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l. Einleitung

1. Die Enzymklasse der Dehydrogenasen

Die Dehydrogenasen gehoren zur Enzymfamilie der Oxidoreduktasen (EC 1.-.-.-) (Abo-
kitse and Hummel, 2003 [1]) und sind in allen Lebewesen gleichermal3en an essen-
ziellen Reaktionsmechanismen des Metabolismus beteiligt. Oxidoreduktasen kataly-
sieren Redoxreaktionen (Hummel, 1999 [82]), also die Ubertragung von Elektronen,
und werden in Oxidasen, Reduktasen, Oxygenasen und Dehydrogenasen unterteilt
(Karlson et al., 1994 [99]). Mikroorganismen stellen aufgrund ihres vielfaltigen Metabo-
lismus eine vielversprechende Quelle fiir neue Dehydrogenasen dar, die relativ leicht
zuganglich sind und Aktivitaten fir ungewdhnliche Substrate, wie hydroxylierte polyzy-
klische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK), aufweisen konnen (Habe and Omori,
2003 [63]). So zahlen beispielsweise die sogenannten TOD- oder TOL-Pathways, an
denen Dihydrodiol-Dehydrogenasen beteiligt sind, zu den meist untersuchten meta-
bolischen Abbauwegen aromatischer Kohlenwasserstoffe durch aerobe Mikroorganis-
men (Lee et al., 1999 [118]; Zeyer et al., 1985 [239]; Gibson et al., 1975 [55]). Fir
die katalytische Reaktion bendtigen die Dehydrogenasen entsprechende Cofaktoren
als Elektronenakzeptor bzw. -donor. Anhand der verschiedenen Cosubstrate lassen
sich die Oxidoreduktasen in drei Hauptklassen unterteilen, flr die jeweils universelle
Reaktionsgleichungen gelten (Reid and Fewson, 1994 [163]).

1. NAD(P)-abhangige Alkohol-Dehydrogenasen (ADH)
(Alkohol + NAD(P)*™ « Aldehyd + NAD(P)H + H™)

e Zink-unabhangige short-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR)
e Zink-abhangige medium-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (MDR)
e Eisen-aktivierte long-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (LDR)

2. NAD(P)-unabhangige Alkohol-Dehydrogenasen
(Alkohol + 2 e~ -Akzeptor,,. < Aldehyd + 2 e -Akzeptor, .4 + 2 HT)

3. FAD-abhangige Alkohol-Oxidasen
(Alkohol + O, — Aldehyd + H,0,)
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NAD(P)-unabhangige Enzyme verwenden Pyrroloquinolin Quinone (PQQ) (de Vries
et al., 1990 [36]), eine Hamgruppe in Verbindung mit PQQ, wie die Ethanol-Dehydro-
genase aus Acetobacter spp. (Takemura et al., 1993 [212]; Tamaki et al., 1991 [213]),
oder den Cofaktor F,5 (Bleicher and Winter, 1991 [18]) als Cosubstrat. Die Alkohol-
Oxidasen aus Pichia pastoris (Koutz et al., 1989 [113]) und Candