS, 1992;
DABROCK, 1993), wurde zunachst davon ausgegangen, daf® es sich um ein lineares
Plasmid handelt. Der Nachweis eines linearen Plasmides sollte mit Hilfe der PFGE (2.15.2.)
erfolgen, bei der die Auftrennung von hochmolekularer, linearer DNA durch sténdigen
Wechsel des elektrischen Feldes bewirkt wird. Zur Isolierung der Plasmid—DNA wurde eine
schonende Methode (2.14.3.3.) eingesetzt, bei der die Plasmid—-DNA aus den in Agarose
eingebetteten Zellen freigesetzt wird und so Scherkrafte vermieden werden. Zusétzlich
wurde die Plasmid—Pré&paration nach 2.14.3.1. zur PFGE eingesetzt. Nach Auswertung der
erhaltenen Gele wurde wiederum festgestellt, daf? auch in der PFGE das Plasmid pPSK60 in
der Auftragetasche des Gels zuriickgehalten wurde. Eine Auftrennung von linearer DNA
wurde nicht beobachtet. Da das Vorhandensein eines linearen Plasmides in
Pseudonocardia sp. Stamm K1 mittels PFGE und Einsatz von Agarose—Blockchen mit
intakter Gesamt—DNA nicht gezeigt werden konnte und fur diese Methode das Zurtckbleiben
von zirkuldren Plasmiden im Agarose—Blockchen beschrieben wurde (KALKUS et al., 1990),
sprachen diese Ergebnisse eher dafir, dal pPSK60 ein zirkulares Plasmid ist. Die fehlende
Mobilitdt des Plasmides im elektrischen Feld der Standard-Gelelektrophorese konnte auf
Verunreinigungen in der Plasmid—Préparation zuruckzufihren sein. Der Einsatz einer
weiteren Methode der Plasmid-Isolierung (2.14.3.2.), die eine Phenol/Chloroform—Extraktion
beinhaltet, fihrte nicht zu einer Veranderung des Laufverhaltens. Erst durch mehrmalige
Extraktion (2.13.4.) der Plasmid—Praparation (2.14.3.1.) wurde eine leichte Bewegung des
Plasmides im Gel erzielt. Eine vollstdndige Aufhebung der Retardierung konnte nicht erreicht

werden. Die Durchfiihrung einer mehrmaligen Phenol/Chloroform—Extraktion war durch die
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geringe Menge an verfugbarer Plasmid—DNA und durch die relativ hohen Verluste bei der
Extraktion limitiert. Ein Verdau der eventuell am Plasmid gebundenen Proteine mit
Proteinase K (in Anlehnung an die Proteinase K-Behandlung, siehe 2.14.3.3.) brachte
keinen positiven Effekt. Diese Versuchsergebnisse zeigen, dald Pseudonocardia sp.
Stamm K1 ein zirkulares Plasmid pPSK60 mit einer Gré3e von < 60 kb besitzt, auf dem die
Gene thmADBC fir die THF—-Monooxygenase kodiert sind. Weiterhin wurde gezeigt, dafd
sehr wahrscheinlich keine linearen Plasmide in Pseudonocardia sp. Stamm K1 vorhanden

sind.

3.8. AUSWERTUNG DER DEN thm—GENEN BENACHBARTEN SEQUENZBEREICHE

3.8.1. Identifizierung und Charakterisierung weiterer offener Leserahmen

Nach der Sequenzierung der Plasmid—Inserts von pBT53 und pBT50 wurden vier ORFs
thmADBC identifiziert (3.5.4.), die die Strukturgene der THF-induzierten MMO (3.6.1.) sind.
Im folgenden sollten die benachbarten Sequenzbereiche der thm-Gene auf das
Vorhandensein weiterer ORFs untersucht werden. Die Analyse ergab, dal3 stromaufwarts
von thmA auf dem Plasmid—Insert von pBT53 ein putatives Protein kodiert ist, dessen
C-Terminus signifikante Ahnlichkeiten zu Aldehyd-Dehydrogenasen (ALDHs) zeigte.
Stromabwarts von thmC wurden zwei als orfQ und orfZ bezeichnete ORFs identifiziert, die
von einem unvollstéandigen ORF gefolgt wurden. Dessen abgeleitete N-terminale Sequenz

besitzt ebenfalls signifikante Homologien zu ALDHSs.

Zur Vervollstandigung der N— bzw. C—terminalen Teilsequenzen der putativen ALDHs wurde
in der Sau3A-Genbank von Pseudonocardia sp. Stamm K1 (3.5.2.)) nach Anschluf3—
sequenzen gesucht. Diese DNA-Sequenzen waren von besonderem Interesse, da im
postulierten THF-Abbauweg (Abb. 1) zwei mdgliche ALDH-Reaktionen (Oxidation von
Succinatsemialdehyd und von 4—Hydroxybutyraldehyd) vorkommen. Es wurde vermutet, daf3
eines oder beide Enzyme in den Abbau von THF involviert sind. Das Durchsuchen der
Genbank nach Anschlusequenzen erfolgte mittels PCR analog 3.5.3.. Zur Amplifikation
wurden die aus der bekannten Sequenz abgeleiteten Primer THF34 bzw. THF35 (Tab. 5) in
Kombination mit den vektorkodierten Primern upr und rpr eingesetzt. Als Template diente der
Gesamt—Plasmid—Pool der Sau3A-Genbank. Mit der Primerkombination THF34—upr wurde
ein spezifisches PCR-Produkt von 1,6 kb erhalten, und die Kombination THF35—rpr ergab
ein spezifisches PCR—Produkt von 0,9 kb. Mittels PCR (THF34 und upr als Primer) und
Koloniehybridisierung (Sonde: Primer THF34 DIG-markiert) wurde das entsprechende
Plasmid der Sau3A—Genbank identifiziert und mit pBT65 bezeichnet. Das 0,9 kb PCR-—



72

Fragment wurde nach Elution aus dem Gel (2.16.) direkt zur Sequenzierung eingesetzt
(2.25.1.)). Nach Sequenzierung des Plasmid—-Inserts von pBT65 und des 0,9 kb PCR-
Fragmentes wurden zwei vollstandige ORFs stromaufwarts von thmA (orfY, thmS) und ein
ORF stromabwarts von orfZ (thmH) identifiziert. Abb. 23 gibt einen schematischen Uberblick
Uber die Anordnung aller identifizierten ORFs sowie deren Lokalisation auf den Plasmid—
Inserts und den erhaltenen PCR—Produkten (ohne vektorkodierten Bereich). Die erhaltene
DNA-Sequenz des 9179 bp Sau3A-Fragmentes und die daraus abgeleiteten Aminoséaure-
sequenzen sind in Abb. A, Anhang wiedergegeben und in der EMBL—Datenbank unter der

Accession Number AJ296087 hinterlegt.

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 [bp]
orfY thmS thmA orfX thmD thmB thmC orfQ orfZ  thmH
THF34-upr < PrimerTHE34 THF35-rpr
—_— —

i —-»>
pBT 65 PrimerTHF35

pBT53

pBT50

Abbildung 23:  Anordnung aller identifizierten ORFs und deren Lokalisation auf den Plasmid—
Inserts (pBT65, pBT53, pBT50) und den amplifizierten PCR—Produkten (THF34—
upr, THF35—-rpr). Die Lokalisation und Orientierung der verwendeten Primer THF34
und THF35 sind mit der Pfeilrichtung gekennzeichnet.

OrfY ist ein offener Leserahmen, der aus 324 bp (Position: 105-428 bp in Abb. A, Anhang)
besteht und 7 bp stromaufwaérts seines ATG-Startcodons eine purinreiche Sequenz GGAGG
als mogliche Ribosomenbindestelle aufweist. Das durch orfY kodierte Protein hat eine GroRRe
von 107 Aminosauren und zeigt Uber einen Bereich von 69 Aminoséauren eine 30 %ige
Identitat und 48 %ige Ahnlichkeit zu einem hypothetischen Protein (Orf4) mit bisher

unbekannter Funktion. Das Gen dieses Proteins ist im Gencluster eines P450—-abhangigen
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Enzyms aus Rhodococcus sp. Stamm NI86/21 (NAGY et al, 1995, Accession Number
P43491) zwischen den Genen des Cytochrom P450 und des Ferredoxins lokalisiert. Flr das
abgeleitete Protein von orfY konnte ein theoretisches Molekulargewicht von 11,78 kDa und

ein isoelektrischer Punkt von 4,43 bestimmt werden.

ThmsS liegt stromaufwarts von thmA und hat eine GroRR3e von 1503 bp (Position: 581-2083 bp
in Abb. A, Anhang). Stromaufwarts des thmS-Startcodons ATG befindet sich im Abstand von
7 bp eine wahrscheinliche Ribosomenbindestelle AGGAG. Das abgeleitete Genprodukt
(500 AS) wirde einem theoretischen Molekulargewicht von 53,47 kDa und einem
isoelektrischen Punkt von 5,15 entsprechen. ThmS zeigte signifikante Homologien zu
prokaryotischen ALDHs, z.B eine 48 %ige Identitdt zur p-Isopropylbenzaldehyd—
Dehydrogenase aus Pseudomonas putida F1 (Accession Number U24215) und eine 47 %ige
Identitdt zur Phenylacetaldehyd—Dehydrogenase aus Pseudomonas fluorescens ST
(Accession Number Z92524), aber auch zu zahlreichen eukaryotischen ALDHs, die
cytosolisch oder mitochondrial lokalisiert sind.

OrfQ ist 62 Nukleotide stromabwérts von thmC lokalisiert und umfafdt 144 bp (Position:
6563-6706 bp in Abb. A, Anhang). Die abgeleitete Aminosauresequenz wies keine
Ubereinstimmung mit den in Datenbanken erfalBten Proteinen auf. Eine mogliche
Ribosomenbindestelle stromaufwarts des postulierten Startcodons ATG war aus der
Sequenz nicht erkennbar, was nicht fiir eine Translation des Proteins spricht. 45 Nukleotide
stromabwarts von orfQ befindet sich orfZ, der eine Groé3e von 666 bp hat (Position: 6752—
7417 bp in Abb. A, Anhang). Als mdgliche Ribosomenbindestelle kénnte das Sequenzmotiv
AGGAG stromaufwarts des Startcodons dienen. Die Translation von orfZ wirde ein Protein
von 22,3 kDa mit einem isoelektrischen Punkt von 4,02 ergeben. Dieses hypothetische
Protein zeigte Homologien zu hypothetischen Transmembranproteinen, die im Rahmen von
Sequenzierungsprojekten postuliert wurden. Diese Sequenzhomologien erstrecken sich
jedoch nur Uber Teilsequenzen, z.B. 143 Aminosauren (Aminosaure 10-152) mit 25 %
Identitdit zu MTH215 aus Methanobacterium thermoautotrophicum (Accession Number
026317) und Uber 107 Aminosauren (Aminosaure 26—117) mit 25 % Identitdt zu einem Orf
aus E. coli (Accession Number P28695).

ThmH befindet sich 253 bp stromabwarts von orfZ und besteht aus 1440 bp (Position: 7671—
9110 bp in Abb. A, Anhang) und weist als Besonderheit ein GTG-Startcodon auf. Als
weiterer maglicher Translationsstartpunkt konnte das Startcodon ATG 141 bp stromabwarts
von GTG in Betracht kommen, der jedoch spéater aufgrund einer fehlenden purinreichen
Sequenz als mogliche Ribosomenbindestelle stromaufwarts dieses Codons ausgeschlossen



74

wurde. Weiterhin reichten die Homologien der Aminosauresequenz zu verschiedenen
ALDHs Uber dieses Startcodon hinaus. Die Berechnung des theoretischen
Molekulargewichtes ergab 51,47 kDa fur Valin (GTG) und 46,5 kDa fur Methionin (ATG) als
Startcodon. Ersteres entspricht dabei eher dem typichen Molekulargewicht von ALDHs von
etwa 50 kDa. Die Nutzung von GTG als Startcodon wird fir Streptomyceten haufig in der
Literatur beschrieben (STROHL, 1992; NAGY et al., 1995; LARKIN et al., 1998; VAN
HYLCKAMA VLIEG et al, 2000). Die hochsten Sequenzhomologien fiur ThmH
(479 Aminosauren) bestehen zu verschiedenen hypothetischen, pro— und eukaryotischen
ALDHs, unter anderem auch zu Succinatsemialdehyd—Dehydrogenasen, z.B. der
hypothetischen ALDH aus Streptomyces coelicolor (59 % Identitat, Accession Number
AL355913), aus Deinococcus radiodurans (33 % Identitat, Accession Number AE001862),
aus Bacillus subtilis (32 % Identitat, Accession Number D50453) und aus Arabidopsis
thaliana (31 % Identitat, Accession Number AF117335).

3.8.2. Codonnutzung

Der Ermittlung der Codonnutzung wurden die Sequenzdaten der Gene thmADBC, thmS und
thmH zugrundegelegt. Die Berechnung des G+C-Gehalts ergab fur thmA 62,7 %, fur thmB
61 %, fur thmC 59 %, fur thmD 56 %, fur thmS 61,3 % und fur thmH 58,7 %. Der daraus
resultierende G+C—Gehalt flr die thm—Gene von etwa 60 % liegt somit bedeutend niedriger
als der bestimmte G+C—Gehalt der Gesamt—DNA von Pseudonocardia sp. Stamm K1 von
71,3 % (KOHLWEYER et al., 2000). Trotz dieser Differenz sollte eine bevorzugte Nutzung
von G und C an dritter Stelle des jeweiligen Codons zu erwarten sein. Die analysierte
Codonnutzung in Pseudonocardia sp. Stamm K1 sowie die verwendeten Start— und
Stopcodons sind in Tab. 8 zusammengefaldt. Aus der Tab. 8 geht hervor, dafl3 fur alle
Aminoséauren das Codon mit einem G und/oder C an dritter Position am haufigsten genutzt
wird. Fur die Kodierung der Aminosauren Leucin und Argenin mit 6 Codon—-Madglichkeiten
werden bevorzugt die Codons mit dem hdchsten G+C—Gehalt genutzt. Das fur Leucin
kodierende Codon TTA ist in den analysierten Genen nicht aufgetreten. Als Startcodon
wurde am haufigsten ATG, als Stopcodon TGA gefunden.
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Pseudonocardia sp. Stamm K1. Der Berechnung wurden die
Sequenzdaten der Gene thmADBC, thmS und thmH zugrundegelegt.

Aminosaure Codon Anzahl Gesamt— | Aminosaure Codon Anzahl Gesamt—
Anteil Anteil
[%0] [%0]
Phe TTT 15 16,9 Ala GCT 41 17,9
TTC 74 83,8 GCC 67 29,2
GCA 40 17,5
Leu TTA 0 0 GCG 81 35,4
TTG 18 8,9
CTT 48 23,8 Tyr TAT 31 40,3
CTC 67 33,1 TAC 46 59,7
CTA 7 3,5
CTG 62 30,7 His CAT 19 38,0
CAC 31 62,0
lle ATT 33 27,0
ATC 86 70,5 GIn CAA 7 7,9
ATA 3 2,5 CAG 82 92,1
Met ATG 39 100 Asn AAT 18 29,0
AAC 44 71,0
Val GTT 33 17,9
GTC 82 44,6 Lys AAA 7 10,1
GTA 13 7.1 AAG 62 89,9
GTG 56 30,4
Asp GAT 65 38,7
Ser TCT 17 12,4 GAC 103 61,3
TCC 20 14,6
TCA 15 11,0 Glu GAA 22 14,7
TCG 44 32,1 GAG 128 85,3
AGT 10 7,3
AGC 31 22,6 Cys TGT 4 16,7
TGC 20 83,3
Pro CCT 24 18,6
CCcC 30 23,2 Trp TGG 48 100
CCA 17 13,2
CCG 58 45,0 Arg CGT 31 20,4
CGC 46 30,3
Thr ACT 22 17,6 CGA 22 14,5
ACC 52 41,6 CGG 38 25,0
ACA 17 13,6 AGA 4 2,6
ACG 34 27,2 AGG 11 7,2
Gly GGT 52 26,5 Start ATG 5 83,3
GGC 77 39,3 GTG 1 16,6
GGA 27 13,8
GGG 40 20,4 Stop TAA 1 16,6
TAG 1 16,6
TGA 4 66,7
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3.8.3. Transkriptionsanalyse

Durch Sequenzierung der benachbart von thmADBC gelegenen DNA-Bereiche konnten
zwei ORFs thmS und thmH mit Homologie zu ALDHs identifiziert werden, die
mdglicherweise beide fir Enzyme des THF-Abbaus kodieren. Um Aussage Uber deren
Induktion zu erhalten, wurde Pseudonocardia sp. Stamm K21 auf unterschiedlichen
Verbindungen (Succinat, THF, 4—Hydroxybuttersaure und 1,4—Butandiol) angezogen, die
von Pseudonocardia sp. Stamm K1 abgebaut werden kénnen (KOHLWEYER, 2000) und
Substrate bzw. Intermediate im postulierten Abbauweg (Abb. 1) sind. Von allen Zellen wurde
Gesamt—RNA isoliert und diese anschlieBend mittels Northern—Hybridisierungen auf
spezifische Transkripte untersucht. Fir die Hybridisierungen wurden die PCR-Produkte
THF40-THF42 homolog zu thmS und THF52-THF57 homolog zu thmH eingesetzt. Die
Ergebnisse dieser Transkriptionsanalyse sind in Tab. 9 zusammengefal3t.

Tabelle 9: Auswertung der Transkriptionsanalyse von thmS und thmH. (+) Transkripte
detektierbar; (-) keine Transkripte detektierbar; (n.d.) nicht durchgefuhrt.
Wachstumssubstrat thmS thmH
Succinat - -
THF + -
4—Hydroxybuttersaure + n.d.
1,4—Butandiol + +

Da thmS beim Wachstum von Pseudonocardia sp. Stamm K1 auf THF, 4-Hydroxybutter-
saure und 1,4-Butandiol induziert war, konnte geschlul3folgert werden, dafR das
entsprechende Protein eine Rolle beim Abbau von THF und 1,4-Butandiol spielt. Da
Succinatsemialdehyd ein gemeinsames Intermediat beim postulierten Abbau von THF,
4—Hydroxybuttersaure und 1,4—Butandiol ist, wurde die Hypothese aufgestellt, dal3 es sich
bei thmS um das Gen einer Succinatsemialdehyd—-Dehydrogenase (SSDH) handeln kénnte.
Die Transkription von thmH ist dagegen nur auf 1,4-Butandiol nachweisbar und nicht auf
THF (Abb. 24). Dies konnte dadurch erklart werden, daf3 thmH fir eine 4—Hydroxybutyr-
aldehyd-Dehydrogenase kodiert. Der Abbau von THF wirde damit nach Hydroxylierung
Uber y—Butyrolacton und 4—Hydroxybuttersdure verlaufen, so dal3 4—Hydroxybutyraldehyd

nicht als Zwischenprodukt entsteht (Abb. 1). Es stellte sich allerdings die Frage, warum
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ThmS keine Sequenzhomologien zu SSDHs besal3, dagegen aber ThmH. Eine eindeutige
Identifizierung von thmS als Gen einer SSDH erfolgte durch Reinigung des Enzyms und
N—terminaler Aminoséurebestimmung. In Kapitel 3.9. sind die entsprechenden Experimente
beschrieben.

Die Grol3e der fur thmS und thmH erhaltenen Transkripte wurde anhand von DIG—markierten
RNA-Langenstandards bestimmt. Die Auswertung der fiir thmS erhaltenen Transkripte nach
Wachstum der Zellen auf den genannten Substraten ergab jeweils GroRen von etwa 3,3 kb,
3,8 kb und 6,3 kb (Ergebnis nicht dargestellt). Fur thmH wurde ein Transkript mit einer GroR3e
von etwa 4,7 kb erhalten (Abb. 24). Anhand der Grof3e der erhaltenen Transkripte war
ersichtlich, dall thmS und thmH nicht monocistronisch abgelesen werden, sondern

co—transkribiert werden.
Suc THF But M [kb]

-6,95

- 4,74

23S IRNA——pm

| - 2,66
-1,82

165 IRNA——_ g | -1,52

- 1,05
- 0,57

- 0,44
-0,31

Abbildung 24: Transkriptanalyse von thmH. Analyse der Gesamt—-RNA aus Succinat—
gewachsenen Zellen (Suc), THF—gewachsenen Zellen (THF) und 1,4—Butandiol—
gewachsenen Zellen (But) von Pseudonocardia sp. Stamm K1. (M) DIG—-markierter
RNA-GrolRenstandard |. Als Hybridisierungssonde wurde das PCR-Produkt
THF52-THF57 homolog zu thmH eingesetzt.

Die flr thmS erhaltenen Transkripte hatten die gleiche GroéRe wie die fiir thmA erhaltenen
Transkripte (3.6.1., bis auf die 4,6 kb—-mRNA fur thmADBC und die 1,7 kb—-mRNA fir thmA),
was durch gleichzeitige Hybridisierung gegen thmA bestatigt wurde. Dieses Ergebnis deutete
darauf hin, daf? thmS zusammen mit thmA (3,3 kb und 3,8 kb) bzw. thmADBC (6,3 kb)
abgelesen wird. Diese Beobachtung schien jedoch aus physiologischer Sicht nicht plausibel,

da beim Wachstum auf 4-Hydroxybuttersaure oder 1,4-Butandiol die Transkription des
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Gens der a-Untereinheit der THF—Monooxygenase nicht notwendig ist. Eine genaue
Analyse der Transkripte wurde deshalb mittels RT-PCR (2.24.2.) durchgefiihrt. Strategie war
es, die cDNA ausgehend vom 3" antisense Primer THF08 (kodiert in thmA) zu synthetisieren
und anschlieBend mittels PCR spezifisch DNA-Fragmente zu amplifizieren; fir
thmA THF19-THF13, fir den Ubergang thmA und thmS THF10-THF20 und fir thmS
THF40-THF42. Zur RT-PCR wurde Gesamt—RNA aus THF-, 4—Hydroxybuttersaure— und
1,4-Butandiol-gewachsenen Zellen eingesetzt. Nach Auftrennung der PCR-Produkte in
einer Standard—Agarose—Gelelektrophorese wurde festgestellt, da fur alle drei Primer—
Kombinationen die gleichen Produkte wie mit Gesamt—DNA erzielt wurden, die in
Kontrollreaktionen nicht auf vorhandene DNA in der Gesamt—RNA zurlckgefiihrt werden
konnten. Dieses Ergebnis zeigte, dal thmS mit thmA auch bei Wachstum von
Pseudonocardia sp. Stamm K1 auf 4—Hydroxybuttersdure— und 1,4—Butandiol transkribiert

wird.

Der Transkriptionsstartpunkt stromaufwérts von thmS wurde mittels primer extension
(2.24.1.) und Einsatz des Primers Cy5pel (Tab. 5) auf ein Thymin 37 bp stromaufwarts des
ATG-Startcodons bestimmt. Als mdgliche Promotor—Region konnte das Sequenzmotiv
5"CGGCTC-Ns—TAGCA 3" stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes in Frage kommen,
das Ahnlichkeit zur -24/-12—Erkennungssequenz eines ¢>*—Faktors aufweist (Abb. 25). Eine
magliche Terminator—Region stromabwarts von thmS ist aus der Nukleinsauresequenz nicht

ersichtlich, was im Einklang mit den nachgewiesenen Transkripten von thmS steht.

-24 -12 +1

Promotor—Region stromaufwarts von thmS ATGCGGGUOCCCTCITAGCAGTAGGACL

Konsensus—Sequenz ¢>*~Promotor T | GG@J-Ns— [TTGCA

Abbildung 25: Vergleich der DNA-Sequenz stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes
von thmS mit der Konsensus—-Sequenz eines o '—Faktors (WOSTEN, 1998).
Identische Nukleotide sind fett gedruckt.

Da weiterhin fur thmS und thmA eine mRNA von 3,8 kb detektiert wurde und diese nur
zuséatzlich einen Bereich stromaufwérts von thmS kodieren kann, wurde Gesamt—RNA aus
THF- und Succinat—-gewachsenen Zellen mit einer spezifischen Sonde gegen orfY (Einsatz
von PCR-Produkt THF54-THF55) hybridisiert. Es zeigte sich, daf? die Transkription von orfY



79

nur in THF—gewachsenen, nicht aber in Succinat—-gewachsenen Zellen erfolgte und fur orfY
nur das 3,8 kb—Transkript detektiert werden konnte. Anhand der Transkriptionsanalyse von
orfY kann geschluf3folgert werden, dal3 orfY gemeinsam mit thmS und thmA THF-induziert

transkribiert wird.

Das fur thmH erhaltene Transkript mit einer Gré3e von 4,7 kb konnte auch mit einer orfZ—
spezifischen Sonde (Einsatz von PCR—Produkt THF49-THF31) detektiert werden. Aufgrund
der bestimmten GréRe muf3 aber noch weitere genetische Information stromabwarts von
thmH auf diesem Transkript liegen. Die Transkription von orfZ wurde analog zu thmH nur
beim Wachstum von Pseudonocardia sp. Stamm K1 auf 1,4—Butandiol induziert und nicht
beim Wachstum auf den Substraten Succinat und THF. Stromabwaérts von orfZ befindet sich
eine inverted repeat-Struktur (Position: 7498-7535 bp in Abb. A, Anhang), die eine
Haarnadelstruktur mit einer freien Energie von -143,1 kJ/mol ausbilden koénnte. Die
Ausbildung dieser Sekundarstruktur, die zu einer Termination der Transkription flhren
wurde, scheint jedoch nach dem Ergebnis der Transkriptionsanalyse als unwahrscheinlich,

da diese ein gemeinsames Transkript fur orfZ und thmH ergab.

3.8.4. Analyse der abgeleiteten Aminosauresequenz von orfZ, thmS und thmH

Da die von orfZ abgeleitete Aminosauresequenz Homologien zu hypothetischen Trans-
membranproteinen zeigte, wurde diese mit den Programmen des Expasy-Servers DAS
(CSERZO et al., 1997), SMART (SCHULTZ et al, 1998, SCHULTZ et al, 2000) und
TMHMML1.0 (SONNHAMMER et al., 1998) auf die mdgliche Sekundarstruktur untersucht. In
Abb. 26 ist das erhaltene Ergebnis mit dem Internet-Programm TMHMM1.0 wiedergegeben.
Vorausgesagt wird die Wahrscheinlichkeit der Topologie von OrfZ. Danach sind fur OrfZ mit
100 %iger Wahrscheinlichkeit 6 transmembrane Helices zu erwarten. Der N- und C-
Terminus dieses Proteins befinden sich mit hoher Wahrscheinlichkeit im periplasmatischen
Raum. Da auch die Analyse der Sekundarstruktur von OrfZ mit den Computerprogrammen
DAS und SMART die gleichen Ergebnisse brachte, scheint es wahrscheinlich, daf’ der beim
Wachstum auf 1,4-Butandiol transkribierte orfZ fir ein Transmembranprotein kodiert. Die
computergestitzte Analyse (SMART) ergab weiterhin, dal3 keine Signalsequenz vorhanden
ist.
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Abbildung 26: Putative Topologie von OrfZ. Die Topologievoraussage wurde unter Verwendung
des Programms TMHMM1.0 (SONNHAMMER et al., 1998) erstellt.

Fur thmS wurde nach Transkriptionsanalyse postuliert, da3 dieses Gen eine THF—induzierte
SSDH kodiert. Die abgeleitete Aminosauresequenz wies Homologien zu verschiedenen
ALDHs auf, unter denen sich jedoch keine SSDH befand. Ein Sequenzvergleich von ThmS
mit der Aminosauresequenz der p-Isopropylbenzaldehyd-Dehydrogenase CymC aus
Pseudomonas putida F1 (EATON, 1997) und der Phenylacetaldehyd—Dehydrogenase StyD
aus Pseudomonas fluorescens ST (BELTRAMETTI et al., 1997) ist in Abb. 27 dargestellt. Im
Vergleich der Gesamt—Sequenzen dieser ALDHs sind 35 % der Aminosauren identisch.
ThmS zeigte in den Aminosaure—Clustern LELGGKSP (Aminosaure 270-277) und
FYNNGQTCTAGS (Aminosaure 298-309) eine gute Ubereinstimmung zu den fur ALDHs
beschriebenen Konsensus—-Sequenzen (PROSITE-DOCUMENT: PDOCO00068). Diese
Sequenzmotive enthalten ein hoch konserviertes Glutamat (E»7;) und Cystein (Czgs), die im
aktiven Zentrum des Enzyms lokalisiert sind (VELASCO et al.,1998). Weiterhin findet man in
der Aminosauresequenz von ThmS ein GXXXXG-Motiv (Aminosaure 249-254), das in
ALDHs als Bindemotiv fiir den Nicotinamid—Ring von NAD(P)" konserviert vorliegt (VEDADI
et al., 1997).
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ThmS MTVIAKPDHLLRDDVQKFIDRPKKLFINGQWHDSIKGETLEVYDPAVGTKICTVAAGDAE 60
CymC MSASSK----FNVDPAGFRNRN---LIGGQWKGSISGETITVENPATEEIAHIPQGRHE 53
StyD MTRSLTMN--SSLPAIDGLRLPHQMLIGGQWVNAQSDKTLNVYNPATGDTLTDVPDGDVE 58
*- * *** . * * **
ThmS DVDRAVAAARHAFDEGPWSKLNPSERGRLVWRLADLLEEHADEFAQIDALDNGKPVTDAR 120
CymC DIDEAVRVARATFESPAWRKIRPIDRGRILENVARKIEEHADELAYLESLDTGKALTFAK 113
StyD DVNAAVESAAATLQSDAWRRMPPSARERILLRLADLLEAHGDELARLETLNNGKLLIYSK 118
Fopkk ko Rnk ok ok sk oekok ok Rk
ThmS AVDVAFSIELLRYMAGWSNKIYGETIPLTN----PADFHAYTLREPVGVVGQIVPWNFPL 176
CymC AIDLPSTIDVFRYMGGWCSKLGGTTPPISFD---GREYHTYTRREPIGVVGAITPWNYPL 170
StyD MMEVGASAQWLRYMAGWATKLTGSTLDLSLPLPPDVRSRASTQRVPVGVVAAIIPWNFPL 178
. :***.**"*: * % * % *:***. * ***:**
ThmS MMAVWKVAPALAAGCTVILKPAEQTPLSALRLAELTEEAGFPPGVFNVITGFGETAGAAI 236
CymC ALGSWKIASALAAGCTMVLKPTELTPLSTLRLAELCLEAGLPEGALNIVNGHGHEAGEAL 230
StyD LMAVWKIAPALACGNTVVLKPAEETPLTALRLAELAMEAGLPAGALNVVTGRGETAGDAL 238
-l ** * *** * * *** * *** ****** *** * *“*“.* * *% *
ThmS AAHDNIDKVAFT €STEVERLIAQAASGNLKKVEZEEE]$SVIVFGDSDIEQAVAGASSA 296
CymC ARHPGVDKITFT eSTVVEKKIVEYALGNMKRVE=ZEEE] ¢S SIVFADADLDQVGLGAALA 290
StyD VRHPKVAKVAFT €STEVERIIGSACGRSLKAV{E=EEEE] S| VIVLADCDPQEAAEGAAAA 298
'* :*::** * k%% % *:*. . * *:* T****** **:.*.* **:*
ThmS | EANNEdAEekRLYVHRKVYDKVVEGIASEASALPIGHGLDPATRIGPLISAEQRDRYV 356
CymC \ HENEIE0]eZVIERL FVQDSVYDQVVEAVAAAAAQFKVGNGLDPDTLLGPLYSRKQQERYV 350
StyD | FFNHGQUETAG RLYVHESIYEDVIQRLAVIGESIVVGSGLEQGVHMGPMVSKKHHENV 358
:*:* *% T ***** * * :* . *** . **
ThmS TGYIAQGREAGAEVIVGG-DTVGDGGYFIQPTILTKTDP-SMSVVREEIFGPVLCAMAFD 414
CymC MGYVQSGIEQGARLVCGG-KSVGEKGYFLQPTVFADAAP-SMRIAQEEIFGPVVSVIRFK 408
StyD LRHIRNGIEDGADLICGGTEAPCAQGFFVKPTIFANREKKDIRLLSQEVFGPVLVATPFS 418
KRR kR L Rk L ReRR o
ThmS EDTIDSVVREANNSVYGLAASIYTRDISVAHRVAKRLKAGTIGINTHHVVDVALPFGGFK 474
CymC DEAEA--IRMANDTAYGLAANIWTRDIKKAHRVAHRLQAGSVWINCHGVIDPAAPFGGFK 466
StyD DIAEV--VNEANRSVYGLGASIWTNDLSAALRINDELEAGTVWVNTHNMVDPNLPFGGFK 476
. : *% ***.*.*.*.*“ * * ) * ** * * * *kkkkk
ThmS QSGYGRDMGRDAIDQYTEVKSIGIAL-- 500
CymC QSGWGREVSEEGLSAYTETKTVCALLDD 494
StyD DSGVGREHGAAAIEHYTTTRSLVIAY-- 502

vkk kke . kk e

Abbildung 27: Vergleich der Aminosduresequenz von ThmS mit verschiedenen ALDHSs.

CymC: p-lIsopropylbenzaldehyd—Dehydrogenase aus Pseudomonas putida F1
(EATON, 1997), StyD: Phenylacetaldehyd—Dehydrogenase aus Pseudomonas
fluorescens ST (BELTRAMETTI et al., 1997). ldentische Aminoséuren sind durch
einen Stern (*) gekennzeichnet, konservierte Substitutionen durch Doppelpunkt (: ),
semi—konservierte durch Punkt (. ), eingefligte Licken durch (-). Die Sequenzmotive
von ALDHs mit dem hoch konservierten Cystein und Glutamat (t) und das
Bindemotiv GXXXXG fiir den Nicotinamid—Ring von NAD(P)" sind grau unterlegt.
Der Sequenzvergleich wurde unter Verwendung des Programms CLUSTAL W
(THOMPSON et al., 1994) erstellt.

ThmH zeigte Homologien zu hypothetischen ALDHs. Zur Charakterisierung der Aminoséaure-

sequenz von ThmH ist in Abb. 28 ein Sequenzvergleich mit ThmS dargestellt. ThmH und
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ThmS weisen in ihrer Aminoséuresequenz eine 32 %ige ldentitat auf. In der Aminosaure-
sequenz von ThmH findet man in Analogie zu ThmS ein konserviertes GXXXXG-Motiv
(Aminoséaure 227-232) und die hoch konservierten Aminosduren Glutamat (E»47) und Cystein
(Cass) (Abb. 28). Jedoch fiel auf, dafl im Bereich des konservierten Cysteins mit
NYQAGQSCISVQ (Aminosaure 278-289) keine gute  Ubereinstimmung  zur
Konsensus—Sequenz  [F/Y/L/V/A]-XXX—G—[Q/E]-X—C—[L/I/VIMIG/SIT/AIN/C]-[A/G/C/N]-X—
[G/SIT/IA/DIN/E/K/R] (PROSITE-DOCUMENT: PDOCO00068) bestand.

ThmS MTVIAKPDHLLRDDVQKFIDRPKKLFINGQWHDSIKGETLEVYDPAVGTKICTVAAGDAE 60
ThmH e VQAEPFWIAG--RPATGSTVIDVQYPYDGRTVASVFVPSAE 39
ek ok * * k- %k
ThmS DVDRAVAAARHAFDEGPWSKLNPSERGRLVWRLADLLEEHADEFAQIDALDNGKPVTDAR 120
ThmH QVEEAVAAMHAARD--VVGATSAHRRASALSHVADRLEQRSEEAAQVIVLESGKPIKWAR 97
:*:.**** * % Lo .*. ::** **'k **: .*:'***:. *%
ThmS AVDVAFSIELLRYMAGWSNKIYGETIPLTNPAD---FHAYTLREPVGVVGQIVPWNFPLM 177
ThmH -VEVARAASTFRWAAEEARRWSGTLQRLDTDAGGAGRLALVRRFPRGSLLAITPFNFPLN 156
*:**: i :*:* * *.*. *.***: *.*:****
ThmS MAVWKVAPALAAGCTVILKPAEQTPLSALRLAELTEEAGFPPGVFNVITGFGETAGAAIA 237
ThmH LVAHKVAPAIAVGVPVIIKPAPSTPLSSLFLGQLLAETDLHQGSWSVLP VPNSQMEHLI 215
-“******* ***** ********:*:* ..
ThmS AHDNIDKVAFT €STEVERLIAQAASGN[ QS IEReE] €5 VIVFGDS----DIEQAVAGA 293
ThmH LDPRLPIISFT €SGP\eWDIKSLVPR--[{gNariERele\VAVAVVCSDWSSEQDLEWAAQRI 273
. ::** * % * * % . *.*.* T***::...* * *.* *.
ThmS SSAIFYNNGRT OTAG$SRLYVHRKVYDKVVEGIASEASALPIGHGLDPATRIGPLISAEQR 353
ThmH ALFANYQAGQS 8ISVQRVYVPRELYEVFTVLLSRHIGALRQGNPNDDATDVGPVINEASA 333
xRk PR kIR o RR R kkk kx|
ThmS DRVTGYIAQGREAGAEVIVGGDTVGDGGYFIQPTILTKTDPSMSVVREEIFGPVLCAMAF 413
ThmH IRIEQWIDDAVHAGAKILVGGRRNGTS---LEPTLLADVPLAARILRDEAFGPVVSITPF 390
Rk eekpokkk ok okkck o kR ke
ThmS DEDTIDSVVREANNSVYGLAASIYTRDISVAHRVAKRLKAG-TIGINTHHVVDVALPFGG 472
ThmH DS--LDSAFAAVNDSDFGLQTGVFTRDIRTAFRAHRDLEVGGVIIGDVPSYRADQMPYGG 448
Kook Rk ke okl kR ok R Rk
ThmS FKQSGYGRDMGRDAIDQYTEVKSIGIAL--- 500
ThmH MKDSGIGREGVRSAMDDFTVEKVLVLAGVAL 479
:*:** **: *'*:*::* *: :*
Abbildung 28: Vergleich der Aminosauresequenz von ThmS und ThmH. Identische

Aminosduren sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet, konservierte
Substitutionen durch Doppelpunkt (: ), semi—konservierte durch Punkt (. ), eingefligte
Licken durch (). Das Sequenzmotiv von ALDHs mit dem hoch konservierten
Glutamat (1) und das Bindemotiv GXXXXG fiir den Nicotinamid—Ring von NAD(P)"
sind grau unterlegt. Das Sequenzmotiv mit dem hoch konservierten Cystein (1) ist
eingerahmt. Der Sequenzvergleich wurde unter Verwendung des Programms
CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) erstellt.
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3.9. REINIGUNG DER SUCCINATSEMIALDEHYD —DEHYDROGENASE

Die anhand des Transkriptmusters von thmS aufgestellte Hypothese, dalR es sich bei dem
entsprechenden Protein um eine THF-induzierte SSDH handelt, sollte durch Aufreinigung
des Enzyms aus THF—gewachsenen Zellen bewiesen werden. Ziel war es, nach der
Reinigung des Enzyms dessen N-terminale Aminosauresequenz zu bestimmen und diese
mit der aus thmS abgeleiteten Sequenz zu vergleichen. Als Kontrolle fur die Spezifitat der
Induktion wurden parallel Extrakte aus Succinat—-gewachsenen Zellen auf SSDH-AKktivitat
untersucht. Zur Optimierung des Testsystems der SSDH-Aktivitdt wurde mit unterschied-
lichen Konzentrationen von Succinatsemialdehyd und den Elektronenakzeptoren NAD™ bzw.
NADP* bei unterschiedlichen pH-Werten und Temperaturen gearbeitet. Als Enzymlésung
wurde RE aus THF—gewachsenen Zellen von Pseudonocardia sp. Stamm K1 eingesetzt. Es
zeigte sich, dal3 eine maximale substratabhangige Aktivitat mit Einsatz von 0,3 mM Succinat-
semialdehyd, 1,6 mM NAD® und einem pH-Wert von 9,0 zu verzeichnen war. Eine
Substratkonzentration im Enzymtest von > 0,3 mM fihrte zu einer Substratiiberschuf3—
Hemmung. Keine Aktivitat war unter gleichen Bedingungen unter Einsatz von NADP®
nachweisbar. In REs aus Succinat—-gewachsenen Zellen war unter keinen Bedingungen eine
SSDH-AKktivitat zu messen. Dies war ein klarer Hinweis darauf, daR es sich um eine NAD"—
abhangige, THF-induzierte SSDH handelt.

Tabelle 10: Anreicherungsschema der SSDH aus  Pseudonocardia sp. Stamm K1.

Verfahren Gesamt- Gesamt- spezif. Aus- Anreicherungs-
Einheiten protein Aktivitat beute faktor
(U] [mg] [U/mg] [%]
RE 59,2 520 0,11 100 1
Q-Sepharose 21,45 207,5 0,10 36,2 0,91
Ammoniumsulfat- 13 110,5 0,12 22,0 1
féllung
Superdex 200 0 4,2 0 0 0
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Zur Aufreinigung der SSDH wurde der nach Optimierung der Testbedingungen entwickelte
Enzymtest eingesetzt (2.7.2.). Die SSDH wurde durch drei aufeinanderfolgende Schritte
angereichert, so dal3 ein partiell gereinigtes Enzym erhalten wurde (Abb. 29). Diese
Praparation wurde fur die N—terminale Sequenzierung eingesetzt. Die Reinigungsschritte
und die Bilanz der Anreicherung sind der Tab. 10 zu entnehmen.

[kDa] 1 2

66-

45-
36-

29-
24-

20-

14-

Abbildung 29: SDS-PAGE der partiell gereinigten SSDH. (1) Marker, (2) SSDH-Praparation.

Im ersten Schritt der Proteinreinigung wurde RE (2.5.) aus THF—gewachsenen Zellen von
Pseudonocardia sp. Stamm K1 an Q-Sepharose getrennt. Abb. 30 zeigt das erhaltene
Elutionsprofil der SSDH-Aktivitat. Die SSDH eluierte innerhalb des linearen Gradienten von
0-1 M KCI bei einer Salzkonzentration von 0,4-0,6 M. Die aktiven Fraktionen wurden
vereinigt und mit (NH,),SO, (Endkonzentration 1,5 M) versetzt. Damit kam es zur
vollstandigen Fallung der SSDH, da nach Zentrifugation im Uberstand keine Aktivitat meR3bar
war, sondern nur im resuspendierten Pellet. Nach zwei Aufreinigungsschritten,
Chromatographie an Q-Sepharose und Ammoniumsulfatfallung, wurde laut Tab. 10 keine
Anreicherung des Enzyms (Anreicherungsfaktor 1) erzielt. Dieser Wert spiegelt jedoch die
Instabilitdt der Enzym—Aktivitdt wieder. Nach Chromatographie an Superdex 200 kam es

dann zum vdélligen Verlust der SSDH—-Aktivitat.
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Abbildung 30: Chromatographie der SSDH an Q-Sepharose.

Da das Ziel der Aufreinigung ausschlielich in der Gewinnung des Proteins zur N—terminalen
Aminosaurebestimmung bestand und somit kein aktives Enzym erforderlich war, sollte es
ausreichen, in den erhaltenen Fraktionen nach Gelfiltration an Superdex 200 die SSDH
anhand ihrer postulierten GroRRe (53,47 kDa fuir ThmS) zu identifizieren. Durch Aufnahme
des Proteinelutionsprofiles bei 280 nm konnten drei Peaks detektiert werden, die anhand der
erstellten Eichkurve fir die verwendete Saule einem nativen Molekulargewicht von 550, 220
und 65 kDa entsprachen (Ergebnis nicht dargestellt). Die einzelnen Fraktionen wurden
mittels SDS—-PAGE analysiert. Fir das Protein mit einem nativen Molekulargewicht von
220 kDa konnte auf diese Weise gezeigt werden, dafld es aus Untereinheiten von 53 kDa
bestand (Abb. 29). Dies deutete auf eine homotetramere Struktur des Proteins hin, was im
Einklang mit anderen ALDHSs steht (SANCHEZ et al., 1989; IWABUCHI und HARAYAMA,
1997; BUSCH und FROMM, 1999). Weiterhin ist aus dem SDS—Gel ersichtlich, dal3 neben

dem 53 kDa—Protein noch kontaminierende Proteinbanden bei 40 und 45 kDa vorlagen.

Das 53 kDa—Protein wurde N-terminal ansequenziert. Die erhaltene Aminosauresequenz ist
in Abb. 31 wiedergegeben. Der Vergleich dieser Sequenz mit der von ThmS ergab eine
100 %ige Ubereinstimmung. In der aus thmS abgeleiteten Sequenz befand sich ein
zusatzlicher N—-terminaler Methionin—Rest, der offenbar bei der Reifung des Proteins

abgespalten wird.
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N-Terminus der gereinigten SSDH (53 kDa) TVIAK
N-Terminus ThmS MTVIAK

Abbildung 31: Vergleich der aminoterminalen Sequenz der gereinigten SSDH nach
Edmanabbau mit der von thmS abgeleiteteten Aminosauresequenz.

Nach der Reinigung der SSDH aus THF—gewachsenen Zellen kénnen folgende Schllsse
gezogen werden: 1.) Die gereinigte SSDH wird durch thmS kodiert, da die N-terminale
Sequenz des gereinigten Enzyms mit der abgeleiteten Aminosduresequenz von thmS
Ubereinstimmt. 2.) Die SSDH ist THF-induziert, da keine Aktivitdt im RE von Succinat—
gewachsenen Zellen mef3bar war. Damit wurden die Ergebnisse der Transkriptionsanalyse
von thmS bestéatigt. Durch die Reinigung der SSDH gelang es erstmals, eine THF-induzierte
ALDH aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 zu isolieren. 3.) Die SSDH liegt unter nativen
Bedingungen als Homotetramer vor, was ebenfalls durch native Gradienten PAGE bestatigt

wurde.
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4. DISKUSSION

4.1. DIE THF—MONOOXYGENASE

Pseudonocardia sp. Stamm K1 ist in der Lage, auf THF bis zu einer Konzentration von
70 mM als einziger Kohlenstoff— und Energiequelle zu wachsen (KOHLWEYER, 2000). Der
THF-Abbau konnte gaschromatographisch nachgewiesen werden, wobei eine THF-
Konzentration von 20 mM innerhalb von 75 Stunden verstoffwechselt wurde. Erste
Untersuchungen zum einleitenden Enzym beim THF-Abbau zeigten, dal} sowohl eine
Dehydrogenase als auch eine Cytochrom P450-abhangige  Monooxygenase
ausgeschlossen werden kénnen. Von KOHLWEYER (2000) wurde postuliert, dal’ der Abbau
von THF durch eine Monooxygenase initiiert wird, da sowohl in ganzen als auch in
permeabilisierten Zellen ein THF—abhangiger Sauerstoffverbrauch nachweisbar war. Diese
Hypothese stitzte sich auch auf den von BERNHARDT und DIEKMANN (1991) postulierten
THF-Abbauweg in Rhodococcus ruber 219, bei dem als einleitendes Enzym eine
Monooxygenase vorschlagen wird (Abb. 1). Eine Reinigung der THF—Monooxygenase aus
Pseudonocardia sp. Stamm K1 war jedoch nicht mdglich, da nach AufschluR der Zellen im
Rohextrakt (RE) keine THF-spezifische Enzymaktivitdt nachgewiesen werden konnte
(KOHLWEYER, 2000). Auch das Enzym aus Rhodococcus ruber Stamm 219 erwies sich als
extrem instabil (BOCK, 1994; SPALLEK, 1998).

Eine Labilitat der Oxygenase—Aktivitat nach Aufschluf® der Zellen wurde vor allem fir viele
Mehrkomponenten—-Oxygenasen beschrieben (POWLOWSKI und SHINGLER, 1990;
HARTMANS et al, 1991; MIURA und DALTON, 1995; SMALL und ENSIGN, 1997;
SPALLEK, 1998; GROSSE et al., 1999). Ausgehend davon, dafl} das einleitende Enzym
beim THF—Abbau eine Monooxygenase ist, wurden in der vorliegenden Arbeit vor allem auch
beschriebene Mel3bedingungen fur Mehrkomponenten—-Oxygenasen beachtet.
POWLOWSKI und SHINGLER (1990) stellten fur die Phenol-Hydroxylase aus
Pseudomonas sp. Stamm CF600 fest, daf3 ihre Aktivitdt nur nach Aufschlu® der Zellen in
MOPS—Puffer, nicht aber in Phosphat—Puffer erhalten blieb. Gleichfalls konnte nur mit
Zusatz von Fe?" im Enzymtest eine Monooxygenase gemessen werden. Eine Abh&ngigkeit
von der Zugabe von Fe?* im Enzymtest wurde auch fir andere Mehrkomponenten—
Oxygenasen beschrieben (FOX et al., 1989; WHITED und GIBSON, 1991; LOCHER et al.,
1991a; HARTMANS et al., 1991; NEWMAN und WACKETT, 1995; HIGGINS et al., 1996).
Beispielsweise zeigten LOCHER et al. (1991a), daR mit Zusatz von Fe* die

Monooxygenase—Aktivitat im RE verdoppelt wird und fir das gereinigte Enzym eine 5—fache
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Aktivitatssteigerung zu verzeichnen war. Dieser Effekt konnte auf eine Komplementierung
der Monooxygenase mit Eisenionen beruhen, die wahrend der Enzymreinigung verloren
gingen. Fur viele Mehrkomponenten—Oxygenasen spielte fur den Erhalt der Aktivitat im RE
auch der Zusatz von Glycerin im AufschluRpuffer eine grofl3e Rolle (HARTMANS et al., 1991,
MIURA und DALTON, 1995; SMALL und ENSIGN, 1997). Beispielsweise wurde fur die
Alken—Monooxygenase aus Rhodococcus rhodochrous B-276 (MIURA und DALTON, 1995)
ohne Zusatz von Glycerin innerhalb von 3 h ein Aktivitatsverlust von mehr als 70 %
verzeichnet. Der Zusatz von DTT hatte dagegen keinen stabilisierenden Effekt auf die
Oxygenase—Aktivitat. Im Gegensatz dazu wird oft fur die Herstellung von REs zur
anschlie@enden Oxygenasebestimmung beschrieben, daR ein Aufschlu3 unter
reduzierenden, aber auch unter anaeroben Bedingungen einen positiven Einflu3 auf die
Monooxygenase—Aktivitat hat (HORMANN, 1991; BUNZ und COOK, 1993; NGUYEN et al.,
1998), obwohl Sauerstoff das Substrat der Oxygenase darstellt. Aus diesem Grund wurde
auch zur Bestimmung der THF—Monooxygenase RE eingesetzt, der unter reduzierenden und
anaeroben Bedingungen hergestellt wurde. Trotz Variation der Bedingungen von
Zellaufschlul3 und Enzymtest konnte in aufgeschlossenen Zellen von Pseudonocardia sp.
Stamm K1 keine THF—abhangige Monooxygenase—Aktivitat gemessen werden.

Wie sich im Laufe der vorliegenden Arbeit herausstellte, handelt es sich bei der putativen
THF-Monooxygenase um eine Mehrkomponenten—Monooxygenase. Dieser komplexe
Aufbau konnte ein Grund fur den Verlust der Monooxygenase—Aktivitdt nach Aufschluld der
Zellen sein. Eine irreversible Trennung der Protein—~Komponenten voneinander durch
Aufhebung von nichtkovalenten Wechselwirkungen, wie z.B. Wasserstoffbriickenbindungen
oder hydrophoben Wechselwirkungen, oder durch rein mechanischen Zerfall und/oder die

Dissoziation der Kofaktoren kdnnte als Inaktivierungsgrund in Frage kommen.

Da im RE von THF-gewachsenen Zellen von Pseudonocardia sp. Stamm K1 keine
Monooxygenase—Aktivitdat meRbar war und somit kein Enzymtest fur die Aufreinigung zur
Verfligung stand, muf3te eine neue Strategie zur Identifizierung des einleitenden Enzyms
beim THF-Abbau eingeschlagen werden. Diese Strategie ging davon aus, dal3 alle
Oxygenasen eine Reduktaseaktivitat besitzen, die haufig durch eine separate Komponente
katalysiert wird (HARAYAMA et al., 1992; MASON und CAMMACK, 1992). Die Reinigung
einer solchen Reduktase—Komponente wurde in der Literatur oft beschrieben. Dabei bestand
das eigentliche Ziel jedoch immer in der Identifizierung der Monooxygenase (PESSIONE et
al., 1999; WEBER et al.,, 1992; BECKER et al., 1997). Bei der Auftrennung von RE durch

Chromatographie wurden die einzelnen Komponenten der Monooxygenase voneinander
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getrennt, was mit einem vollstdndigen Aktivitatsverlust verbunden war. Die Reduktase-
aktivitdt konnte mit Hilfe eines kunstlichen Testsystems, bei dem die Elektronen von
NAD(P)H auf einen artifiziellen Elektronenakzeptor wie Cytochrom ¢ (POWLOWSKI und
SHINGLER, 1990; PESSIONE et al, 1999; GROSSE et al., 1999), 2,6-Dichlorphenol-
indophenol (BUNZ und COOK, 1993; FOX et al., 1989) oder Ferricyanid (WEBER et al.,
1992; MIURA und DALTON, 1995) ubertragen wurden, nachgewiesen werden. Durch
Vergleich der Reduktaseaktivitaten von THF— und Succinat—-gewachsenen Zellen konnte in
Pseudonocardia sp. Stamm K1 eine THF-induzierte NADH-Cytochrom c—Reduktase

detektiert werden, die anschlieBend bis zur Homogenitat gereinigt wurde.

Die Aufreinigung der NADH-Cytochrom c—Reduktase erfolgte in drei aufeinanderfolgenden
Reinigungsstufen, wobei sich das Enzym unter den gewahlten Bedingungen als sehr instabil
erwies. Dies spiegelte sich in einem Anreicherungsfaktor von 1 wieder. Dazu ist jedoch
anzumerken, dalR die Aktivitdt im RE nicht nur auf die gereinigte THF—-induzierte NADH-
Cytochrom c—Reduktase zuriickzufiihren ist, sondern auch auf andere unspezifische NADH—
Cytochrom c—Reduktaseaktivitdten beruht. Der eigentliche Anreicherungsfaktor fur die THF—
induzierte Reduktase muif3te somit hoher liegen. Die beobachtete Instabilitdt der Reduktase—
Komponente wahrend der Aufreinigung und nach mehrmaligem Einfrieren und Auftauen der
Proteinlésung konnte auf den Verlust eines Kofaktors beruhen. Nach Charakterisierung
dieser Enzym—Komponente wurde ein Verlust des [2Fe—2S]-Clusters nachgewiesen. Eine
Instabilitdt des [2Fe—2S]—Clusters der Reduktase—Komponente wurde auch fir die Alken—
Monooxygenase aus Xanthobacter Stamm Py2 beschrieben, wobei trotzdem noch ein
Anreicherungsfaktor von 179 erreicht werden konnte (SMALL und ENSIGN, 1997). Das
gereinigte Enzym wies nur noch einen Eisengehalt von 1,3 mol/mol Reduktase auf, der somit
bedeutend niedriger als 2 mol Fe/mol Enzym flur ein [2Fe-2S]-Cluster liegt und den
Aktivitatsverlust erklart. Auch die Reduktase—Komponente der Methan—Monooxygenase aus
Methylocystis sp. Stamm WI14 erwies sich als sehr instabil, wobei die Aktivitat des inaktiven
Enzyms durch Zusatz von Fe? (2 mM FeSO,) fast vollstandig wieder hergestellt werden
konnte (GROSSE et al., 1999). Dieser Effekt kénnte durch teilweise Rekonstitution des
[2Fe—2S]-Clusters im inaktivierten Enzym erklart werden. Da die Aufreinigung der THF-
induzierten Reduktase primar nur als Teilschritt zur eigentlichen Charakterisierung der
THF-Monooxygenase anzusehen ist, reichte das entwickelte Aufreinigungsschema aus,
homogenes Enzym zu erhalten, mit dem eine strukturelle Charakterisierung durchgefihrt

werden konnte.
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Die gereinigte Reduktase zeigte schon anhand ihrer N—terminalen Aminoséuresequenz
signifikante Homologien zu den Reduktase—-Komponenten verschiedener |gslicher Mehr-
komponenten—Monooxygenasen wie der Phenol-Hydroxylasen aus Pseudomonas putida
Stamm H (HERRMANN et al., 1995) und Pseudomonas sp. Stamm CF600 (NORDLUND
et al, 1990), der Dimethylsulfid-Monooxygenase aus Acinetobacter sp. Stamm 20B
(HORINOUCHI et al., 1997) und der Alken—Monooxygenase aus Rhodococcus rhodochrous
B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994). Alle diese Monooxygenasen gehéren zu einer
Klasse von Monooxygenasen, deren katalytisches Zentrum durch ein binukleares
Eisenzentrum gebildet wird. Diese MMOs sind meist aus drei Komponenten aufgebaut: einer
Oxygenase (aus 2-3 Untereinheiten), einer NAD(P)H-Akzeptor—Reduktase und einem
Kopplungsprotein. Zu dieser Klasse gehdren aber auch Vierkomponenten—
Monooxygenasen, die als zusatzliche Komponente ein Ferredoxin mit einem Rieske-Typ
[2Fe-2S]-Cluster besitzen (YEN und KARL, 1992; ZHOU et al., 1999; VAN HYLCKAMA
VLIEG et al, 2000). Die NAD(P)H-Akzeptor—Reduktase dieser komplex aufgebauten
Enzymsysteme ist ein etwa 40 kDa grofRes Protein mit monomerer Struktur und katalysiert
den Elektronentransfer von NAD(P)H zur terminalen Oxygenase. In allen untersuchten
Fallen war die Reduktaseaktivitdt mit NADH als Elektronendonor bedeutend hoher als mit
NADPH (NEWMAN und WACKETT, 1995; MIURA und DALTON, 1995; SMALL und
ENSIGN, 1997; PESSIONE et al., 1999). Am Transport der Elektronen sind ein Flavin—
Kofaktor und ein Chloroplasten—-Typ [2Fe—2S]—Cluster beteiligt (LUND et al., 1985; MASON
und CAMMACK, 1992). Diese charakteristischen Merkmale der NAD(P)H-Akzeptor—
Reduktasen konnten auch fiir die isolierte NADH—Cytochrom c—Reduktase nachgewiesen
werden (Tab. 11). Das Spektrum der homogenen Reduktase, das durch Uberlagerung der
Spektren der beiden Kofaktoren zustande kam, zeigte Ahnlichkeit zum Spektrum der
Reduktase—Komponente verschiedener MMOs, z.B. der Alken—Monooxygenase aus
R. rhodochous B-276 (MIURA und DALTON, 1995), der Phenol-Hydroxylase aus
Pseudomonas sp. Stamm CF600 (POWLOWSKI und SHINGLER, 1990) und der Methan—
Monooxygenasen aus Methylococcus capsulatus (Bath) (COLBY und DALTON, 1978) und
Methylosinus trichosporium OB3b (FOX et al., 1989).



Tabelle 11:

Eigenschaften der NAD(P)H-Akzeptor-Reduktase verschiedener MMOs. Alken—Monooxygenase  aus
Rhodococcus rhodochrous B-276 (MIURA und DALTON, 1995), Methan—Monooxygenase aus Methylococcus
capsulatus (Bath) (COLBY und DALTON, 1978), Toluen—2—-Monooxygenase aus Burkholderia cepacia G4 (NEWMAN
und WACKETT, 1995), Alken—Monooxygenase aus Xanthobacter Stamm Py2 (SMALL und ENSIGN, 1997), Phenol-
Hydroxylase aus Acinetobacter radioresistens (PESSIONE et al., 1999), Toluen—4-Monooxygenase aus Pseudomonas
mendocina KR1 (PIKUS et al., 1996), (n.b.) nicht bestimmt.

Reduktase—

NADH-

Alken— Methan— Toluen—2— Alken— Phenol- Toluen—4—
Komponente Cytochrom c— Monooxygenase Monooxygenase Monooxygenase Monooxygenase Hydroxylase Monooxygenase
Reduktase
Pseudonocardia R. rhodochrous M. capsulatus B. cepacia G4 Xanthobacter A. radioresistens | P. mendocina KR1
sp. Stamm K1 B-276 (Bath) Stamm Py2
Elektronendonor NADH NAD(P)H NADH NAD(P)H NAD(P)H NAD(P)H NADH
Kunstlicher Cytochrom c Ferricyanid DCPIP Cytochrom ¢ DCPIP Cytochrom ¢ n.b.
Elektronenakzeptor Ferricyanid Ferricyanid NBT
Cytochrom c Cytochrom c
Untereinheitsstruktur Monomer Monomer Monomer Monomer Monomer Monomer Monomer
Molekulargewicht 40 40 39 40 35,5 38,8 36
[kDa]
Prosthetische Fe»S,, FAD Fe.S», FAD FesxS,, FAD Fe.S», FAD FesxS,, FAD Fe.S», FAD FexS,, FAD
Gruppen
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Die Bestimmung des Fe-Gehalts der homogenen Reduktase—Komponente ergab einen
maximalen Wert von 1 mol Fe/mol Enzym, d.h. nur 50 % des zu erwartenden Wertes fir ein
[2Fe—2S]-Cluster. Bei einigen Praparationen wurde sogar ein volliger Verlust des Eisens
beobachtet, was zu einem vollstandig inaktiven Protein fuhrte. D.h., die niedrige spezifische
Aktivitat der Reduktase—Komponente wahrend der Anreicherung und der damit verbundene
schlechte Anreicherungsfaktor sind in erster Linie auf die Instabilitdt des [2Fe—2S]-Clusters

zurlickzufthren.

Fur den Flavin—Kofaktor der isolierten Reduktase konnte gezeigt werden, dafRR dieser
kovalent am Enzym gebunden ist. Diese Tatsache stellt insofern eine Besonderheit dar, da
bisher 1.) erst ca. 25-30 Enzyme mit einem kovalent—gebundenen Flavin bekannt sind und
2.) fur die NAD(P)H—-Akzeptor—-Reduktase einer Mehrkomponenten—Oxygenase noch nie ein
kovalent—gebundenes Flavin beschrieben wurde (MEWIES et al., 1998). Vielmehr war die
schwache Flavin—Bindung ein Problem bei der Proteinreinigung dieser Reduktasen (WEBER
et al., 1992; XUN, 1996; NEWMAN und WACKETT, 1995; PIKUS et al., 1996; HIGGINS et
al., 1996; PESSIONE et al., 1999). Die kovalente Bindung des Flavins konnte fir die isolierte
Reduktase durch eine Vielzahl von Ergebnissen belegt werden. Alle erhaltenen
Praparationen der Reduktase—Komponente zeigten einen konstanten Flavingehalt von
1 mol Flavin/mol Protein. Nach Denaturierung der Reduktase mittels Trichloressigséaure und
Hitze konnte im erhaltenen Uberstand kein Flavin nachgewiesen werden, und das gesamte
Flavin befand sich im Pellet. Auch unter denaturierenden Bedingungen im SDS-Gel kam es
zu keiner Abtrennung des Flavins, und die Reduktase konnte tber die Anregung des Flavins
als fluoreszierende Bande sichtbar gemacht werden. Ein moglicher Grund fur die kovalente
Bindung des Flavin—Kofaktors koénnte die Beteiligung der Reduktase am Abbau des
Losungsmittels THF sein. In Gegenwart dieses Losungsmittels wird — insbesondere bei
hohen Konzentrationen — ein stabiles Enzymsystem bendtigt, das auch durch die starke
Bindung der Kofaktoren gewahrleistet werden kann. Die beobachtete Labilitét des [2Fe—2S]—
Clusters ist Folge der Enzymreinigungsprozedur und steht somit nicht im Widerspruch zu
dieser Hypothese. So werden unter anderem kovalent—-gebundene Flavine fir Enzyme
beschrieben, die am Abbau von aromatischen Verbindungen beteiligt sind (DECKER, 1993).
Beispiele sind die p—-Cresol-Methylhydroxylase aus Pseudomonas putida (McINTIRE et al.,
1981) und die Vanillylalkohol-Oxidase aus Penicillium simplicissimum (DE JONG et al.,
1992; FRAAIJE et al., 1997).

Wie bereits erwahnt, konnte ein kovalent—gebundenes Flavin bisher erst fur 25-30 Enzyme
beschrieben werden (MEWIES et al., 1998). Diese Tatsache la3t vermuten, dal’ die
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kovalente Bindung des Flavin—Kofaktors nur sehr selten auftritt. Auffallend ist, dal3 die
Uberwiegende Zahl der Enzyme mit einem kovalent—gebundenen Flavin Dehydrogenasen
oder Oxidasen sind. Die hier isolierte Reduktase—Komponente einer MMO stellt somit eine
Besonderheit dar. Beispiele fiir Dehydrogenasen sind die p—Cresol-Methylhydroxylase aus
Pseudomonas putida (McINTIRE et al., 1981) und die Succinat—-Dehydrogenase, die sowohl
in Bakterien als auch in Eukaryonten nachgewiesen wurde (MEWIES et al., 1998). Oxidasen
mit einem kovalent—gebundenen Flavin sind z.B. die Vanillylalkohol-Oxidase aus Penicillium
simplicissimum (DE JONG et al., 1992; FRAAIJE et al., 1997) und die Sarcosin—Oxidase aus
Corynebacterium sp. P-1 (WILLIE et al., 1996).

Kovalent—gebundene Flavine kénnen als FAD oder FMN vorliegen (DECKER, 1993). Fir die
isolierte Reduktase konnte der Flavin—Kofaktor mittels Phosphodiesterase—Behandlung
(DE JONG et al., 1992) als FAD identifiziert werden. Auch in allen anderen NAD(P)H-
Akzeptor—-Reduktasen von MMOs liegt der Flavin—Kofaktor als FAD vor (siehe Tab. 11;
POWLOWSKI und SHINGLER, 1990). Der Befund, daR der Fluoreszenzwert des Flavins
nach Umsetzung mit Phosphodiesterase dem Wert von freiem FMN entsprach, war insofern
ungewohnlich, als kovalent—gebundene Flavine bedingt durch ein Fluoreszenz—Quenching
durch das Protein gewohnlich deutlich niedrigere Fluoreszenzwerte als die freien Kofaktoren
aufweisen (EDMONDSON et al., 1978; DE JONG et al., 1992; DECKER und BRANDSCH,
1997). Andererseits konnte auch das Phosphodiesterase—behandelte Flavin vollstandig mit
Trichloressigsaure ausgefallt werden und somit auch unter diesen Bedingungen eine

kovalente Bindung an das Enzym bestatigt werden.

Die kovalent—gebundenen Flavine werden nach der Art der Bindung ihres Isoalloxazinringes
an den Aminosaurerest des Enzyms eingeteilt: His(N;)-8a—Flavin, His(Nz)-8a—Flavin,
Cys(S)-8a—Flavin, Cys(S)-6a—Flavin und Tyr(O)-8o—Flavin (MEWIES et al., 1998). Kiirzlich
wurde auch die kovalente Bindung an einen Threonin—Rest beschrieben (NAKAYAMA et al.,
2000), wobei hier noch keine Details Uber die genauen Bindungseigenschaften vorliegen.
Die Unterscheidung eines 8a-substituierten Flavins von einem 6a-substituierten Flavin ist
durch einfache spektrale Analyse moglich (SINGER und EDMONDSON, 1980). Ein Cys(S)—
6o—Flavin zeigt im Gegensatz zu den 8o-substituierten Flavinen ein abweichendes
Absorptionsspektrum mit nur einem Maximum von 437 nm (DECKER und BRANDSCH,
1997). Das UV/VIS Spektrum von 8a-—substituierten Flavinen ist dagegen durch die zwei
typischen Absorptionsmaxima bei ca. 380 und 450 nm charakterisiert (EDMONDSON et al.,

1978). Das Flavin der isolierten Reduktase konnte aufgrund seiner spektralen Eigenschaften
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(Maxima bei 384 und 452 nm und hypsochromen Verschiebung des Spektrums nach Zugabe

von SDS) der Gruppe der 8a—substituierten Flavine zugeordnet werden.

Die ldentifizierung des Aminosaurerestes, an dem das Flavin kovalent gebunden ist, kann
durch Analyse der Fluoreszenzeigenschaften des Flavins unter unterschiedlichen
Bedingungen, wie z.B. in Abhangigkeit vom pH-Wert, von der Oxidation mit Perameisen-
saure oder der reduktiven Spaltung mit Dithionit, erfolgen (SINGER und McINTIRE, 1984).
Diese Tatsache nutzten SINGER und McINTIRE (1984), um ein Schema fir die
Vorgehensweise zur Identifizierung der Flavin—Aminosaure—Bindung zu entwickeln. Alle
diese Untersuchungen gehen vom Aminoacyl-Flavin aus, um so eine Beeinflussung der
Flavin—Fluoreszenz durch das Protein zu verhindern. Eine Mdglichkeit, Aussage Uber den
genauen Ort der Flavinbindung zu erhalten, ist die Isolierung des Flavin—Peptides und die
Bestimmung der Sequenz mittels Edman—Abbau (DECKER und BRANDSCH, 1997,
NAKAYAMA et al.,, 2000), wobei sich die Aminosdure, die das Flavin trdgt, durch ein
ungewohnliches Elutionsverhalten auszeichnet. Dies setzt jedoch voraus, dal3 die
vollstindige Aminosauresequenz des Enzyms bekannt ist. Untersuchungen zur
Bindungsstelle des Flavins der isolierten Reduktase wurden nicht durchgefinhrt.
Grundvoraussetzung fur diese Untersuchungen ist — wie schon erwahnt — das Vorliegen
eines Flavin—Peptides. Ein solches Peptid konnte fiir die isolierte Reduktase nicht erhalten
werden. Die Bestimmung der Flavin—Aminosédure-Bindung stellt zweifelsfrei eine
interessante Aufgabenstellung dar, die jedoch nicht im Focus der vorliegenden Arbeit stand.
Da es fur kovalent—-gebundene Flavine keine konservierten Sequenzmotive gibt, die
Ruckschlusse auf den Ort der Bindung zulassen (SINGER und McINTIRE, 1984; MEWIES et
al., 1998), konnte auch aus der Aminosauresequenz der Reduktase keine derartige

Information abgeleitet werden.

Da die isolierte Reduktase die typischen Eigenschaften von NAD(P)H-Akzeptor—-Reduktasen
von MMOs besal3, war davon auszugehen, dal3 es sich hierbei um die Reduktase—
Komponente der THF—Monooxygenase handelt. Diese Hypothese wurde durch Analyse der
dem Gen der Reduktase benachbarten Gene bzw. der von ihnen kodierten Proteine
untermauert. Die Isolierung weiterer Komponenten der putativen THF—Monooxygenase war
nicht moglich, da — wie schon erwahnt — keine THF—abhangige Monooxygenase—Aktivitat im
RE detektierbar war und sich zur Aufreinigung weiterer Komponenten kein geeignetes
Testsystem anbot. Die Primarstruktur der Reduktase—Komponente (ThmD) wies eine
33-37 %ige ldentitat zu den Reduktase—Komponenten verschiedener MMOs auf. In der

Aminosauresequenz konnten drei konservierte Motive identifiziert werden, die fur die Bildung
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des [2Fe—2S]-Clusters vom Chloroplasten—Typ Ferredoxin, fur die Bindung des Flavin—
Isoalloxazinringes und die Bindung der NAD(P)H-Ribose verantwortlich sein sollen
(JOHNSON und OLSON, 1995; HORINOUCHI et al., 1997). Das fur ThmD kalkulierte
Molekulargewicht steht ebenfalls in Einklang mit dem der isolierten Reduktase. Damit decken
sich die aus ThmD ableitbaren Daten mit den bestimmten Eigenschaften der gereinigten
THF—-induzierten NADH-Cytochrom c—Reduktase und bestatigen die Annahme, dal3 dieses

Protein die Reduktase—Komponente einer Mehrkomponenten—Monooxygenase ist.

Die von thmD stromaufwarts bzw. stromabwarts lokalisierten Gene thmABC wiesen
signifikante Homologien zu weiteren Komponenten verschiedener MMOs auf. Die héchsten
Homologien von ThmADBC bestanden mit 21-37 % ldentitat zur Alken—-Monooxygenase aus
Rhodococcus rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994), aber auch zu den meist
untersuchten Enzymen dieser Klasse, den l6slichen Methan—Monooxygenasen aus
Methylococcus capsulatus (Bath) (STAINTHORPE et al, 1990) und Methylosinus
trichosporium OB3b (CARDY et al., 1991a, 1991b). Weitere Homologien bestanden zu
MMOs, die an der Umsetzung von Phenol, Toluol, Alkenen oder Dimethylsulfid beteiligt sind
(NORDLUND et al., 1990; YEN und KARL, 1992; EHRT et al., 1995; HORINOUCHI et al.,
1997; HINO et al.,1998; ZHOU et al., 1999).

Die Analyse des Aufbaus von MMOs erfolgte flr einige Enzyme nach Reinigung und
Charakterisierung der Proteinkomponenten. Die Aufreinigung solcher komplex aufgebauten
Enzyme ist sehr schwierig, so dal3 fur einige MMOs Informationen uber deren Struktur nur
auf der Auswertung molekularbiologischer Daten beruhen (VAN HYLCKAMA VLIEG et al.,
2000; putative MMOs in Datenbanken). Eine charakteristische Eigenschaft fur die Aktivitat
von Mehrkomponenten—Enzymen im zellfreien Extrakt, wie sie auch fur MMOs beschrieben
wurde, ist, dal3 keine Proportionalitat zwischen eingesetzter Proteinmenge und melbarer
Enzymaktivitdt zu beobachten ist (WHITED und GIBSON, 1991; HARTMANS et al., 1991;
TAN et al., 1994). Beispielsweise beschreiben TAN et al. (1994) fir die aus drei
Komponenten bestehende Benzen-Dioxygenase aus Pseudomonas putida ML2, dafld mit
Einsatz einer 5—fachen Proteinmenge im Enzymtest eine 27—fache Aktivitatssteigerung der
Dioxygenase zu verzeichnen war. Diese Nicht-Linearitdt zwischen eingesetzter
Proteinmenge und meRbarer Enzymaktivitdt im RE wurde auf die Limitierung einer
Komponente zurlckgefihrt, da eine deutliche Aktivitatssteigerung mit Zusatz der gereinigten
Ferredoxin—Komponente zum Testsystem erreicht werde konnte. Die deutliche Abnahme der
Aktivitat mit niedrigen Proteinmengen im Enzymtest ist durch die damit verbundene hohe
Verdiinnung der Enzymldsung verursacht. STRIJEWSKI (1982) geht von einer Dissoziation
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des Oxygenase—Komplexes bei geringen Proteinkonzentrationen aus. Fir andere
Mehrkomponenten—Oxygenasen wurde eine Limitierung der Reduktase—Komponente im
zellfreien Extrakt gezeigt (BATIE et al., 1987; LOCHER et al., 1991b; BUNZ und COOK,
1993). Eine weitere Schwierigkeit bei der Aufreinigung eines Mehrkomponenten—Enzyms
besteht in der Dissoziation der Komponenten bei der Chromatographie des RE’s. Die
Wiederherstellung der Di— bzw. Monooxygenase—Aktivitdt konnte erst durch Komplemen-
tierung einzelner Proteinfraktionen erreicht werden (HARTMANS et al., 1991; WHITED und
GIBSON, 1991; SMALL und ENSIGN, 1997; BECKER et al., 1997; PESSIONE et al., 1999).
Mit dieser Strategie wurden einige MMOs aufgereinigt, und deren Komponenten konnten
proteinchemisch charakterisiert werden. Beispiele flr eine erfolgreiche Proteinreinigung sind
die Methan—Monooxygenasen aus M. capsulatus (Bath) und aus M. trichosporium OB3b
(COLBY und DALTON, 1978; FOX et al, 1989), die Alken—Monooxygenase aus
R. rhodochrous B-276 (MIURA und DALTON, 1995), die Toluen—4-Monooxygenase aus
P. mendocina KR1 (WHITED und GIBSON, 1991), die Toluen—2—Monooxygenase aus
B. cepacia G4 (NEWMAN und WACKETT, 1995) und die Alken—Monooxygenase aus
Xanthobacter Stamm Py2 (SMALL und ENSIGN, 1997) Tab.12 gibt einen Uberblick Giber den
Aufbau verschiedener MMOs und deren Kofaktoren.

Die Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276 und die Methan—Monooxygenase
aus M. capsulatus (Bath) sind Vertreter der Dreikomponenten—Enzyme und katalysieren die
Hydroxylierung und/oder Epoxidation des entsprechenden Substrats. Die Oxygenase—
Komponente der Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276 ist ein Heterodimer
(53 kDa und 35 kDa). Dieser Aufbau ist jedoch nicht charakteristisch fur MMOs, da diese
Struktur bisher ausschlieRlich fir die Oxygenase—Komponente der Alken—Monooxygenase
nachgewiesen wurde. Andere bekannte MMOs besitzen eine Oxygenase—Komponente, die
aus drei verschiedenen Untereinheiten besteht und eine heterohexamere Struktur bilden.
Alle Oxygenase—Komponenten dieses Typs haben gemeinsam, daf} die a—Untereinheit zwei
Sauerstoff—-verbriickte Eisenatome enthalt, die das katalytische Zentrum des Enzyms bilden
(FOX et al., 1989; GALLAGHER et al., 1997). Die am Transfer der Elektronen beteiligte
Reduktase—Komponente wurde bereits vorgestellt (Tab. 11). Die dritte Komponente der
MMOs ist ein regulatorisches Protein, das keine Kofaktoren besitzt und trotz &hnlicher
Funktion unterschiedlich benannt wurde. So wird es bei der Alken—Monooxygenase aus
R. rhodochrous B—276 als Kopplungsprotein, bei der Methan—Monooxygenase als Protein B,
bei der Alken—Monooxygenase aus Xanthobacter Stamm Py2 als kleines Protein und bei der
Toluen—4—Monooxygenase als Effektorprotein bezeichnet. Dieses regulatorische Protein
besitzt keine Kofaktoren und ist nicht direkt am Elektronentransport beteiligt, sondern spielt
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eine Rolle bei der Effizienz der Katalyse (LLOYD et al, 1997). Fur die Methan—
Monooxygenase aus M. trichosporium OB3b wurde beschrieben, dafl} in Anwesenheit von
Protein B eine 150—fache Aktivitatssteigerung beobachtet werden konnte (FOX et al., 1989).

Fur die Toluen—4—Monooxygenase aus P. mendocina KR1 wurde eine vierte, essentielle
Komponente identifiziert, was durch Deletionsmutationen im Gencluster und dem damit
verbundenen Verlust der Monooxygenase—Aktivitdt gezeigt werden konnte (YEN et al.,
1991). Diese Komponente ist ein 12,5 kDa Protein dimerer Struktur mit einem Rieske-Typ
[2Fe—2S]-Cluster und wurde als Ferredoxin—Komponente identifiziert. Dieses Ferredoxin
dient als Elektronenakzeptor der Reduktase—Komponente und Ubertragt die Elektronen auf
die katalytische Untereinheit der terminalen Oxygenase—Komponente (MASON und
CAMMACK, 1992; SMALL und ENSIGN, 1997). Eine Ferredoxin—Komponente wurde aul3er
bei der Toluen—-4-Monooxygenase aus P. mendocina KR1 auch fir die Alken—
Monooxygenase aus Xanthobacter Stamm Py2 (SMALL und ENSIGN, 1997; ZHOU et al.,
1999), die Isopren—Monooxygenase aus Rhodococcus sp. Stamm AD45 (VAN HYLCKAMA
VLIEG et al., 2000), die Phenol-Hydroxylase aus Ralstonia eutropha JMP134 (Accession
Number AF06589), die Toluen/o—Xylen—Monooxygenase aus Pseudomonas stutzeri OX1
(BERTONI et al., 1998) und die Toluen—3—Monooxygenase aus Pseudomonas pickettii
PKO1 (BYRNE et al., 1995) beschrieben.

Die vollstandigen Sequenzen einer ganzen Reihe von MMOs sind in Datenbanken hinterlegt.
Die aus den Gensequenzen verschiedener MMOs abgeleiteten Aminosduresequenzen
zeigen untereinander signifikante Homologien (BYRNE et al., 1995; BERTONI et al., 1998;
ZHOU et al., 1999). Durch Sequenzvergleiche mit Datenbanken konnten die in dieser Arbeit
beschriebenen Gene thmADBC als Strukturgene einer MMO identifiziert werden. Der
Sequenzvergleich von ThmADBC zeigte, da? thmA und thmB fir die a—Untereinheit und
B—Untereinheit der Oxygenase, thmD fur die Reduktase und thmC fur das Kopplungsprotein
kodieren. Die THF-Monooxygenase kann somit in die Gruppe der Dreikomponenten—
Monooxygenasen eingeordnet werden. |hr Aufbau entspricht dem der Alken—
Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276, zu deren Komponenten ThmADBC auch die
hochsten Sequenzhomologien aufwiesen. Eine Aussage uber die Untereinheitsstruktur des
nativen Proteins kann anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht getroffen werden.
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Alken—Monooxygenase aus Rhodococcus

rhodochrous B-276 (MIURA und DALTON, 1995), Methan—Monooxygenase aus

Methylococcus capsulatus (Bath)

(COLBY

und DALTON,

1978), Alken—

Monooxygenase aus Xanthobacter Stamm Py2 (SMALL und ENSIGN, 1997) und
Toluen—-4—-Monooxygenase aus Pseudomonas mendocina KR1 (YEN et al., 1991,
YEN und KARL, 1992),(-) nicht vorhanden.

Mehrkomponenten— Alken— Methan— Alken— Toluen—4—
Monooxygenase Monooxygenase Monooxygenase Monooxygenase Monooxygenase
Organismus R. rhodochrous M. capsulatus Xanthobacter P. mendocina
B-—276 (Bath) Stamm Py2 KR1
Aufbau 3 Komponenten | 3 Komponenten | 4 Komponenten | 4 Komponenten
Katalytische Aktivitat Epoxidation Hydroxylierung Epoxidation Hydroxylierung
Epoxidation

Oxygenase
Untereinheits— o} (aBy)2 (aBy)2 (ape)2
struktur
Molekulargewicht der 53; 35 54; 42; 17 58,1; 38; 9,6 55; 35; 9,6
Untereinheiten [kDa]
Natives 95 210 195 220
Molekulargewicht
[kDa]
Fe—Gehalt [mol/mol] 2 4,6 3,8 3
Reduktase
siehe Tab. 11
Regulatorisches Kopplungsprotein Protein B Kleines Protein Effektorprotein
Protein
Untereinheits— Monomer Monomer Monomer Monomer
struktur
Molekulargewicht 14 16 11 11,6
[kDa]
Prosthetische - - - -
Gruppe
Ferredoxin
Untereinheits— - - Dimer Dimer
struktur
Molekulargewicht 13 12,5

[kDa]

Prosthetische
Gruppe

Rieske-Typ Fe,S,

Rieske-Typ Fe,S,
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Die Strukturgene aller bisher beschriebenen MMOs liegen in einem Gencluster vor, wobei
interessanterweise die Anordnung der Gene fir die verschiedenen MMOs unterschiedlich ist.
Abb. 32 zeigt die Organisation der Gene verschiedener MMOs im Vergleich mit dem thm-

Gencluster.
thm ADBC K
amo ABCD
dmp KLMNOP R
mmo XYBZC R
tmo ABCDEF ”:?@f@& K B R
Abbildung 32: Anordnung der Strukturgene verschiedener MMOs. thm. THF—-Monooxygenase

aus Pseudonocardia sp. Stamm K1; amo: Alken—Monooxygenase aus R.
rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994), dmp: Phenol-Hydroxylase
aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 (NORDLUND et al., 1990), mmo: Methan—
Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) (STAINTHORPE et al, 1990) und
tmo: Toluen—4—Monooxygenase aus P. mendocina KR1 (YEN und KARL, 1992).

Auffallend ist, daR bei allen MMOs das Gen der Reduktase—Komponente sonst immer am
3—Ende zu finden ist. Die Lokalisation des Reduktase—Gens zwischen den Strukturgenen
der Oxygenase, so wie es im thm-Gencluster der Fall ist, wurde dagegen bisher noch nie
beschrieben. Die unterschiedliche Organisation der Strukturgene und in einigen Fallen das
Vorhandensein des Gens fir die y-Untereinheit der Oxygenase und fur die Ferredoxin—
Komponente kénnte auf eine Rekombination der Gene bzw. von Genbereichen im Laufe der
Evolution beruhen. Auch in der Klasse der Mehrkomponenten—Monooxygenasen und
—Dioxygenasen, deren Oxygenase—Komponente im Gegensatz zu den MMOs ein
mononukleares, Nicht-Ham Eisen und ein Rieske [2Fe-2S]-Cluster besitzt, wird eine
Kombination von funktionellen Domanen diskutiert (ROSCHE et al., 1997). Interessant ist
nun, dalR auch zwischen diesen beiden Klassen teilweise signifikante Ahnlichkeiten in den

Komponenten der Elektronentransportkette vorliegen. ROSCHE et al. (1997) machten dies in
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einem Dendrogramm deutlich, aus dem hervorgeht, dal die Aminosduresequenz der
Reduktase—Komponente der Methan—Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) und der
Phenol-Hydroxylase aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 phylogenetisch zueinander eine
gréRere Distanz aufweisen als zu verschiedenen Reduktase—Komponenten der Klasse von
Mehrkomponenten—Enzymen mit einem mononuklearen Eisenzentrum. Auch die
Primarstruktur der in MMOs teilweise vorkommenden Ferredoxin—-Komponente besitzt die
hdchsten Homologien zu den Ferredoxin—-Komponenten dieser Klasse (YEN et al., 1991;
ZHOU et al.,, 1999). Diese Fakten lassen vermuten, dal3 zwischen den Klassen der
Mehrkomponenten—-Oxygenasen mit Nicht-Ham Eisen evolutiondre Zusammenhange

bestehen.

Stromaufwarts des Reduktase—Gens (thmD) befindet sich ein weiterer mdglicher offener
Leserahmen (orfX). Interessant ist, dall sich auch im Gencluster der Methan—
Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) und M. trichosporium OB3b stromaufwarts der
Reduktase ein mdglicher ORF (orfY in beiden Fallen) befindet (STAINTHORPE et al., 1990;
CARDY et al, 1991b). Deren abgeleitete Aminosauresequenzen weisen zwar eine
signifikante Homologie zueinander (35 % Identitat, 60 % Ahnlichkeit) auf, jedoch nicht zur
Primarstruktur eines Proteins bekannter Funktion. Mittels Westernblot—Analyse konnte ein
durch orfY kodiertes Protein nicht nachgewiesen werden (MURRELL et al., 2000). Somit ist
die Funktion von orfY unklar. Gleiches gilt auch fur orfX, der ebenfalls mit groRRer
Wahrscheinlichkeit fur kein Protein kodiert, da stromaufwarts keine mdgliche Ribosomen-
bindestelle identifiziert werden konnte, die abgeleitete Aminosauresequenz keine Homologie
zu einem bekannten Protein aufwies und sich innerhalb von orfX eine inverted repeat—
Struktur befindet.

Das aktive Zentrum der MMOs ist auf der a—Untereinheit der Oxygenase lokalisiert und wird
durch ein Fe—O—Fe—Zentrum gebildet. Am binuklearen Eisenzentrum erfolgt die Sauerstoff-
aktivierung und Substratoxidation (PAULSEN et al., 1994). Durch Sequenzverleich von
ThmA mit der Aminosauresequenz der a—Untereinheit verschiedener MMOs konnte das
hoch konservierte Motiv EX (232 DEXRHX (91-94)EX(25-37DEXRH, welches fir die Bildung des
binuklearen Eisenzentrums verantwortlich ist, identifiziert werden (LIBSCOMB, 1994;
POWLOWSKI und SHINGLER, 1994; JOHNSON und OLSEN, 1995). Fur die Methan—
Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) und M. trichosporium OB3b konnte durch
spektroskopische und kristallographische Untersuchungen die Struktur des aktiven Zentrums
aufgeklart werden (LIPSCOMB, 1994; ROSENZWEIG et al., 1997; ELANGO et al., 1997,
WESTERHEIDE et al., 2000). Die Koordinierung der beiden Eisenatome im aktiven Zentrum



101

der Methan—Monooxygenasen, die uber ein Sauerstoffatom miteinander verbunden sind,
erfolgt Uber vier Glutamatreste (Gluiis, Gluisg, Gluyge und Gluyss) und zwei Histidinreste
(His147 und His,ge) (Abb. 33). Am Fe(1) ist ein Wasser—Molekil gebunden. Die konservierten
Aspartatreste (Aspisz und Asp.s,) bilden jeweils eine Wasserstoffbriickenbindung zum
Hisisz bzw. Hisye. In Analogie zu den hoch konservierten Aminoséuren der Methan—
Monooxygenase findet man in der Sequenz der a—Untereinheit der THF—Monooxygenase
die Glutamatreste Gluigs, Gluiss, Gluigg und Glu,ss, die Histidinreste Hisisg und Hissss Sowie
die Aspartatreste Aspizs und Asp.s, (Abb. 34), die somit fur die Ausbildung eines binuklearen
Eisenzentrums verantwortlich sein sollten. Damit wiirde die Fixierung von Fe(1) tber Gluygs,
Gluiss und Hisisg und von Fe(2) Uber Gluige, Glusss und His,se erfolgen. Eine Interaktion von

Hisi3s mit Asp.s, sowie His,ss mit Aspiss kann ebenso postuliert werden.

(H), O ; Glu,,,

o) @)
I I
(l) (2)

Ussg / \\ H/ \ Y

N
H H

O 0O @)

Abbildung 33: Struktur des aktiven Zentrums der Methan—Monooxygenase aus
Methylococcus capsulatus  (Bath) (LIPSCOMB, 1994).
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ThmA e MTAPPMKRPRRSITASHAKIGELGWDRTYYPHERGKYPSRYKLPNKPGRD 50
MmoX MALSTATKAATDALAANRAPTSVNAQEVHRWLQSFNWDFK NNRTKYATKYKMAN-ETKE 58
* * *. K . . * *'k . *)\' * .

ThmA PMKQIMGDYLHMQNEKDDRVHGGLDAAVR-AEVPGKAPLRWLELLKPYLL T 109
MmoX QFKLIAKEYARMEAVKDERQFGSLQVALTRLNAGVRVHPKWNETMKVVSN L 1118

:** -k * ***.*.*”*- ** * .
ThmA RCMGMLVDALDDPELQNAYYIQQL QR TAMOQMNLYRWYMKNMPEPVGWNLGLQAVGGD 169
MmoX AATGMLWDSAQAAEQKNGYLAQVL THQCAYVNYYFAKNGQDPAGHNDARRTRTIG 178

kkk ke« Kk ok k k% *%* e kk *** .

=TAH NTI AFPDVAVRNHDFALPTYMNS 228
'AC AVTEWAAANGDEITP[TVFLS 238

ThmA SILVAAQNLTGS-FMTGORFQAAVALQV
MmoX PLWKGMKRVFSDGFISGPAVECSLNLQLVG
. .. k% D) P

* 'k -* * % ****

ThmA VQS EﬁglNNGYATLLYLLQEPENAPLLEQDIQQMFWTVHAFVDAFMGILVEYAPTDAT 288

MmoX IET MANGYQTVVSIANDPASAKYLNTDLNNAFWTQQKYFTPVLGMLFEYGSKFKYV 298
R Rk kR R Rk R R

ThmA DPESWTTKWDRWVNDDYYRSYIVNLGKLGLKIPDSIFKRARERIAADYHHKVAVGVWASW 348

MmoX EP--WVKTWNRWVYEDWGGIWIGRLGKYGVESPRSLKDAKQD--AYWAHHDLYLLAYALW 354
:* *.”*:*** * :* '*** * * *: . * **.: * *

ThmA PFHYYKYGNLEQKDYDWFESKYPGWNEKFGAFWRGYAD--VRYPGSGPLQLPGLLEGAGP 406

MmoX PTGFFRLALPDQEEMEWFEANYPGWYDHYGKIYEEWRARGCEDPSSGFIPLMWFIENNHP 414
* * *** ***** .***:* * *

ThmA ICWTCQLGCLRPEEQCHRIVDEHTRFYCSPECKWIDMTNPGRYVGDR------ VWFDRYH 460

MmoX IYIDRVSQVPFCPSLAKGASTLRVHEYNGQMHTFSDQWGERMWLAEPERYECQNIFEQYE 474
* . PR3 .k e )k

ThmA GWEYSEIVRDLGFLRPDGKTLTGQPHVDPDPAKQWTIDDLRELGHIMQSPNILTAERLGL 520

MmoX GRELSEVIAELHGLRSDGKTLIAQPHVRGD--KLWTLDDIKRLNCVFKNPVKAFN ----- 527
**** * ** *kkkk **** * *** ** *

ThmA PYKRVEYTGTKPGDMPPTIPPLFGV 545

MmoX

Abbildung 14: Vergleich der vollstandigen Aminoséuresequenz von ThmA mit der Sequenz

der a-Untereinheit der Methan—Monooxygenase. MmoX: a-Untereinheit der
Methan—Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) (STAINTHORPE et al., 1990).
Identische Aminosauren sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet, konservierte
Substitutionen durch Doppelpunkt (: ), semi—konservierte durch Punkt (. ), eingefligte
Lucken durch (-). Die konservierten Aminoséure—Reste des Sequenzmotivs des
binuklearen Eisenzentrums  EX(g 3,)DEXRHX(g1.99EX(28-37DEXRH  sind grau
unterlegt. Eingerahmt sind die Aminoséuren der hydrophoben Tasche des aktiven
Zentrums der Methan—Monooxygenase und die analogen Positionen in ThmA. Der
Sequenzvergleich wurde unter Verwendung des Programms CLUSTAL W
(THOMPSON et al., 1994) erstellt.

Die hydrophobe Tasche des aktiven Zentrums der Methan—Monooxygenase aus
M. capsulatus (Bath), in der die Eisenatome und ihre koordinierenden Aminosauren
lokalisiert sind, wird durch Thr,;3 und die hydophoben Reste Leuiiq, Alaiiz, Pheigs, Pheig,,
LeUsos, Glyags, llez17, Pheasss und llesss, gebildet (ROSENZWEIG et al., 1993). Fir ThmA findet

man in vier analogen Positionen die gleichen Aminosaure—Reste Alaigg, Pheigy, Leuiqs und
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Thrys (Abb. 34). Die Aminosauren Leusig, Pheigg, Glyaos, 11€217, llezsg und Pheyss der Methan—
Monooxygenase sind in ThmA durch Valio;, Thrize, Valigs, Leussr, Metys und Valy,g ersetzt.
Auffallend ist, dal3 in ThmA in drei analogen Positionen ein Valin als hydrophobe Aminosaure
auftritt. Zusammenfassend kann man sagen, daf3 die Primarstruktur von ThmA signifikante
Ahnlichkeit zur Struktur der a—Untereinheit der Methan—-Monooxygenase hat. Somit diirfte
auch das aktive Zentrum beider Proteine ahnlich aufgebaut sein. DalR das aktive Zentrum
der THF—Monooxygenase gewisse Abweichungen von dem der Methan—Monooxygenase
zeigt, wie z.B. den Austausch von Phejgs und Phesss durch einen Threonin— bzw. Methionin—
Rest, ist aufgrund der unterschiedlichen Substratspezifitat plausibel. Wahrend Methan eine
hydrophobe, aliphatische Verbindung darstellt, ist THF ein gut wasserloslicher, zyklischer
Ether.

Die abgeleitete Aminosauresequenz von thmB zeigte signifikante Homologien zur
B—Untereinheit verschiedener MMOs. Die héchsten Homologien bestehen zur f—Untereinheit
der Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous B—276 mit 28 %iger ldentitat, der Phenol-
Hydroxylase aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 mit 26 %iger Identitdt und der Methan—
Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) mit 27 %iger Identitdt. Vergleicht man die
Priméarstruktur der pB-Untereinheiten dieser MMOs miteinander, so findet man nur sehr
wenige konservierte Reste. Abb. 35 zeigt einen Sequenzvergleich von ThmB mit der
B—Untereinheit verschiedener MMOs. Dieser Vergleich macht deutlich, dall nur
19 Aminosaurereste konserviert vorliegen, was bezogen auf die Gesamtsequenz (ca. 350
Aminosauren) einer Identitat von nur 5,4 % entspricht. Fir die f—Untereinheit der Methan—
Monooxygenase aus M. trichosporium OB3b wurde in cross—linking—Experimenten eine
Vernetzung mit der a—Untereinheit und mit der Reduktase gezeigt (FOX et al., 1991).
Aufgrund des gemeinsamen cross—linked—Produkts aus B—Untereinheit und Reduktase wird
diskutiert, daRR sich die Bindestelle der fir die Monooxygenase—Aktivitat essentiellen

Reduktase—Komponente an der B—Untereinheit des Oxygenase—Komplexes befindet.
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.................. MSASAAERRELRELERSQHWFIPERKRSSLYEDVTIDVQPSYV 42

................. MTTEATVARPVELEGHRTFTWFTPARRKPTEYELYTVGQQSTP 43

............... MSVEIKTNTVDPIRQTYGNLQRRFGD--KPASRYQEASYDIEAVT 43

MSMLGERRRGLTDPEMAAVILKALPEAPLDGNNKMGYFVTPRWKRLTEYEALTVYAQPNA 60
e ke . .

HRHTR----FGYPIAFPNGRPSFWDDSTAIQSSDWYAFRDPGGLWERTFFQTGSTHEREI 98
DEWLH----VDWPLRFDDGRAPWEEESSAVRTSEWSAYRDPHQLWQRPYVSTCNQDQQAL 99
NFHYR-------- PLWDPQHELHDPTRTAIRMTDWHKVTDPRQFYYGAYVQTRARMQEAT 95
DWIAGGLDWGDWTQKFHGGRPSWGNETTELRTVDWFKHRDPLRRWHAPYVKDKAEEWRYT 120

ko Kk - .

ENDLQVARDNNLFDAVSKEWVD-FLSAQLLPISLTEYGLVAPQSAALRPALGDAIANCLG 157

ARLVPVLTMG--SAAITPIWSQKILARSYAAWPFVEYGLFLSLAYAVRQAMSDTVQFSVV 157

EHAYGFCEKRELLSRLPAELQA-KLLRCLVPLRHAELGANMNNSSIAGDSIAATVTQMHI 154

DRFLQGYSADGQIRAMNPTWRTSSCNRYWGAFLFNEYGLFNAHSQGAREALSDVTRVSLA 180
. * % . .

YSAGYKLRQAQALVLYGGELEREIPGFSTADGK--RRFLEDPEWQPTRRYLER-LASITD 214
FQAVDRMRLLQDIVHHLDHLQ-ESPEFSDAGAR--EAWMSDSTLVPIREVIER-IAASQD 213
YQAMDRLGMGQYLSRIGLLLD---GGTGEALDQAKAYWLDDPIWQGLRRYVED-SFVIRD 210

FWGFDKIDIAQMIQLERGFLAKIVPGFDESTAVPKAEWTNGEVYKSARLAVEGLWQEVFD 240
ko * . . * % *

WAETIVAANICFEPLIGSLLRREVLIRLAGSYGDATTPTLGQVAQAEWGWVRDWSVALVR 274
WVEILVAGTLVFEPLVGHLAKAELFSRRAPMFGDGTTPAVLASALLDSGRHLESVQALVR 273
WFELGLAQNLVLDGLLQPLMYQRFDQWLT-ENGGSDVAMLTEFMRDWYGESTRWVDAMFK 269
WNESAFSVHAVYDALFGQFVRREFFQRLAPRFGDNLTPFFINQAQTYFQIAKQGVQDLYY 300

. - % . . * N

-FILNDTTYSEANTQKVQEWLEDWGTMAREAIDALEPVFSSIDPAYSETRQRLNQDHADL 333
-LVCOQDPVHGDQNQATVRRWIEEWQPRCKAAAQSFLPTFSDCGIDAKESANALSRALAN- 331
TVLAEN----DANREQVQAWLEVWEPRAYEALLPLAEEATGIAALDEVR-----SAFATR 320

NCLGDDPEFSDYNRTVMRNWTGKWLEPTIAALRDFMGLFAKLPAGTTDKEEITASLYRVV 360

-k k% *

LQECGLKSSEVTV------nnnnmnev 346
-QRAAVEGAGITA-------------- 343
LQKIGLKSREE---------------- 331

DDGSRTTPAGSTSRRTAIRSLKRFWQD 387

Abbildung 35: Vergleich der vollstandigen Aminoséduresequenz von ThmB mit der Sequenz

der B—Untereinheit von verschiedenen MMOs.  AmoA: Alken—Monooxygenase aus
R. rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI, 1994), DmpL: Phenol-
Hydroxylase aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 (NORDLUND et al., 1990),
MmoY: Methan—Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) (STAINTHORPE et al.,
1990). Identische Aminosauren sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet,
konservierte Substitutionen durch Doppelpunkt (: ), semi—konservierte durch Punkt
(.), eingefugte Lucken durch (-). Der Sequenzvergleich wurde unter Verwendung
des Programms CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) erstellt.

Die Funktion von ThmC als Kopplungsprotein der THF—Monooxygenase wurde aufgrund der

bestehenden Homologie (21 % Identitat, 42 % Ahnlichkeit) zum Kopplungsprotein der Alken—

Monooxygenase aus R. rhodochrous B—276 postuliert. Die Ahnlichkeit erstreckt sich tiber die

gesamte Aminosauresequenz. In Abb. 36 ist ein Sequenzvergleich von ThmC und AmoB

gezeigt. FlUr das Kopplungsprotein der Alken—Monooxygenase konnte gezeigt werden, daf3
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mit Anwesenheit dieses Proteins im Enzymtest eine Aktivitatssteigerung der Monooxygenase
erreicht werden konnte (MIURA und DALTON, 1995). Das gereinigte Protein wies im
Gegensatz zur aus amoB abgeleiteten Aminosauresequenz einen um 11 Aminosduren
verkirzten N-Terminus auf (SAEKI, 1998). Dabei erfolgt die N—terminale Abspaltung
zwischen Ser;; und Thry,. Eine solche mogliche Schnittstelle im N—-terminalen Bereich von
ThmC konnte nicht identifiziert werden. ThmC zeigt an der entsprechenden Position im
Sequenzvergleich ein Serg und ein Alag. Fir das regulatorische Protein (Protein B) der
Methan—Monooxygenase aus M. capsulatus (Bath) wurde beobachtet, dal3 dieses in zwei
verklrzten Formen (Protein B und Protein B™") auftritt, die inaktiv sind (LLOYD et al., 1997).
Beim aktiven Protein B liegt dagegen nur eine aminoterminale Abspaltung des Methionins
vor. Protein B und Protein B werden durch Spaltung von Protein B zwischen Met;, und
Gly;s und zwischen Glny und Valz, gebildet. Das gleichzeitige Auftreten von aktivem und
inaktivem Protein B wurde mit der Regulation der Aktivitat in der Zelle erklart. Man geht
davon aus, dal die Spaltung nicht durch Proteasen, sondern autokatalytisch erfolgt. Die
Funktion des N-Terminus ist bisher unklar (WALTERS et al, 1999). Die Spaltstellen von

Protein B sind in der Aminosauresequenz von ThmC nicht konserviert.

ThmC ---MTDATATSAAENGSGDAAYDYVGLVMQRTPEGE-AVGRVCSQTPGVEVITNTTFLDV 56
AmoB MTDVKETTVTSTPSAAVPGTKNRRVGISLISSSDTEAAVEHIAETQPDAKIDFRDCFYKI 60
ook kke . kke o 00k Kk e * e * -

ThmC RAKDRLIVNFDAVGEELGSDMDGYVLQEHMTTHYGRMAMTDDSFILVADPLELIELINSG 116

AmoB ERDGQLSFDMAELSEIAGRDIDTDIFLVNMSTYYGRIVVSDGRVDIYAE-IQPARFKD-- 117
LR Lk R Rk kknkkke k0 ko

ThmC S 117

AmoB -

Abbildung 36: Vergleich der vollstandigen Aminoséuresequenz von ThmC mit der Sequenz
des Kopplungsproteins der Alken—Monooxygenase. AmoB: Kopplungsprotein
der Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276 (SAEKI und FURUHASHI,
1994). Identische Aminosduren sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet,
konservierte Substitutionen durch Doppelpunkt (: ), semi—konservierte durch Punkt
(.), eingefugte Licken durch (-). Der Sequenzvergleich wurde unter Verwendung
des Programms CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994) erstellt.

Obwohl die Primarstruktur von Protein B aus M. capsulatus (Bath) und M. trichosporium
OB3b zueinander eine signifikante Homologie (66 % ldentitat, 89,4 % Ahnlichkeit) aufweisen,
unterscheidet sich deren regulatorische Funktion in bezug auf die Monooxygenaseaktivitat
(LLOYD et al., 1997). Fur Protein B aus M. capsulatus (Bath) wurde gezeigt, dal3 sich in
dessen Anwesenheit die katalytische Aktivitdt der Oxygenase — von einer Oxidase zu einer

Oxygenase — andert (LUND et al, 1985). Ohne Protein B im Enzymtest wurde keine
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Substratoxidation beobachtet. Damit reguliert Protein B aus M. capsulatus (Bath)
wahrscheinlich den Elektronentransfer von der Reduktase auf die Oxygenase und koppelt
den NADH-Verbrauch mit der Substratoxidation. Im Gegensatz dazu wird fur die Aktivitat der
Methan—-Monooxygenase aus M. trichosporium OB3b beschrieben, dald eine Substrat-
umsetzung auch ohne Protein B erfolgt und dafl3 in dessen Anwesenheit eine 150—fache
Aktivitatssteigerung zu verzeichnen ist (FOX et al., 1989). Somit spielt Protein B aus
M. trichosporium OB3b eine Rolle bei der Effizienz der Katalyse. Protein B bindet an die
o—Untereinheit des Oxygenase—Komplexes (FOX et al., 1991) und verandert wahrscheinlich
die Eigenschaften der Oxygenase bzw. des binuklearen Eisenzentrums (LLOYD et al.,
1997).

Aufgrund der aufgezeigten Ahnlichkeiten von ThmADBC zur Primérstruktur verschiedener
Komponenten von MMOs deutete alles darauf hin, da3 thmADBC die Strukturgene einer
MMO sind. Da fur die isolierte Reduktase gezeigt werden konnte, dal? diese THF—induziert in
Pseudonocardia sp. Stamm K1 gebildet wird, sollten auch die Gene thmABC spezifisch
induzierbar sein. Northern—Hybridisierungs—Experimente zeigten eindeutig, daf3 die
Transkription von thmADBC in THF—gewachsenen Zellen erfolgte, aber nicht in Succinat—
gewachsenen Zellen. Damit kann mit hoher Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dald
thmADBC fur die THF-Monooxygenase kodieren. Die Auswertung der erhaltenen
Transkripte ergab, daf? die thm—Gene polycistronisch (thmADBC), bicistronisch (thmBC) und
monocistronisch (thmA) transkribiert werden. Der Transkriptionsstartpunkt stromaufwarts von
thmA und thmB wurde mittels primer—extension—Experimenten bestatigt. Als mdogliche
Terminationsstrukturen wurden stromabwarts von thmA und thmC palindromische
Sequenzen identifiziert, die eine freie Energie von -32,7 kJ/mol bzw. -162,4 kJ/mol
aufweisen. Ein ahnliches Transkriptionsmuster wurde auch fir die Gene der Methan—
Monooxygenase aus M. trichosporium OB3b beschrieben (NIELSEN et al., 1997). Die mmo-
Gene der Methan—-Monooxygenase werden polycistronisch transkribiert, wobei sich die
entsprechende 5,5 kb—mRNA relativ instabil erwies. Weiterhin wurde fir das Gen der
o—Untereinheit der Oxygenase mmoX Ubereinstimmend zu thmA ein monocistronisches
Transkript erhalten. Zwei weitere mMRNAs umfassen die Gene der B-Untereinheit und
y—Untereinheit der Oxygenase und des regulatorischen Protein B (mmoYBZ) bzw. zusatzlich
das Gen der Reduktase (mmoYBZC). Das erste dieser beiden Transkripte entspricht somit
der fir Pseudonocardia sp. Stamm K1 gefundenen mRNA thmBC, da die Oxygenase der
THF-Monooxygenase keine y—Untereinheit besitzt. Ein gemeinsames Transkript von thmD
und thmBC in Analogie zum Transkript mmoYBZC der Methan—Monooxygenase wurde in

Pseudonocardia sp. Stamm K1 nicht erhalten.
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Nach Identifizierung der beiden Transkriptionsstartpunkte stromaufwérts von thmA bzw.
thmB sollte eine Aussage Uber mogliche Promotor—Sequenzen getroffen werden. Eine
Ubereinstimmung bzw. Ahnlichkeit zu bekannten Erkennungssequenzen von o—Faktoren
war jedoch nicht vorhanden (WOSTEN, 1998). Da die Promotor—Struktur in der -24/-12—
Region nicht die essentiellen Basen GG und GC fiir einen ¢>*-abhédngigen Promotor
aufwiesen (THONY und HENNECKE, 1989), kann dieser Promotor-Typ ausgeschlossen
werden. Vielmehr kénnte es sich um die Erkennungssequenz eines o'°-Faktors handeln.
Der Vergleich von 139 potentiellen 6’°~abhangigen Promotorregionen, die in den ebenfalls
Gram—positiven Streptomyceten identifiziert wurden, liel3 erkennen, daf nur 29 die typische
-35-Region TTGACA und -10-Region TATAAT eines o'°— abh&ngigen Promotors aufwiesen
(STROHL, 1992). Die librigen Promotor—Sequenzen zeigten meist keinerlei Ahnlichkeit zur
Konsensus—Sequenz. Wie im gesamten Chromosom weisen Streptomyceten, z.B. im
Gegensatz zu E. coli, auch im Bereich der Promotoren einen hohen G+C-Gehalt auf. Die
Promotor—Region stromaufwarts von thmA und thmB besitzt ebenfalls einen hohen G+C-
Gehalt. Eine Ubereinstimmung mit den von STROHL (1992) aufgefilhrten Promotor—
Sequenzen konnte nicht gefunden werden, allerdings wiesen die Sequenzen untereinander
eine gewisse Ahnlichkeit auf. Dies IaRt vermuten, daR die Transkription méglicherweise unter
Kontrolle des gleichen o-Faktors steht. Die Transkription der Gene der Methan—
Monooxygenase aus M. trichosporium OB3b erfolgt unter Kontrolle von zwei verschiedenen
o—Faktoren. Stromaufwarts des Gens der a-Untereinheit (mmoX) wurde die Erkennungs-
sequenz fiir einen o>*-Faktor, stromaufwérts des Gens der B-Untereinheit (mmoY) die
Erkennungssequenz eines o’°-Faktors identifiziert (NIELSEN et al., 1997). Im Gegensatz
dazu erfolgt die Transkription des Genclusters der Methan—Monooxygenase aus
M. capsulatus (Bath), das in seiner Genanordnung dem der Methan—Monooxygenase aus
M. trichosporium OB3b entspricht, in einem anderen Transkriptionsmuster und steht nur
unter Kontrolle eines o’°~Faktors (NIELSEN et al., 1996).

Der letztendliche Nachweis dafiir, daf? die thm—Gene fir eine Monooxygenase kodieren, die
die initiale Hydroxylierung von THF katalysiert, kann nur Uber die entsprechende
Enzymaktivitat der gereinigten Komponenten erfolgen. Ein solcher Aktivitatsnachweis kénnte
auch durch heterologe Expression der THF-Monooxygenase in einem geeigneten
Wirtsstamm und der damit erlangten Fahigkeit zur Umsetzung dieser Verbindung erbracht
werden. Versuche zur heterologen Expression einer funktionellen Monooxygenase wurden
fur die Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276 und fur die Isopren—

Monooxygenase aus Rhodococcus sp. Stamm AD45 durchgefuhrt (SMITH et al., 1999;
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VAN HYLCKAMA VLIEG et al., 2000). In beiden Fallen fiihrte eine beabsichtigte Expression
der Monooxygenase in E. coli nicht zum Erfolg. Als mogliche Ursache wurde zum einen die
unterschiedliche Codon—Nutzung, andererseits die abweichenden Ribosomenbindestellen
diskutiert. Unter Beriicksichtigung dieser Tatsachen wurde die Expression der Alken—
Monooxygenase in Streptomyces lividans TK24, einem Gram-—positiven Bakterium mit
ahnlicher Codon—Nutzung wie R. rhodochrous B—-276, durchgefuhrt (SMITH et al., 1999). Mit
Hilfe dieses Expressionssystems konnte die Alken—Monooxygenase aus R. rhodochrous
B-276 mit vergleichbarer Aktivitdt zum Wildtyp—Stamm in Streptomyces lividans TK24
Uberexprimiert werden. Dieses etablierte Expressionssystem bietet sich ebenfalls fir eine
heterologe Expression der THF—Monooxygenase aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 an.
Expressionsversuche in E. coli sollten dagegen von vornherein ausgeschlossen werden, da
fur die THF—Monooxygenase aus Pseudonocardia sp. Stamm K1, einem Gram-—positiven,
G+C-reichen Bakterium mit einer ahnlichen Codon—-Nutzung wie R. rhodochrous B-276
(SAEKI, 1998), gleiche Probleme bei der Expression wie bei der Alken—-Monooxygenase zu

erwarten sind.

Mit erfolgreicher Expression der THF-Monooxygenase in Streptomyces lividans TK24
wirden sich weitere interessante Aufgabenstellungen ergeben. Als erstes sollte erneut
versucht werden, in aufgeschlossenen Zellen die THF-Monooxygenase—Aktivitat zu
bestimmen, da so eine Aufreinigung und anschlieBende Charakterisierung der Enzym-
komponenten mdglich wéare. Mittels EPR—Analyse kdnnte das binukleare Eisenzentrum der
Oxygenase und das Fe/S-Zentrum der Reduktase nachgewiesen werden (NEWMAN und
WACKETT, 1995; PIKUS et al, 1996; GALLAGHER et al, 1997). Auch bei Verlust der
Monooxygenase—Aktivitdt im zellfreien Extrakt konnten eventuell weitere Untersuchungen
zur THF—Monooxygenase in ganzen Zellen durchgefuhrt werden, wie z.B. die Analyse des
Substratspektrums. Da die Spaltung einer Etherbindung grundséatzlich ein schwieriges
Problem darstellt, ware es interessant zu untersuchen, ob die THF—-Monooxygenase auch
andere Ether umsetzt, zumal Pseudonocardia sp. Stamm K1 auch Diethylether als
Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen kann (KOHLWEYER et al., 2000). Denkbar ware
auch, dal3 Dimethylsulfid ein Substrat der THF—Monooxygenase ist, da 1.) Pseudonocardia
sp. Stamm K1 diese Substanz als Co—Substrat in Wachstumsversuchen tolerieren konnte
(KOHLWEYER et al, 2000) und 2.) ThmADBC signifikante Homologien zu den
Komponenten der Dimethylsulfid-Monooxygenase aus Acinetobacter sp. Stamm 20B, die
die Spaltung einer Thioetherbindung katalysiert, aufwiesen (HORINOUCHI et al., 1997).
Weiterhin konnte bei Erhalt einer aktiven Monooxygenase in Streptomyces lividans TK24
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durch Deletion der thm—Gene gezeigt werden, daf} die einzelnen Komponenten essentiell flr
die Monooxygenase—AKktiviat sind.

4.2. WEITERE OFFENE LESERAHMEN DER KLONIERTEN GENREGION

Stromaufwarts von thmA wurden zwei ORFs orfY und thmS identifiziert. Vor dem
ATG-Startcodon beider ORFs befindet sich eine médgliche Ribosomenbindestelle, was fir
eine Translation der Gene spricht. Die von orfY abgeleitete Aminoséuresequenz zeigte
Homologie zu einem hypothetischen Protein (Orf4) unbekannter Funktion aus Rhodococcus
sp. Stamm NI86/21 (NAGY et al., 1995). Interessanterweise liegt orf4 zwischen den
Strukturgenen einer P450-abhangigen Monooxygenase. Die Expression dieser Gene wird
durch Thiocarbamate induziert, und die P450—abhdngige Monooxygenase katalysiert die
einleitende Reaktion beim Abbau dieser Herbizide. OrfY wird THF—induziert transkribiert und
bildet mit thmS und thmA ein gemeinsames Transkript. Aufgrund dieses Transkriptions-
musters kann angenommen werden, dal3 OrfY eine Rolle beim THF-Stoffwechsel spielt. In
OrfY konnten keine konservierten Sequenzmotive identifiziert werden, die Hinweise auf
mogliche Kofaktoren oder katalytische Funktionen geben. Uber die Funktion des durch orfY

kodierten Proteins kann nach derzeitigem Kenntnisstand keine Aussage gemacht werden.

Die von thmS abgeleitete Aminosauresequenz zeigte signifikante Homologien zu
verschiedenen ALDHs, die unter anderem in den Abbau von p—lsopropyltoluen und Styren
involviert sind (EATON, 1997, BELTRAMETTI et al., 1997). Der Katabolismus dieser
aromatischen Verbindungen wird ebenfalls durch eine Monooxygenase—Reaktion eingeleitet.
Grundsatzlich  unterscheiden sich  jedoch  diese nachfolgend  beschriebenen
Monooxygenasen von den bisher besprochenen MMOs im Aufbau (zwei Komponenten) und
im katalytischen Zentrum der Oxygenase. Wahrend die Styren—Monooxygenase zu den
flavinabhangigen Monooxygenasen der TC-FDM—Familie gehort (siehe Einleitung), ist die
p—lsopropyltoluen—Monooxygenase ein Membran—assoziiertes Enzym mit einem binuklearen
Eisenzentrum. Die Fixierung der beiden Eisenatome im aktiven Zentrum der Membran—
gebundenen Monooxygenasen unterscheidet sich jedoch von den in Kapitel 4.1. diskutierten
MMOs. Dies driickt sich in dem jeweils charakteristischen, hoch konservierten Motiv des
binuklearen Eisenzentrums aus. Wahrend die MMOs ein  EX(s 3)DEXRHXg1-94—
EXzs-32DEXRH-Motiv besitzen, findet man in den Membran—assoziierten Monooxygenasen
ein HX(5.9HX20-50)HX 2-3)HHX 100-200)HX 2-3yHH-Motiv (SHANKLIN et al., 1994; SHANKLIN et
al., 1997). Durch Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, daRl diese acht, hoch
konservierten Histidin—Reste essentiell fir die katalytische Aktivitat der Monooxygenase

sind, und man geht deshalb davon aus, dalR die Histidin—Reste die Eisenatome im aktiven
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Zentrum der Oxygenase koordinieren. Da thmS benachbart zu den Monooxygenase—Genen
thmADBC lokalisiert ist, wurde angenommen, daf3 dieses fur ein weiteres Enzym des THF—
Abbauweges kodiert. Im postulierten THF-Abbauweg wurden zwei mogliche ALDH-
Reaktionen vorgeschlagen, fur die Oxidation von 4—Hydroxybutyraldehyd und
Succinatsemialdehyd (Abb. 1). Northern—Hybridisierungen mit einer spezifischen Sonde
gegen thmS ergaben, dal3 die Transkription dieses Gens durch THF, 4—Hydroxybuttersaure
und 1,4-Butandiol induziert wird. Die Ergebnisse der Transkriptionsanalyse lieBen den
SchluB zu, dal thmS fir eine SSDH kodiert, da beim Abbau aller untersuchten
Wachstumssubstrate Succinatsemialdehyd als Intermediat entsteht. Bestatigt wurde diese
Hypothese dann durch die Isolierung einer THF-induzierten SSDH aus Pseudonocardia sp.

Stamm K1 und Bestimmung deren N—terminalen Aminosauren (Kapitel 4.3.).

Die Analyse der thmS-Transkripte zeigte, dal3 thmS nicht monocistronisch transkribiert wird,
sondern nur zusammen mit thmA (3,3 kb), orfY und thmA (3,8 kb) und thmADBC (6,3 kb).
Dies wurde auch mittels RT-PCR bestatigt. Dem entsprechend war eine Terminator—Struktur
in der intergenen Region zwischen thmS und thmA nicht nachweisbar. Die gemeinsame
Transkription von thmS und thmADBC scheint auf den ersten Blick plausibel, da beide Gene
fur Enzyme des THF-Abbaus kodieren. Die gleichen Transkripte wurden aber auch bei
Wachstum von Pseudonocardia sp. Stamm K1 auf 1,4—Butandiol oder 4—Hydroxybutterséure
detektiert. Dies wirde bedeuten, dal? die Gene der THF-Monooxygenase auch bei
Wachstum auf diesen Sustraten transkribiert werden, obwohl das Enzym hier nicht
erforderlich ist. Diese Tatsache macht aus stoffwechselphysiologischer Sicht keinen Sinn.
Gleiches gilt auch fur das verkurzte 3,3 kb Transkript von thmS und thmA. Uber die
Bedeutung der 3,8 kb—-mRNA (orfYthmSA) kann keine Aussage getroffen werden, da tber
die Funktion von orfY keine Daten vorliegen und stromaufwarts des ATG-Startcodons keine

mdagliche Promotor—Sequenz identifiziert werden konnte.

Der Transkriptionsstartpunkt vor thmS befindet sich 37 Nukleotide stromaufwarts des ATG—
Startcodons. In dem weiter stromaufwarts gelegenen DNA-Bereich wurde eine mogliche
Erkennungssequenz fir einen o>*—Faktor identifiziert. Die vorhandene -24/-12—Region weist
eine signifikante Ahnlichkeit zur Konsensus—Sequenz eines o>*—abhangigen Promotors auf
und besitzt vor allem auch die hoch konservierten Basen (—24)GG und (-12)GC, die den
essentiellen Abstand von 10 bp aufweisen (THONY und HENNECKE, 1989; WOSTEN,
1998).

Eine o>*—abh&ngige Transkription findet man héufig fiir die Gene der Stickstoff-Assimilation
und —Fixierung (THONY und HENNECKE, 1989; WOSTEN, 1998), aber auch fir Gene
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verschiedenster metabolischer Funktionen, die nicht im Zusammenhang mit der Stickstoff—
Regulation stehen, z.B. des Transports von Dicarbonséuren in Rhizobien (RONSON et al.,
1987), des Abbaus von Formiat in E. coli (BIRKMANN et al., 1987), der Oxidation von
molekularem Wasserstoff durch Hydrogenasen in Ralstonia eutropha (ROMERMANN et al.,
1989) und des Katabolismus von Toluenen und Xylenen in Pseudomonas putida
(DIXON, 1986). Auch die Transkription der dmp-Gene der Phenol-Hydroxylase aus
Pseudomonas sp. Stamm CF600, zu denen thmADBC signifikante Homologien aufweisen,
wird von einem o>*—Faktor initiiert (SHINGLER et al., 1993).

Eine o°*—abhangige Transkription erfordert bislang immer ein Aktivatorprotein und wird von
diesem stets positiv kontrolliert (THONY und HENNECKE, 1989; CANNON et al., 1997,
WOSTEN, 1998). Die Bindung des Aktivators erfolgt im Bereich von inverted repeat-
Strukturen als regulatorische Sequenzelemente (upstream activating sequences, UASSs), die
sich in der Regel etwa 100 bp stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes befinden, in
einigen Fallen aber auch Uber 1 kb entfernt sein kénnen (COLLADO-VIDES et al., 1991,
SHINGLER et al., 1993). Nach Bindung des 6®*~RNA—-Holoenzyms an den Promotor kommt
es zur Bildung eines inaktiven geschlossenen Promotor—-Komplexes. Dieser wird erst durch
Wechselwirkung mit dem Aktivatorprotein durch partielle Denaturierung der doppelstrangigen
DNA und ATP-Spaltung in den offenen Promotor—-Komplex umgewandelt, wodurch die
Transkription initiiert wird (THONY und HENNECKE, 1989; CANNON et al, 1997).
Die notwendige Wechselwirkung des Aktivatorproteins mit dem ¢>—~RNA-Holoenzym wird
durch die Aktivitat eines integration host factor (IHF) ermdglicht, der zwischen den
UAS-Elementen und der Promotor—Region bindet und somit ein Verbiegen der DNA
induziert (COLLADO-VIDES et al., 1991; DE LORENZO und PEREZ-MARTIN, 1996;
CARMONA et al., 1997). Die ermittelte Konsensus—Sequenz fur eine IHF-Bindestelle ist
5 [A/TIATCAANNNNTT[A/G] 3" (FRIEDMAN, 1988).

Stromaufwarts des Transkriptionsstartpunktes von thmS konnte weder eine mogliche
UAS-Sequenz noch eine mdgliche IHF—Bindestelle identifiziert werden. Ebenfalls existieren
keine Hinweise auf ein Aktivatorprotein. Da die DNA-Sequenz stromaufwarts von thmS zum
jetzigen Zeitpunkt nur Gber einen Bereich von 500 bp bekannt ist, kann nicht ausgeschlossen
werden, dafld sich diese Elemente weiter stromaufwéarts befinden. Andererseits ist bekannt,
dal sich vor einigen -24/-12—Promotoren keine regulatorischen Sequenzen dieser Art
befinden (COLLADO-VIDES et al., 1991). Die UASs sind nicht essentiell fir die Ausbildung
des offenen Promotor—-Komplexes, sondern bewirken eine maximale Transkriptionsaktivitéat

und werden deshalb auch als enhancer bezeichnet. In Abwesenheit von UASs steht das
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Aktivatorprotein im direkten Kontakt zum inaktiven geschlossenen Promotor—Komplex
(THONY und HENNECKE, 1989). Da — wie schon erwahnt — zum momentanen Zeitpunkt
kein Hinweis auf das essentielle Aktivatorprotein vorliegt, wéare eine Prognose zur Trans-

kriptionskontrolle durch einen o>*~Faktor sehr spekulativ.

Stromabwarts von thmC wurden drei weitere offene Leserahmen in der Reihenfolge orfQ,
orfZ und thmH identifiziert. Die von orfQ abgeleitete Aminosduresequenz zeigte keine
Homologie zu einem bekannten Protein und stromaufwarts war keine Ribosomenbindestelle
vorhanden, so dal} davon auszugehen ist, da orfQ nicht flir ein Protein kodiert.
45 Nukleotide stromabwarts von orfQ befindet sich orfZ mit einer vorgelagerten
Ribosomenbindestelle. OrfZ kodiert fir ein 221 Aminoséaure grol3es Protein, dessen Sequenz
Uber Teilbereiche Homologien zu hypothetischen Transmembranproteinen zeigte. Die
Hydropathie—Analyse von OrfZ deutete ebenfalls darauf hin, dal’ es sich um ein Transmem-
branprotein handelt. Mit Hilfe verschiedener Computerprogramme wurden tbereinstimmend
jeweils 6 transmembrane Helices vorausgesagt. Weiterhin zeigte die computergestitzte
Auswertung der Sekundarstruktur von OrfZ, daf3 sich der N-— und C-Terminus des
hypothetischen Transmembranproteins mit hoher Wahrscheinlichkeit im periplasmatischen
Raum befindet. Der Nachweis zur Lokalisation der hydrophilen Bereiche in vivo kénnte durch
C—terminale lacZ— oder phoA-Fusionen geklart werden (MANOIL, 1990; PRINZ und
BECKWITH, 1994; HAARDT und BREMER, 1996). Cytoplasmatisch lokalisierte lacZ-
Fusionen besitzen eine hohe B—Galaktosidase—Aktivitat, da es sich bei der f—Galaktosidase
um ein cytoplasmatisches Reporterprotein handelt. Periplasmatische phoA-Fusionen
besitzen eine hohe Alkalische Phosphatase—Aktivitdt, da das Enzym ins Periplasma
transportiert wird, wo es aktiv ist. Im Cytoplasma ist die Alkalische Phosphatase inaktiv, da
die fur die Aktivitat des Enzyms notwendigen Disulfid—Bindungen nicht ausgebildet werden

kénnen.

Die Transkription von orfZ erfolgt mit dem stromabwarts gelegenen ORF thmH auf einer
gemeinsamen 4,7 kb groien mRNA, so dal? davon auszugehen ist, dafl3 beide funktionell in
Zusammenhang stehen. ThmH wies signifikante Homologien zu verschiedenen pro- und
eukaryotischen ALDHs und eine 32 %ige ldentitdét zu ThmS auf. In der Primarstruktur von
ThmH wurden in Analogie zu anderen ALDHs die konservierten Aminosaurereste Cystein
und Glutamat, die an der Katalyse beteiligt sind, und das konservierte GXXXXG—Motiv fir
die Bindung von NAD(P)" identifiziert. Somit sollte auch thmH fiir eine ALDH kodieren.
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Die Transkription von orfZ und thmH wird beim Wachstum von Pseudonocardia sp.
Stamm K1 auf 1,4-Butandiol induziert, nicht aber auf Succinat und THF. BERNHARDT und
DIEKMANN (1991) postulierten einen Reaktionsweg fir den THF- und 1,4-Butandiol—
umsetzenden Rhodococcus ruber Stamm 219, nach dem 1,4-Butandiol folgendermafien
umgesetzt wird: 1,4-Butandiol- 4—Hydroxybutyraldehyd -  4—Hydroxybuttersaure -
Succinatsemialdehyd - Succinat. Im Abbauschema werden somit zwei mdogliche ALDHs
postuliert, eine 4-Hydroxybutyraldehyd—Dehydrogenase und eine Succinatsemialdehyd—
Dehydrogenase. Das Gen der Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase konnte in der
vorliegenden Arbeit eindeutig dem offenen Leserahmen thmS zugeordnet werden, so dafd
thmH aufgrund seiner 1,4—Butandiol—induzierten Expression fiir die 4—Hydroxybutyraldehyd—
Dehydrogenase kodieren kdnnte. Der letztendliche Nachweis dieses Enzyms kann nur durch
Messung der spezifischen Enzymaktivitat erfolgen. Aufgrund der Transkriptionsdaten sollte
somit auch OrfZ eine Funktion beim Abbau von 1,4-Butandiol besitzen, liber die jedoch nach
derzeitigem Kenntnisstand keine Aussage getroffen werden kann.

Aufgrund der GrofRe der detektierten mRNA fir orfZ und thmH von 4,7 kb muf3 davon
ausgegangen werden, dall auf diesem Transkript noch weitere ORFs liegen, die
stromabwarts von thmH lokalisiert sind. Auch die Tatsache, dal3 stromabwaérts von thmH
keine mdgliche Terminator—Struktur gefunden wurde, spricht fir diese Annahme. Aufgrund
des postulierten Abbauweges von 1,4-Butandiol ware denkbar, dal3 die 4,7 kb gro3e mRNA
zusatzlich noch das Gen der 1,4-Butandiol-Dehydrogenase beinhaltet. Dies kénnte durch
Sequenzierung der DNA stromabwarts von thmH geklart werden. Eine mdgliche Promotor—
Struktur stromaufwarts von orfZ konnte anhand der DNA-Sequenz nicht identifiziert werden,
so daf keine Aussage Uber die Regulation der Transkription getroffen werden kann. Auffallig
ist jedoch eine inverted repeat-Struktur hoher Energie (—143,1 kJ/moal), die sich in der
intergenen Region von orfZ und thmH befindet. DalR es sich hierbei um eine Terminator—
Struktur handelt, scheint aufgrund der Transkriptionsanalyse von orfZ und thmH als
unwahrscheinlich. Vielmehr kann angenommen werden, dafl} diese Haarnadelstruktur zur
Stabilisierung der mRNA beitragt (EDDY et al., 1991).
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4.3. DIE THF—-INDUZIERTE SUCCINATSEMIALDEHYD —DEHYDROGENASE

Als ein weiteres Enzym des THF-Abbauweges (Abb. 1) wurde eine SSDH postuliert, die die
Umsetzung des Intermediates Succinatsemialdehyd zu Succinat katalysiert. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine solche THF-induzierte, NAD'—abhangige SSDH im
zellfreien Extrakt nachgewiesen und aufgereinigt werden. Ein besonderes Interesse galt
diesem Enzym auch deshalb, weil stromaufwarts der thm—Gene ein offener Leserahmen
(thmS) identifiziert wurde, dessen Transkription THF-induziert erfolgte und dessen
abgeleitete Sequenz signifikante Homologien zu ALDHs besal3. Diese Tatsachen lieRen
vermuten, dall thmS fir eine THF—induzierte SSDH kodieren konnte. Die N—terminale
Sequenz der gereinigten SSDH zeigte eine 100 %ige Ubereinstimmung mit ThmS. Damit
wurde eindeutig nachgewiesen, dal3 thmS fur die SSDH kodiert, die am Abbau von THF
beteiligt ist. Damit ist die SSDH das erste gereinigte Enzym des THF-Abbauweges von
Pseudonocardia sp. Stamm K1. Gleichzeitig untermauert dieses Ergebnis auch die
Hypothese, da’ thmADBC fur die THF—Monooxygenase kodieren, da — wie schon erwahnt —
thmS stromaufwarts der hypothetischen THF—Monooxygenase—Gene lokalisiert ist und mit

ihnen gemeinsam transkribiert wird.

SSDHs kommen sowohl in Prokaryonten als auch in Eukaryonten vor und sind vor allem in
den Abbau von y-Aminobuttersdure (GABA) involviert. Nach Transaminierung von GABA
entsteht Succinatsemialdehyd, das durch die SSDH zu Succinat umgesetzt wird. In
Saugetieren spielt der GABA-Weg eine wesentliche Rolle im Gehirnstoffwechsel, in
Pflanzen bei der Kontrolle des cytosolischen pH-Wertes, bei der Adaptation an
Strel3bedingungen und im Kohlenstoff- und Stickstoff—Metabolismus (BOWN und SHELP,
1997; BUSCH und FROMM, 1999). In Bakterien sind SSDHs ebenfalls am Abbau von
GABA, aber auch am Abbau von 4-Hydroxybuttersdure, 3—-Hydroxyphenylacetat und
4—Hydroxyphenylacetat beteiligt (NIRENBERG und JAKOBY, 1960; SPARNINS et al., 1974,
COOPER und SKINNER, 1980; DONNELLY und COOPER, 1981). Fur SSDHs wurden als
Elektronenakzeptoren NAD® und NADP™ beschrieben. In einigen Fallen konnten Isoenzyme
isoliert werden, wobei das eine NAD'— und das andere NADP —abh&ngig war. Beispiele
dafir sind die SSDHs aus Klebsiella pneumoniae M5al (SANCHEZ et al., 1989); aus
E. coli B (DONNELLY und COOPER, 1981) und aus Pseudomonas sp. (NIRENBERG und
JAKOBY, 1960). Die NAD'—abhangige SSDH aus K. pneumoniae M5al wird durch
3—-Hydroxyphenylacetat, 4—Hydroxyphenylacetat und GABA induziert und ist ein Enzym des
Katabolismus von 3—-Hydroxyphenylacetat und 4—Hydroxyphenylacetat. Diese SSDH kann

auch NADP™ nutzen, jedoch mit deutlich geringerer Affinitat. Auch die einleitende Reaktion
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beim Abbau von 4-Hydroxyphenylacetat in K. pneumoniae Mb5al wird durch eine
Mehrkomponenten—Monooxygenase katalysiert, die aus zwei Komponenten besteht
(GIBELLO et al., 1997) und in die TC-FDM—Familie (siehe Einleitung) eingeordnet wurde.
Die NADP*—abhangige SSDH aus K. pneumoniae M5al liegt dagegen konstitutiv vor. Die
isolierte THF—induzierte SSDH aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 ist NAD*—abhangig. Eine
NADP*—abhangige SSDH war weder im RE von THF—gewachsenen noch von Succinat—

gewachsenen Zellen melRbar.

Die SSDH aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 zeigte eine maximale Enzymaktivitat bei
einem pH-Wert von 9,0 und einer Substratkonzentration von 0,3 mM. Diese Eigenschaften
stehen in Einklang mit denen anderer pro— und eukaryotischer SSDHs. Wahrend fir
bakterielle SSDHs der Wert des pH-Optimums im Bereich zwischen 7,8 und 11,0 liegt,
wurde dieser bei eukaryotischen SSDHs immer mit etwa pH 9,0 bestimmt (SANCHEZ et al.,
1989; LUTKE-EVERSLOH und STEINBUCHEL, 1999; BUSCH und FROMM, 1999). Die
optimale Substratkonzentration im Enzymtest liegt bei allen SSDHs zwischen 0,1 und
0,4 mM. Eine niedrige Succinatsemialdehyd—Konzentration ist in der Zelle zu erwarten, da
Succinatsemialdehyd fiir die Zelle toxisch ist. Eine hohe Affinitat des Enzyms zum Substrat,
wie sie fir die SSDHs aus K. pneumoniae M5al beobachtet wurde, ist somit notwendig, um
eine niedrige intrazellulare Konzentration an Succinatsemialdehyd zu gewahrleisten
(SANCHEZ et al.,, 1989). Damit sollte auch die isolierte SSDH aus Pseudonocardia sp.
Stamm K1 eine hohe Affinitdt zum Substrat aufweisen, was durch Bestimmung des
Km—Wertes fur Succinatsemialdehyd und fir NAD" geklart werden konnte.

Die THF—induzierte SSDH liegt als Homotetramer vor. Eine tetramere Struktur wurde auch
fur die SSDH aus K. pneumoniae M5al (SANCHEZ et al., 1989) und Arabidopsis (BUSCH
und FROMM, 1999) beschrieben. Interessant ist, dafl3 die SSDH aus Pseudonocardia sp.
Stamm K1 zwar &ahnliche Eigenschaften wie andere SSDHs besitzt, deren Aminosaure-
sequenz (ThmS) aber relativ geringe Ahnlichkeiten zu den Primarstrukturen von SSDHs
aufweist. Dies ist erstaunlich, da der Vergleich der Priméarstrukturen von pro— und
eukaryotischen SSDHs zeigte, dafl3 diese untereinander eine hohe Identitat besitzen, vor
allem im Bereich des C-Terminus (BUSCH und FROMM, 1999; CHAMBLISS et al., 1995).
Der N-Terminus der SSDHs ist dagegen weniger konserviert. Auch die aminoterminale
Sequenz der isolierten SSDH aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 zeigte keinerlei Homologie
zu bekannten Proteinen, so dal allein anhand dieser Aminosauresequenz keine Zuordnung
des Enzyms hétte erfolgen kénnen. Die hochsten Homologien der gesamten Primarstruktur
der SSDH aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 bestand zu Aldehyd-Dehydrogenasen, die
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am Abbau von p-Isopropyltoluen (p—Isopropylbenzaldehyd—Dehydrogenase) bzw. Styren
(Phenylacetaldehyd—-Dehydrogenase) beteiligt sind. Besonders interessant ist, daf auch hier
der einleitende Schritt des Abbaus jeweils durch eine Mehrkomponenten—Oxygenase
katalysiert wird, die sich — wie im Kapitel 4.2. beschrieben — im Aufbau von der THF-
Monooxygenase unterscheidet. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob die
SSDH aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 auch aromatische Aldehyde umsetzen kann. An
dieser Stelle sei nochmals erwahnt, daf? auch die Strukturgene der THF—Monooxygenase
Homologien zu MMOs aufwiesen, die aromatische Verbindungen wie Phenol oder Toluol
umsetzen. Interessanterweise kann Pseudonocardia sp. Stamm K1 auch mit Toluol als
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen (KOHLWEYER, 2000). Der Toluol-Abbau
in Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurde bisher nicht untersucht, und es stellt sich die Frage,
ob am Abbau dieser aromatischen Verbindung z.B. auch die SSDH beteiligt ist. Die
Ermittlung des Substratspektrums der SSDH wirde somit eine interessante Aufgabe
darstellen. Zu diesem Zweck ist jedoch ein aktives Enzym notwendig. Das in dieser Arbeit
entwickelte Anreicherungsschema bedarf dazu einer weiteren Optimierung, da die
aufgereinigte SSDH nicht in aktiver Form erhalten wurde. Beispielsweise kdnnte der Zusatz
von DTT, so wie es fur die SSDH aus K. pneudomoniae Mb5al beschrieben wurde
(SANCHEZ et al., 1989), zur Stabilisierung des Enzyms fihren.

4.4. DIE UMSETZUNG VON THF IN PSEUDONOCARDIA SP. STAMM K1

Mittels proteinchemischer und molekularbiologischer Methoden konnten in dieser Arbeit
Enzyme des THF-Katabolismus in Pseudonocardia sp. Stamm K1 identifiziert und
charakterisiert werden. Aus den vorliegenden Ergebnissen kann — in Anlehnung an
BERNHARDT und DIEKMANN (1991) - ein THF-Abbauweg in Pseudonocardia sp.
Stamm K1 abgeleitet werden, der in Abb. 37 wiedergegeben ist.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse wird angenommen, dal3 die einleitende Reaktion beim
THF-Abbau durch eine Dreikomponenten—Monooxygenase (ThmADBC) erfolgt und dal3 die
Katalyse der Monooxygenase—Reaktion an einem binuklearen Eisenzentrum stattfindet.
Nach dem von BERNHARDT und DIEKMANN (1991) postulierten Abbauweg kann das
entstehende 2-Hydroxy—THF entweder durch spontane Ringéffnung in 4—Hydroxybutyr-
aldehyd umgesetzt oder zu y-Butyrolacton oxidiert werden, das dann zu 4—Hydroxybutter-
saure umgewandelt wird. Letzterer Weg wird wahrscheinlich in Pseudonocardia sp.
Stamm K1 beschritten. Stromabwarts der THF—-Monooxygenase—Gene wurde ein ORF
(thmH) identifiziert, der wahrscheinlich fir eine 4—Hydroxybutyraldehyd—Dehydrogenase

(ThmH) kodiert. Da thmH nicht durch THF induzierbar war, kann eine Ring6ffnung von
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2—Hydroxy—-THF zu 4—Hydroxybutyraldehyd, der durch eine 4-Hydroxybutyraldehyd—
Dehydrogenase zu 4-Hydroxybuttersdure umgesetzt werden muifRte, ausgeschlossen
werden. Die entstehende 4—Hydroxybuttersédure kann durch eine Alkohol-Dehydrogenase zu
Succinatsemialdehyd tberfihrt werden. Hinweise auf ein solches Enzym liegen derzeit noch
nicht vor. Die Oxidation von Succinatsemialdehyd zu Succinat wird durch eine THF-—
induzierte, NAD"—abhangige Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase (ThmS) katalysiert, die
in dieser Arbeit isoliert und charakterisiert wurde. Succinat kann dann zur Endoxidation und

Energiekonservierung in den Tricarbonsaurezyklus eingeschleust werden.

ThmADBC
:O Q\QH :O "0
THF 2-Hydroxy-THF Y- Butyrolacton
ThmH H ThmS oy
HO \U"\LOH — HO Wo — HO ’\/\<O — OMO — MO —=TCC
O
H OH OH OH
1,4-Butandiol 4-Hydroxybutyr- 4-Hydroxy- Succinatsemi- Succinat
aldehyd buttersaure aldehyd

Abbildung 37: Postulierter THF—Abbauweg in Pseudonocardia sp. Stamm K1 und die daran
beteiligten Enzyme. ThmADBC: THF-Monooxygenase, ThmH: 4—Hydroxybutyr-
aldehyd-Dehydrogenase, ThmS: Succinatsemialdehyd—-Dehydrogenase.

Zusammenfassend kann man sagen, dal3 es in dieser Arbeit erstmals gelang, Enzyme des
THF-Abbauweges zu identifizieren und zu charakterisieren. Anhand der erhaltenen Daten ist
es wahrscheinlich, dal3 der THF-Abbau in Pseudonocardia sp. Stamm K1 uber den in
Abb. 37 dargestellten Weg verlauft.
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4.5. DIE thm—GENE AUS PSEUDONOCARDIA SP. STAMM K1 SIND AUF EINEM ZIRKULAREN

PLASMID KODIERT

Die zum Abbau von xenobiotischen Verbindungen notwendigen Enzyme sind héaufig auf
Plasmiden kodiert (DUETZ und VAN ANDEL, 1991). Aus diesem Grund sollte auch fur die
identifizierten thm—Gene geklart werden, ob diese chromosomal- oder plasmidkodiert sind.
Untersuchungen zur Stabilitat der Abbaufahigkeit von THF in Pseudonocardia sp. Stamm K1
zeigten, dal3 das Abbaupotential auch nach Wachstum Uber mehrere Generationen
(220 Generationen) auf Succinat konstant vererbt wird (KOHLWEYER, 2000). Dies deutete
zunéachst darauf hin, daf3 die zum THF-Abbau notwendigen Enzyme chromosomal kodiert

sind.

Ein grundséatzliches Problem bei der Isolierung von Nukleinsauren aus Pseudonocardia sp.
Stamm K1 war die effektive Lyse der Zellen. Diese Tatsache kann durch den komplexen
Zellwandaufbau von Gram—positiven Bakterien erklart werden. Charakteristisch fiir Gram—
positve Bakterien ist ein mehrschichtiges Peptidoglykan—Netzwerk, dessen Muraminséaure-
glieder mit Aminosauren peptidisch verknipft sind (SCHLEGEL, 1992). Die Zellwand
von Pseudonocardien ist nicht mykolsédurehaltiy und das Peptidoglykan beinhaltet
meso-Diaminopimelinsédure, Arabinose und Galaktose (LEE et al., 2000). Ein Zellaufschluf3
von Pseudonocardia sp. Stamm K1 konnte durch eine Lysozym-Behandlung erreicht
werden. Lysozym spaltet die glykosidische Bindung des Mureins zwischen dem C-1 von
N-Acetylglucosamin und dem C—4 von N-Acetylmuraminsdure (SCHLEGEL, 1992) und
kann so zur Lyse der Zelle fuhren. Einen positiven Effekt auf die Zelllyse von Actomyceten
hat auch die Endopeptidase Achromobacter Peptidase (SAEKI, 1998). SAEKI et al. (1999)
beschreiben, dal3 der Nachweis der linearen Plasmide in R. rhodochrous B-276 abhangig
von einer Achromobacter Peptidase—Behandlung war. Drei der vier linearen Plasmide waren
erst nach Endopeptidase—Verdau detektierbar. Der Zusatz von Achromobacter Peptidase
beim Zellaufschlu3 von Pseudonocardia sp. Stamm K1 brachte dagegen keinen erkennbar

positiven Effekt in Bezug auf die Zelllyse und die detektierbaren Plasmide.

Sowohl in THF- als auch in Succinat-gewachsenen Zellen von Pseudonocardia sp.
Stamm K1 wurden jeweils zwei Plasmide nachgewiesen. Eines dieser Plamide (pPSK®60)
konnte als Trager der thm—Gene identifiziert werden. Die nahere Charakterisierung dieses
Plasmides liel? zunachst vermuten, dafd es sich um ein lineares Plasmid handeln konnte, die
in Actinomyceten in letzter Zeit haufig gefunden wurden (LARKIN et al.,1998; SAEKI et al.,
1999 ). Neben Antibiotika— oder Metallresistenzen vermitteln lineare Plasmide auch katabole
Stoffwechselleistungen (MEINHARDT et al.,, 1997; LARKIN et al., 1998). Das Vorkommen
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von linearen Plasmiden in Streptomyceten ist haufig mit der F&ahigkeit der Antibiotika-
synthese und/oder der Resistenz gegen das entsprechende Antibiotikum verbunden
(SCHRUNDER et al., 1994). Beispielsweise kodiert das Plasmid pSLA2 (17 kb) aus
Streptomyces rochei fur die Lankicidinsynthese (HAYAKAWA et al, 1979) und das
Plasmid SCP1 (350 kb) aus Streptomyces coelicolor fir die Methylenomycinsynthese
(KINASHI et al., 1987). Das erste beschriebene lineare, katabole Plasmid ist das
Plasmid pBD2 aus Rhodococcus erythropolis BD2 (210 kb), das Enzyme des
Isopropylbenzen— bzw. Trichlorethylen—Abbaus kodiert (DABROCK, 1993; DABROCK et al.,
1994). Weiterhin vermittelt pBD2 eine Resistenz gegen Arsenit (AsO;) und Quecksilber
(Hg™). Fur die Gene der Alken—-Monooxygenase aus R. rhodochrous B-276, zu der die in
dieser Arbeit identifizierten thm-Gene der THF—Monooxygenase die hdchsten Homologien
aufweisen, konnte ebenfalls gezeigt werden, dal3 diese auf einem linearen Plasmid (pNC30,
185 kb) kodiert sind (SAEKI et al., 1999).

Anhand von Untersuchungen mittels Pulsfeld—Gelelektrophorese wurde pPSK60 letztendlich
als zirkulares Plasmid identifiziert. Aufgrund des ungewohnlichen Laufverhaltens in der
Standard—Gelektrophorese war eine Bestimmung der genauen Grof3e nicht moglich. Die
Ursache fur die retardierte Mobilitat des Plasmides im elektrischen Feld konnte nicht geklart
werden, da dieser Effekt auch bei methodisch unterschiedlich gewonnener Plasmid—DNA
auftrat und die Ergebnisse nach Behandlung der Plasmid—Praparation keine eindeutige
Aussage zulieBen. Als mdgliche Ursache wurde in Erwagung gezogen, dald in der Plasmid—
Préaparation Kontaminationen, z.B. durch Proteine oder eingesetzte Chemikalien, vorliegen,
da eine mehrmalige Phenol/Chloroform—Extraktion einen positiven Effekt auf das
Laufverhalten bewirkte. Gegen Kontaminationen sprechen, dall 1.) das Plasmid mit
verschiedenen Restriktionsenzymen vollstandig gespalten werden konnte und 2.) nach
proteolytischen Verdau keine Anderung des Laufverhaltens des Plasmides erreicht werden

konnte.

Fur einige Mehrkomponenten—Monooxygenasen mit einem binuklearen Eisenzentrum wurde
gezeigt, dal3 sie auf einem Plasmid kodiert sind, in anderen Fallen waren die Gene auf dem
Chromosom lokalisiert. Beispiele fur die Plasmid—Kodierung sind die Phenol-Hydroxylase
aus Pseudomonas sp. Stamm CF600 auf dem Plasmid pVI150 und die Phenol-Hydroxylase
aus Pseudomonas putida Stamm H auf dem Plasmid pPGH1 (SHINGLER ef al., 1989;
HERRMANN et al., 1995). Das zirkuldare Plasmid pVI150 kodiert neben der Phenol-
Hydroxylase auch die weiteren Enzyme des Abbauweges und stellt somit ein kataboles
Plasmid dar (SHINGLER et al., 1992). Da auf dem Plasmid pPSK60 aus Pseudonocardia sp.
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Stamm K1 sowohl die Gene der THF—induzierten Monooxygenase als auch das Gen der
THF-induzierten Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase lokalisiert sind, kann angenommen
werden, dal3 auch die weiteren Enzyme des THF—Abbauweges auf diesem Plasmid kodiert
sind. Chromosomal kodierte MMOs sind die ldsliche Methan—Monooxygenase aus
Methylococcus capsulatus (Bath) und aus Methylosinus trichosporium OB3b, die Phenol—
Hydroxylase aus Acinetobacter calcoaceticus NCIB8250 und die Toluen/o—Xylen—
Monooxygenase aus Pseudomonas stutzeri OX1 (MURRELL, 1994; SCHIRMER et al.,
1997; BERTONI et al., 1998).

Fur katabole Plasmide ist weiterhin bekannt, dal3 diese auf andere Spezies Ubertragen
werden koénnen und somit der Empfanger—Zelle zusétzliche Stoffwechselleistungen
vermitteln (BURLAGE et al., 1990; VAN DER MEER et al., 1992). Fur Pseudonocardia sp.
Stamm K1 kann ebenfalls angenommen werden, daf3 die identifizierten thm-Gene bzw. das
Plasmid pPSK60 durch lateralen Gentransfer erworben wurden. Die Berechnung des G+C—
Gehalts der plasmidkodierten thm—Gene aus Pseudonocardia sp. Stamm K1 ergab Werte im
Bereich von 56—63 %. Im Gegensatz dazu wurde der G+C—Gehalt der Gesamt—DNA von
Pseudonocardia sp. Stamm K1 auf 71,3 % bestimmt (KOHLWEYER et al., 2000). Damit
ergibt sich eine Differenz im G+C—-Gehalt von etwa 10 %, die durch einen Gentransfer des
Plasmides aus einem Stamm niedrigeren G+C—Gehalts erklart werden konnte.
Mechanismen des Gentransfers sind Konjugation, Transformation und Transduktion
(VAN DER MEER et al, 1992). Sowohl fur zirkulare Plasmide, z.B pVI150 aus
Pseudomonas sp. Stamm CF600, als auch fir lineare Plasmide, z.B. pBD2 aus
Rhodococcus erythropolis BD2, wurde beschrieben, daf? diese konjugativ tbertragbar sind
(SHINGLER et al.,, 1989; DABROCK et al.,, 1994). Eine Konjugation erfolgt durch einen
direkten Zell-Zell-Kontakt, so daf3 die DNA zu keinem Zeitpunkt frei im Medium vorliegt. Im
Gegensatz dazu erfolgt die Transformation ohne jeden Zellkontakt, so dalR dieser Prozel}
durch Anwesenheit von DNasen im Konjugationsgemisch negativ beeinflu3t werden kann.
Fur das Plasmid pBD2 aus R. erythropolis BD2 wurde gezeigt, dalR dieses auf verschiedene
Stamme von R. erythropolis transferiert werden kann und der Zusatz von DNase | im
Konjugationsansatz keinen Einfluld auf die Transferfrequenz hat. Auf diese Weise wurde
pBD2 als konjugatives Plasmid charakterisiert. Der Transfer auf andere Rhodococcus—Arten
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Dies deutete darauf hin, dafl3 der
Gentransfer nicht auf Organismen auf3erhalb der Spezies erfolgt (DABROCK, 1993).
SAEKI et al. (1999) zeigten mittels heterologer DNA-DNA-Hybridisierung, dafd die in
R. rhodochrous B-276 plasmidkodierte Alken—Monooxygenase auch in zwei Propen—

oxidierenden Rhodococcus ruber—Stammen auf einem Plasmid nachweisbar war und
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schluf3folgerten daraus, dal3 ein Gentransfer zwischen den Rhodococcus—Arten erfolgen
kann. Nach MEINHARDT et al. (1997) ist ein DNA-Transfer auch zwischen unterschied-
lichen Spezies mdglich. KESSELER et al. (1996) stellten fest, dal3 die auf dem Plasmid
pBD2 kodierten Gene der Isopropylbenzen—Dioxygenase aus R. erythropolis BD2 hohe
Sequenzidentitdten zu Enzymen aus verschiedenen Pseudomonas—-Stammen aufwiesen
und die ermittelte Codonnutzung nicht Rhodococcus—typisch ist. Aufgrund dessen wird
diskutiert, daR die Gene der ringaktivierenden Dioxygenasen aus Rhodococcus und
Pseudomonas phylogenetisch einen gemeinsamen, nicht von Rhodococcus abstammenden
Ursprung haben. Nach Transfer von katabolischen Plasmiden sind noch Mutationen in der
Transkonjugante notwendig, um so eine Anpassung in bezug auf Regulation und
erforderlicher Stoffwechselleistung zu gewahrleisten (VAN DER MEER et al., 1992). Die in
dieser Arbeit identifizierten thm—-Gene auf dem Plasmid pPSK60 zeigten Uberwiegend
Homologien zu Genen aus Gram—negativen Bakterien, die teilweise plasmidkodiert sind, so

daR auch ein Gentransfer aus einem nicht verwandten Organismus denkbar ware.



122

5. ZUSAMMENFASSUNG

1.) Eine THF—-abhéngige Enzymaktivitat konnte im zellfreien Extrakt aus THF—gewachsenen
Zellen von Pseudonocardia sp. Stamm K1 nicht nachgewiesen werden. Es wurde jedoch
postuliert, daf3 die initiale Reaktion des THF—Abbaus durch eine Oxygenase katalysiert wird.
Da viele Oxygenasen die Teilaktivitat einer separat zu reinigenden NAD(P)H-abhangigen
Reduktase besitzen, wurde im zellfreien Extrakt aus THF—gewachsenen Zellen nach einer
solchen THF-induzierten Aktivitat gesucht. In THF-gewachsenen Zellen konnte eine
spezifisch durch THF induzierte NADH-Cytochrom c—Reduktaseaktivitdt nachgewiesen
werden. Diese Reduktase wurde bis zur Homogenitét gereinigt. Bei der Charakterisierung
des homogenen Enzyms ergaben sich signifikante Ubereinstimnmungen zu den Reduktase—
Komponenten verschiedener Nicht-Ham Eisen Oxygenasen. Die isolierte Reduktase besitzt
eine monomere Struktur mit einem Molekulargewicht von 40 kDa. Als Kofaktoren wurden
FAD und ein [2Fe—-2S]-Cluster nachgewiesen. Der Flavin—Kofaktor ist kovalent im Enzym
gebunden, wobei die Bindung Uber die 8a—Position des Isoalloxazinringes erfolgt. Das Gen
der NADH-Cytochrom c—Reduktase (thmD) wurde identifiziert und sequenziert. ThmD
kodiert fir ein Protein von 360 Aminosauren. Die Aminosauresequenz von ThmD besitzt
konservierte Motive, die fir die Bindung des Flavins und des NADH’s sowie fir die Bildung
des [2Fe—2S]—Clusters vom Chloroplasten-Typ Ferredoxin verantwortlich sind.

2.) In Nachbarschaft zu thmD befinden sich stromaufwarts thmA und stromabwaérts thmBC,
deren abgeleitete Aminosauresequenzen signifikante Homologien zu den Untereinheiten
verschiedener Mehrkomponenten—Monooxygenasen mit binuklearem Eisenzentrum
aufweisen. Diese Dreikomponenten—Monooxygenase besteht aus einer heterodimeren
Oxygenase (thmAB), der Reduktase (thmD) und dem Kopplungsprotein (thmC). In ThmA
konnte das Sequenzmotiv identifiziert werden, das fur die Bildung des binuklearen
Eisenzentrums verantwortlich ist. Die Transkription der thm-Gene wird in Pseudonocardia
sp. Stamm K1 spezifisch durch THF induziert. Die Analyse der erhaltenen mRNAs zeigte,
daR die thm—Gene polycistronisch (thmADBC), bicistronisch (thmBC) und monocistronisch
(thmA) transkribiert werden. Stromaufwarts von thmA und thmB wurden mittels
primer extension—Experimenten die Transkriptionsstartpunkte bestimmt. Die Sequenzen
stromaufwarts der Transkriptionsstartpunkte wiesen signifikante Homologien zueinander auf,
so dald postuliert wurde, daf diese vom selben o—Faktor erkannt werden. Die resultierende
Konsensus—Sequenz konnte keinem bekannten Promotor—Typ zugeordnet werden. Aus den
molekularbiologischen Daten wurde geschluf3folgert, da? thmADBC die Strukturgene der
THF-Monooxygenase sind, die die initiale Hydroxylierung des Ethers katalysiert.
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3.) Stromaufwarts von thmA befindet sich ein offener Leserahmen (thmS), der fir eine
Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase kodiert. Eine Succinatsemialdehyd—-Dehydrogenase—
Aktivitdt wird beim Wachstum von Pseudonocardia sp. Stamm K1 auf THF spezifisch
induziert. Das entsprechende Protein konnte partiell gereinigt werden und als Genprodukt
von thmS identifiziert werden. Die Transkriptanalyse von thmS zeigte, dal3 das Gen THF-
induziert, bi— und polycistronisch mit thmA bzw. mit thmADBC transkribiert wird.
Stromaufwarts von thmS wurde mittels primer—extension ein Transkriptionsstartpunkt
bestimmt. Die vorgelagerte Promotorstruktur wies signifikante Ahnlichkeit zu o>*—abhangigen
Promotoren auf. Aus den fir die Succinatsemialdehyd—Dehydrogenase ermittelten Daten
kann geschlossen werden, dal3 es sich um ein weiteres Enzym des THF-Abbaus handelt,
welches fir die Oxidation des intermediar gebildeten Succinatsemialdehyds verantwortlich

ist.

4.) Stromaufwérts von thmS befindet sich orfy. OrfY zeigte Homologie zu einem
hypothetischen Protein mit bisher unbekannter Funktion, dessen Gen in einem
Rhodococcus—Stamm zwischen den Strukturgenen einer P450—abhangigen Monooxygenase
lokalisiert ist. Fur orfY konnte gezeigt werden, dal3 dieser THF-induziert in Pseudonocardia
sp. Stamm K1 transkribiert wird und somit eine Rolle beim THF—Abbau spielen konnte. Eine
Aussage uber die Funktion konnte anhand der vorliegenden Daten nicht getroffen werden.

5.) Stromabwérts von thmC wurden zwei weitere offene Leserahmen (orfZ, thmH)
identifiziert. OrfZ und thmH werden in 1,4-Butandiol-gewachsenen Zellen von
Pseudonocardia sp. Stamm K1 gemeinsam transkribiert. Die aus orfZ abgeleitete
Aminosauresequenz zeigte bei Hydropathie—Analysen das Muster eines Membranproteins,
fur das sich 6 transmembrane Helices ableiten lassen. Es wurde postuliert, dal OrfZ eine
Funktion beim Katabolismus von 1,4-Butandiol besitzt. Fur thmH wurde aufgrund der
spezifischen Transkription in 1,4—-Butandiol-gewachsenen Zellen und der signifikanten
Sequenzhomologien von ThmH zu Aldehyd-Dehydrogenasen postuliert, daf? dieses Gen fir

eine 4—Hydroxybutyraldehyd-Dehydrogenase kodiert.

6.) In Pseudonocardia sp. Stamm K1 wurden zwei zirkulare Plasmide identifiziert, die sowohl
in THF- als auch in Succinat—-gewachsenen Zellen nachweisbar waren. Eines dieser
Plasmide (pPSK60) konnte als Trager der thm—Gene identifiziert werden. Der G+C-Gehalt
der thm—Gene lag ca. 10 % niedriger als der der Gesamt—-DNA von Pseudonocardia sp.
Stamm K1, und es wurde postuliert, daf die Gene bzw. das Plasmid durch lateralen

Gentransfer erworben wurden.
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7. ANHANG

Abbildung A:  DNA-Sequenz des plasmidkodierten 9179 bp Sau3A-Fragmentes aus
Pseudonocardia sp. Stamm K1. Gezeigt ist der nicht—kodierende DNA-Strang in
5 - 3" Richtung. Die abgeleiteten Aminosauresequenzen sind im Ein—Buchstaben—
Code angegeben. Sterne symbolisieren Stopcodons. Mégliche Ribosomenbinde-
stellen sind unterstrichen, die Startcodons durch Fettschrift hervorgehoben. Pfeile
oberhalb der DNA-Sequenz kennzeichnen palindromische Sequenzen.

1 GCGGTTCGCC AGGAAGTTCT AAGCGTGGCC TGCCAACGGA TTTTGGTCTA AGAAAGTGTG

61 GCATGTTACA TGCCACGTCG CAGTGGAGAC TCGGAGGCTG ANITTC AAGATCATGT
OorfY>MF KI M

121 TTGTCGTCTA CGAGCGCGAG GGTATCGATC GGGATGAGGC TCTGCGTTAT TGGCGCGAGC
FVVYEREGIDRDEALRY WRE

181 AGCATGGTCC GCTCGCGTCC AAGGTTCCCG GCCTGCGTTA TTACGCTCAG ACGCACGCCC
QHG PLAS KVP GLRYYAQTHA

241 TCAGCTCTGC TGACGGGGGC TCGGCCCCGT ACCTCGGATC CGCTGAGATG GCGTTCGACA
LSS ADGG SAPYLG SAEMAFD

301 GCCAGGGGGC TTTTGTCGAG GCAACGGCAT CTCCCGAGTT CGATGCGGTT CTGAAGGACG
SQG AFVE ATA SPE FDAV LKD

361 TGGTCAACTT TGCAGATCCT GACAACGTTC CGACGGCAGT TGTCCAAGAT TACGTCTTCG
VVN FADPDNVPTAVVQD YVEF

421 TCGACTGACC TCTATTTCGG TGACTGACTG AGTTTCATCT GCATTCATAA TTGAGGTGCT
V D*

481 TGGTTTCGTT TGCGGCGCTG GCCACACCTT TGAATGCGCG GCTCCCTCTT AGCACGTAGG

541 ACCTATTCAG CCTACCCCTC GCCGCTGAAG GAGAAATAGAATGACCGTGA TCGCCAAGCC
ThmS>M TV | AK

601 TGATCATCTATTGCGTGACG ATGTGCAGAA GTTCATTGAT CGCCCGAAGA AACTTTTCAT
PDHL LRDDVQKFIDRPKKLF

661 TAATGGTCAG TGGCACGACT CGATCAAGGG TGAGACTCTC GAGGTTTATG ACCCTGCGGT
INGQ WHD SIK GETL EVY DPA

721 TGGGACGAAG ATCTGTACCG TTGCTGCGGG CGATGCGGAG GATGTCGACC GAGCTGTGGC
VGTKICTVAAGDAEDVD RAYV

781 GGCCGCGCGC CACGCGTTCG ACGAGGGGCC GTGGTCCAAG CTAAATCCTT CGGAGCGCGG
AAARHAFDEG  PWSKLNP SER
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841 CAGGCTGGTT TGGCGGCTCG CGGACCTTCT CGAGGAGCAC GCGGACGAGT TCGCACAGAT
GRLV WRLADLLEEHA ADEFARQ

901 CGATGCGCTT GACAATGGCA AACCGGTCAC GGACGCGCGT GCGGTAGACG TGGCGTTCTC
IDALDNGIKPV TDAR AVD VAF

961 GATCGAATTG CTGCGCTACA TGGCTGGTTG GTCGAACAAA ATCTATGGTG AGACGATTCC
SIELLRY MAG WSNKIYGETI

1021 GCTCACTAAC CCGGCTGACT TCCATGCATA CACGCTTCGC GAGCCGGTCG GCGTGGTCGG
PLTNPADFHAYTLREPV GVYV

1081 GCAGATCGTT CCTTGGAACT TCCCCCTTAT GATGGCGGTC TGGAAGGTCG CTCCTGCCCT
GQIVPWNFPLMMAY WKV APA

1141 GGCTGCAGGC TGCACCGTGA TCCTCAAGCC CGCCGAGCAG ACACCGCTGA GCGCACTTCG
LAAGCTVILKPAEQTPL SAL

1201 CCTGGCCGAG CTCACCGAGG AGGCCGGCTT CCCGCCAGGT GTCTTCAACG TCATCACTGG
RLAELTEEAGFPPGVFEFNWVIT

1261 CTTTGGCGAG ACTGCAGGTG CGGCGATCGC CGCCCACGAC AACATCGACA AGGTCGCGTT
GFGE TAG AAI AAHD NID KVA

1321 CACCGGCTCG ACCGAGGTGG GGCGGTTGAT CGCCCAGGCG GCGAGCGGAA ACCTGAAGAA
FTGS TEV GRLIAQA ASG NLK

1381 GGTCTCTCTC GAGCTTGGCG GAAAGTCTCC CGTGATCGTG TTCGGTGATT CTGACATCGA
KVSLELG GKS PVIV FGD SDI

1441 GCAGGCTGTC GCTGGTGCTT CCAGCGCCAT TTTCTACAAC AACGGGCAGA CCTGCACGGC
EQAV AGASSAIFYNNGQTCT

1501 GGGCTCTCGT CTTTATGTGC ACCGGAAGGT CTACGACAAG GTCGTGGAGG GTATCGCCAG
AGSRLYVHRKVYDKVVEGIA

1561 TGAGGCGTCG GCTCTCCCGA TTGGTCACGG TCTCGACCCG GCGACCCGCA TCGGGCCGCT
SEASALPIGHGLDP ATRIGP

1621 GATCTCGGCG GAGCAGCGCG ACCGTGTCAC TGGCTACATC GCACAGGGCC GTGAGGCCGG
LISAEQRDRVTGYI AQG REA

1681 TGCAGAGGTG ATCGTGGGCG GGGACACTGT CGGTGATGGG GGCTACTTCA TTCAGCCGAC
GAEVIVGGDTVGDG GYF 1QP

1741 CATCCTTACC AAGACTGATC CGAGCATGAG CGTGGTGCGC GAGGAGATCT TCGGCCCAGT
TILT KTDPSMSVVREEI FGP

1801 GCTGTGCGCC ATGGCCTTTG ACGAAGACAC CATTGATAGC GTCGTGCGTG AGGCGAACAA
VLCAMAFDEDTIDS VVR EAN

1861 CTCAGTGTAT GGGTTGGCCG CGAGTATCTA CACCCGCGAC ATCAGCGTCG CCCATCGAGT
NSVY GLAASIYTRD ISV AHR

1921 CGCGAAGCGG CTCAAGGCTG GGACGATCGG TATCAATACC CACCATGTGG TCGATGTCGC
VAKRLKAGTIGINTHHY VDV



143

1981 GCTCCCATTC GGCGGATTCA AGCAGTCCGG ATATGGCCGG GACATGGGCC GCGACGCGAT
ALPF GGFKQS GYGR DMG RDA

2041 CGACCAGTAC ACCGAGGTCA AGTCGATCGG TATCGCACTC TGACGCTACT GCGCTCATCA
IDQY TEV KSI GIAL *

2101 CGGGGGGAGC ACTCTCATTC AAGAGAAGCT TGGTACCCCG GTAAGCACGA TACCTCGGAC
2161 TCGATATCCC CGCATCGTCT GGCGCTCCAC CCACCATATG AAGGCGCCAT CAATGGGAAA

2221 GGCTTAAGAT CACG  ATCGACT GCCCCACCGA TGAAGAGGCC GCGTCGAAGC ATTACGGCGA
ThmA>M T APP MKR PRRS ITA

2281 GCCATGCCAA GATCGGCGAG CTGGGCTGGG ACCGGACATA CTACCCGCAT GAGCGCGGGA
SHAKIGELGWIDRTYYPHERG®G

2341 AGTACCCCAG CCGATACAAG CTGCCGAATA AGCCAGGCCG GGATCCCATG AAGCAGATCA
KYP SRYKLPNKPGRDPM KQI

2401 TGGGCGACTA CCTGCACATG CAGAACGAGA AGGATGATCG AGTCCACGGT GGCCTCGATG
MGD YLHM QNE KDD RVHG GLD

2461 CAGCCGTCCG CGCAGAGGTC CCCGGCAAGG CCCCGLTTCG GTGGCTGGAG TTGCTCAAGC
AAV RAEVPGKAPLRWLETVLLK

2521 CTTACCTGCT GACCGTCATT AGCGCCGAGG CCGCTGCTAC CCGCTGCATG GGCATGCTTG
PYLLTVI SAEAAATRCMGML

2581 TTGATGCTCT CGACGACCCT GAGCTGCAGA ACGCCTATTA CATCCAGCAG CTCGACGAGC
VDA LDDPELQNAY YIQQ LDE

2641 AGCGTCACAC CGCGATGCAG ATGAACCTGT ATCGCTGGTA CATGAAGAAC ATGCCCGAGC
QRHTAMQ MNL YRWYMKN MPE

2701 CGGTCGGCTG GAACCTCGGG CTCCAGGCGG TCGGGGGCGA CTCCATCCTG GTCGLLaecec
PVG WNLGLQAVGGDSILVAA

2761 AGAACCTCAC CGGAAGCTTC ATGACCGGTG ACCCCTTCCA GGCCGCGGTG GCGCTCCAGG
QNLTGSFMTG DPF QAAV ALQ

2821 TCGTCGTTGA GACAGCCTTC ACGAACACCA TCCTGGTCGC GTTCCCTGAC GTGGCAGTCC
VVV ETAFTNTILVY AFPD VAV

2881 GGAACCATGA CTTCGCTCTG CCCACTGTCA TGAACTCCGT GCAGTCGGAC GAGGCGCGCC
RNHDFALPTV MNS VQSD EAR

2941 ACATCAACAA CGGCTACGCG ACACTTCTGT ACCTCCTGCA GGAGCCGGAG AACGCTCCCC
HINNGYATLLYLL QEPE NAP

3001 TGCTTGAGCA GGACATCCAG CAGATGTTCT GGACCGTGCA TGCATTCGTC GACGCCTTCA
LLEQDIQ QMF WTV HAFV DAF

3061 TGGGCATCCT CGTCGAGTAC GCCCCCACGG ATGCGACCGA CCCGGAAAGC TGGACCACGA
MGILVEY APTDATDPESWTT

3121 AGTGGGACCG GTGGGTAAAT GACGACTATT ACCGTTCCTA CATCGTCAAC CTCGGCAAGC
KWDRWVNDDY YRS YIVNLGK
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3181 TGGGCTTGAA GATTCCCGAC TCGATCTTCA AGCGCGCGCG CGAGCGGATC GCTGCTGACT
LGLKIPD SIFKRARERIAAD

3241 ACCACCACAA GGTCGCTGTC GGCGTCTGGG CCTCGTGGCC CTTCCACTAC TACAAGTACG
YHHKVAV GVWASWPFHY YKY

3301 GCAACCTTGA GCAGAAGGAC TACGACTGGT TCGAGAGCAA GTACCCGGGC TGGAACGAGA
GNL EQKD YDWFESKYPG WNE

3361 AGTTCGGCGC ATTCTGGCGC GGTTACGCCG ACGTTCGCTA CCCCGGCTCG GGTCCCTTGC
KFG AFWRGYADVRYPGS GPL

3421 AGCTGCCCGG CCTACTCGAG GGAGCCGGCC CGATCTGCTG GACCTGCCAG CTCGGATGCC
QLP GLLEGAGPICWTCQLGC

3481 TGCGGCCCGA GGAGCAGTGC CACCGCATTG TCGACGAGCA CACGCGGTTC TACTGCTCGC
LRPEEQCHRIVDEHTRFYCS

3541 CGGAGTGCAA GTGGATCGAC ATGACCAACC CTGGTCGCTA TGTCGGTGAC CGTGTTTGGT
PECKWIDMTNUPGRYVGD RVW

3601 TCGACCGCTA CCACGGCTGG GAGTACTCCG AGATCGTGCG TGACCTCGGA TTCCTCCGCC
FDRYHGWEYSEIVRDLGFLR

3661 CAGACGGTAA GACGCTCACA GGGCAGCCGC ACGTCGATCC CGACCCTGCC AAGCAGTGGA
PDG KTLT GQP HVD PDPA KQW

3721 CTATCGATGA TCTCCGAGAG CTCGGCCACA TCATGCAGAG CCCGAACATC CTCACCGCGG
TIDDLRELGHIMQ SPNILTA

3781 AGCGCCTCGG CCTGCCCTAC AAGCGAGTGG AATACACCGG CACCAAGCCC GGTGACATGC
ERLGLPY KRV EYT GTKP GDM

3841 CCCCCACCAT TCCGCCGCTC TTCGGGGTCT GAGTAAGTCC CATGICTCGT CCCGGCAGGC
PPTIPPLFGV * OfX>MSR PGR
>> >>>>> <<<<<<<
3901 TGCCACTCTT GATCTGGCAA CCTGCCGGGG CCTGGCATAT GACTCTCACC GAGTCATCAG
LPLLIWQPAGAWHMTLTESS

3961 ATGAGTGGTC GCAGGTTCGG AAGGTGGCGA GCAGATGEGA ACCTTCAACG TAAGGTTCGA
DEW SQVR KVASRWEPST *
Thmb>M G TFN VR F

4021 GCCGATTGGC GAAGAGATCG AGTGCGGCGA GGACGAGACA ATTCTCGATG CAGCGTTTCG
EPIGEEIECGEDETILD AAF

4081 ATCTGGTTTG AACCTTGTGC ACGGTTGCCG CGAGGGGCGC TGCTCGGCGT GCAAGGCATT
RSGLNLVHGCREGRU CSACKA

4141 CGTCCTCGAT GAAGGATGGA TATATCTAAA GAAGTATTCA AGCTTCGCCC TTTCCGACCA
FVLD EGW IYLKKYS SFALSD

4201 AGAGGAAGAG GGTGGATATA CACTTCTGTG CCGGGCAGTC CCAGAGTCAG ATGTTACGAT
QEEE GGY TLLCRAV PESDVT

4261 TGAGCTGCTC AACTACGATC CTGACCACTA TCGGCTAGAG CATGCAATTA CCGATGGAGT
IELLNYD PDHYRLEHMHAI TDG
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4321 TGGCCAAGTG GTCGAGGTGG AGGCGTTGAC GCACGATATT AGACGCTTGG AACTCCAGAT
VGQV VEV EALTHDI RRLELQ

4381 CGAGTCACCT CAGGGCTTCG GATTTCTTCC TGGTCAGTTC GTCGACATCT GGATCCCCGG
IESP QGFGFLPGQF VDI WIP

4441 GACAGAGCAG CGACGGTCGT TCTCGATGGC AAACCTTCCT AGCGACGGGC GCCTCGAGTT
GTEQRRSFSMANLPSDGRLE

4501 CATCATCAAG CAGTATCCGG GCGGCCGATT CGGGGCGCTG CTCGACGACG GCCTGGCGGT
FITK QYP GGR FGALLDDGLA

4561 GGGTGATCCA GTGAAGTTCA CCGGGCCTTA TGGTACATGC TATCTCCGTG ATACCGGCGG
VGDP VKFTGPYGTC YLRDTG

4621 GAGTCGTTCG GCGCTACTCA TCGCCGGCGG TTCGGGTATG GCGCCGATTC TTTCTCTGCT
GSRSALLIAGGSGMAPILSL

4681 GCGTCAGATG TCAGACGACG GTCAGGGGCG CACCGTTTCG GTGTTCTACG GTGGACGTAC
LRQM SDD GQG RTVS VFY GGR

4741 GAGACGCGAT CTCTTCTATA CCGAGCTCGT ACAGTCCCTC GGAAAGCGAA TCGAGCAGTT
TRRDLFYTELVQSL GKRITEQ

4801 CGAGTTCATC CAGGTAGTCT CGGATGAACC TGATAGTGAC GGTGACGATG TGCGATACGG
FEFI QVVY SDE PDSD GDD VRY

4861 ATTCGTACAT GATGCCGTTG ATCAATGGAT AGAGACTTCC GGGTTCCGCT TGGACGCGTG
GFVHDAVDQWIETS GFR LDA

4921 TGACGTCTAT ATGGCAGGTC CACCACCGAT GGTCGATGCG GTGAACGATG TTCTGACGCT
CDVYMAGPPPMVDAVND VLT

4981 CAGACATCAG GTGGAGCAGA ACCGAATCTT CGTAGACAAG TTCACCTCGA CCGGCCCCGA
LRHQ VEQNRI FVDKFTS TGP

5041 GGACTCTGCC GATTCCGATT CTGTATCGTC GCTTTAAGAT TTGTTCTCCA GAGAGGAGAT
EDSADSD SVS SL*

5101 CTGCGCA ATGAGTGCATCAG CTGCCGAGCG GCGCGAGCTG CGAGAGCTTG AGCGGTCACA
ThmB>M S AS AAERRELREL ERS

5161 GCACTGGTTC ATCCCGGAGC GGAAACGTTC GTCGCTCTAT GAGGACGTCA CTATCGACGT
QHWFIPERKR SSLY EDV TID

5221 CCAGCCGAGC GTCCACCGGC ACACCAGGTT TGGCTATCCT ATCGCATTCC CAAACGGGCG
VQPS VHRHTR FGYP IAF PNG

5281 TCCGTCATTC TGGGATGACT CCACTGCGAT CCAGTCCAGC GACTGGTATG CATTTCGTGA
RPSFWDDS STAIQSSDWY AFR

5341 TCCGGGCGGC CTCTGGGAGC GCACCTTCTT CCAGACGGGC TCAACTCATG AGCGCGAGAT
DPGGLWERTFFQTG STH ERE

5401 CGAGAATGAT CTCCAGGTGG CGCGGGACAA TAATCTGTTC GATGCGGTAA GCAAGGAGTG
IENDLQV ARD NNLF DAV SKE
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5461 GGTTGACTTC TTGTCTGCTC AGCTTCTGCC GATCAGCCTT ACCGAGTACG GTCTGGTTGC
WVDFLSAQLLPISLTEY GLYV

5521 CCCGCAGTCG GCGGCACTCC GGCCTGCCCT GGGTGATGCC ATCGCGAACT GCCTCGGCTA
APQS AALRPALGDAIANTCLG

5581 CAGCGCCGGT TACAAACTTC GGCAGGCTCA GGCGCTTGTT CTCTACGGGG GAGAACTGGA
YSAGYKLRQAQALVLYGGEL

5641 GCGGGAGATC CCCGGATTTT CGACCGCCGA CGGGAAGCGC CGTTTCTTGG AGGATCCGGA
EREIPGF STADGKRRFL EDP

5701 ATGGCAGCCG ACACGTCGCT ATCTTGAGCG GCTGGCGTCG ATCACGGACT GGGCGGAGAC
EWQPTRRYLERLASITD WAE

5761 CATCGTCGCC GCCAACATCT GCTTCGAGCC GCTCATTGGA TCTTTGCTGC GCCGCGAGGT
TIVAANI CFEPLIG SLL RRE

5821 GCTGATCCGA CTCGCCGGAT CCTACGGCGA CGCCACCACA CCGACCCTCG GCCAGGTTGC
VLIRLAGSYGDATTPTL GQV

5881 CCAAGCCGAG TGGGGGTGGG TGCGTGACTG GTCCGTCGCT CTCGTTCGCT TCATTCTGAA
AQAE WGWVRDWSVALVRFIL

5941 TGACACTACC TATTCCGAGG CCAACACCCA GAAGGTCCAG GAGTGGCTGG AGGACTGGGG
NDTTYSEANTQKVQ EWL EDW

6001 AACGATGGCT CGCGAGGCGA TCGATGCGCT GGAACCCGTT TTCAGCTCAA TCGACCCCGC
GTMAREAIDALEPV FSSIDP

6061 TTACTCCGAA ACCCGTCAGC GTCTTAACCA AGATCATGCC GACCTGCTTC AGGAATGCGG
AYSETRQRLNOQDHADLL QEC

6121 TCTCAAGTCG AGCGAGGTGA CGGTCTG ATGACGGATGCCA CGGCTACGTC GGCGGCTGAG
GLKS SEV TV?*
ThmC>M TDA TAT SAAE

6181 AATGGGAGCG GCGACGCCGC TTATGACTAT GTGGGGCTGG TTATGCAGCG CACTCCGGAA
NGS GDAAYDY VGLVMQRTPE

6241 GGCGAAGCGG TCGGCCGGGT GTGCTCGCAG ACTCCTGGTG TCGAGGTCAT CACGAACACA
GEAVGRVCSQTPG VEV ITNT

6301 ACGTTTCTTG ATGTCAGGGC CAAGGATCGG CTGATCGTCA ACTTCGACGC GGTCGGCGAA
TFLDVRAKDRULIV NFD AVGE

6361 GAGCTCGGCA GCGACATGGA CGGTTACGTT CTTCAGGAAC ACATGACCAC TCACTATGGC
ELGSDMDGYVLQEHMTTHYG

6421 CGGATGGCAA TGACCGATGA CTCATTCATC CTGGTCGCCG ATCCCCTCGA GCTGATCGAG
RMA MTDDSFILVADPLELIE

6481 CTGATCAACT CTGGGTCGTA GGAAGAGATC ATCAAGGTGA TCTCGCCCCT CGGGTGAGTG
LINSGS*

6541 ATTCGTGTTT TCACTCCTTG AT ATGIGGGA AGCCCTATCT GGGTGGTGTG TCGCTCCCCC
ofQg>MW EALS GWC VAP
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>>> >>> <<<<<<
SSSSS>>>> >>>>> <LK <LLLLLLLL
6601 ACACCATCCT TGCTCTCGGG CCGGCCAGAG TTCGCGCCGG CCCGAGAGCG GGGCCGTGGT
PHHP CSRAGQ SSRRPES GAYV

6661 ATTTGGGAGG CTTCGCGGTA TTGGATTGAT GCTATCTGTT CACTAGGCGG TGTTTCGCTC
VFGRLRGIGLMLSV H?*

6721 GGACGAATGC CGCCACAACC CGAGGAGAGT CATGGTTGTT GAGAATTCTG AGGCACCGGA
OofZMVV ENS EAP

6781 AACGACGCCT CCGGCAAGCG ACAGCACTGC AGCACAAGTT CTTGCTGTGG GCAACCCAAT
ETTPPASDST AAQV LAV GNP

6841 GCTCGTGGCT CTTCCGACCT TTCTCGTGGG TAGTATCACT CTAGGTCTTT GGCTTGTAGA
MLVALPTFLV GSITLGLWLYV

6901 CTATCTGCCG GTAGCTCTTC CCGGTGGACT GGTTGCGAGT GTCTTCTTTG CGTCCGGGGT
DYLPVALPGGLVASVFF ASG

6961 CGGCGTGATT CTCGGAGCGG TGTGGGCTGC ACGCCTGGGC CAGAGTGCGG TTGCGGGCGT
VGVILGAVWAARLG QSAVAG

7021 TCTGGCCACA TTTGGCACAT TCTGGCTTAG CTTTGGTGTG TTGGTCTTCG GACTAGTGAA
VLATFGTFWL SFGV LVF GLV

7081 CGGGCTTTTT GGGGTATCCA CAACAGATGC GGCGGCAGCT GGTAGCCAGG TGCAGTCGGT
NGLFGVSTTD AAAAGSQVQS

7141 GCAGGCTACG TTCCTCTTGT CGTGGCTGAT TGTGCTTGTG GTGATGACGC TGGCAACTAC
VQATFLL SWLIVLV VMTILA

7201 GAGATTGCCG CTCGCCTACA CGGTGCTCTT CGTGCTCGTT GACATTGCTC TCGCGCTTGT
TRLPLAY TVLFVLVDIALAL

7261 TCTGGCTGGA GTTCTCGCGG CTTCTTCGGC ACTTCTAGTT TGGGGCGGAA TCGCCGTGTT
VLAG VLAASS A ALLVWGGIAYV

7321 CGGCTTCTGC CTTGTCGGGG CTTATCTGTT CTATGGGGCC ATGGCGGAGG AACTCGGAGG
FGFCLVG AYLFYGAMAETELGSG

7381 ATCATCAGCA CCGCTCGGCG CCCCTTTGAC AAAGTAGTTT TAAGCAACAC GGATTCCCTA
GSSAPLGAPLTK*
>>>

7441 CGGCTCCCGC GCGGCTATTG GGCTGGGATG CCGTCATTGA CGGGCTCCCC CGTTGGGAAC
S>>>>>>>>> >> <<LLLLLLLL <KL

7501 TCCGGGAGAC TCTCCGCTCC GAGTCTCCCG GAGTTTCTGC GGAGGTGCTC GACCTGCACG
7561 AGTAATGAAA TCGTTACGGT CGTGCGAGCC GAAGTCGGGC CCGCGCATAG TATCCATCAT

7621 TTTGTGCAAT CTGGTGCGAG ATATGATAGA GGAAAGAAGC GAACCGACTATGAAGCTG
ThmH>V Q A

7681 AACCATTCTG GATCGCAGGT CGTCCGGCGA CTGGCAGCAC GGTGATTGAT GTCCAGTATC
EPFWIAGRPATGS TVIDVQY

7741 CCTATGATGG TCGAACAGTC GCCTCGGTAT TTGTTCCATC CGCTGAGCAG GTTGAAGAGG
PYDGRTV ASV FVP SAEQ VEE
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7801 CCGTCGCTGC GATGCACGCG GCGAGGGATG TTGTCGGGGC AACATCGGCT CATCGGCGAG
AVA AMHA ARD VVG ATSA HRR

7861 CATCTGCACT GTCGCATGTC GCAGACAGGC TTGAGCAGCG TTCAGAGGAG GCCGCTCAGG
ASALSHVY ADRLEQRSEEAARQ

7921 TCATCGTGCT CGAGAGCGGT AAGCCCATCA AGTGGGCCAG GGTGGAGGTA GCGCGAGCAG
VIVLESG KPI KWARVEV ARA

7981 CCTCCACGTT CCGATGGGCG GCAGAGGAGG CGCGGCGTTG GTCGGGAACC CTGCAGCGAT
ASTFRWAA AEEARRWSGTULQR

8041 TGGATACCGA CGCCGGCGGA GCTGGACGGC TTGCGCTTGT TCGGCGGTTT CCACGAGGTT
LDT DAGG AGR LAL VRRFPRG

8101 CTCTGCTCGC AATTACGCCG TTCAACTTTC CACTTAATCT CGTCGCGCAC AAAGTGGCGC
SLLAITP FNFPLNLVAHIKVA

8161 CGGCGATCGC GGTCGGAGTG CCGGTTATCA TCAAACCTGC CCCGTCGACT CCGCTCTCAT
PAI AVGV PVIIKP APSTPLS

8221 CGTTGTTCTT GGGTCAGCTC CTCGCTGAAA CGGATCTGCA CCAGGGCAGC TGGTCTGTGC
SLFLGQLLAETDL HQGS WSV

8281 TGCCGGTTCC AAATAGTCAG ATGGAGCACC TTATTCTTGA TCCGAGGCTT CCTATTATCT
LPVPNSQMEHTLILDPRLPII

8341 CTTTCACAGG GTCGGGGCCG GTGGGCTGGG ATATTAAGAG CCTTGTCCCT CGTAAGCATG
SFTGSGPVGWDIKSLVP RKH

8401 TGACGCTTGA GCTTGGCGGG AATGCGGCGG CCGTTGTATG TTCCGACTGG TCGAGTGAGC
VTLELGG NAAAVYV CSDW SSE

8461 AAGATCTGGA GTGGGCAGCT CAGCGGATCG CTCTCTTTGC GAACTATCAG GCGGGCCAGT
QDLEWAAOQRIALFANYQAGQOQ

8521 CGTGTATCTC GGTGCAGCGA GTCTATGTGC CACGTGAGCT GTACGAGGTG TTTACCGTGC
SCI SVQR VYV PRELYEV FTV

8581 TGCTTTCGCG GCATATTGGC GCACTTAGGC AGGGGAATCC GAATGACGAC GCAACTGATG
LLS RHIGALR QGNPNDDA ATD

8641 TCGGTCCTGT CATTAATGAG GCATCAGCCA TCAGGATCGA GCAGTGGATC GATGACGCAG
VGP VINE ASAIRIEQWI DDA

8701 TCCATGCTGG GGCGAAGATT CTGGTCGGGG GCCGCCGGAA CGGGACAAGT CTTGAGCCGA
VHA GAKILVG GRR NGTS LEP

8761 CGCTTTTGGC TGACGTTCCG CTCGCCGCAC GGATTCTTCG TGACGAGGCA TTCGGCCCGG
TLLADVPLAARILRDEATFGP

8821 TGGTAAGTAT TACGCCTTTC GACAGTCTAG ACTCGGCGTT TGCTGCCGTT AATGATTCTG
VVSITPFDSLDSAFAAVY NDS

8881 ACTTCGGTCT GCAGACAGGT GTCTTTACGC GTGATATTCG GACTGCATTC CGCGCGCATC
DFGLQTG VFTRDIRTAFRAH
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8941 GCGACCTTGA GGTGGGTGGG GTCATTATTG GAGATGTTCC GAGCTACCGT GCGGACCAGA
RDLEVGGVII GDV PSYR ADQ

9001 TGCCGTATGG TGGAATGAAG GATTCTGGTA TAGGCAGAGA AGGCGTCCGC TCAGCTATGG
MPY GGMK DSGIGR EGVR SAM

9061 ACGACTTCAC GGTGGAGAAG GTTCTCGTGC TTGCCGGGGT CGCGCTGTGA AAAGCGTTGC
DDF TVEK VLV LAG VAL*

9121 TCTGTGCCCT TTGGATTCTT ACTGACCTCC CCGGTGCCGG CCGGTGCCCA ACAGTGATC
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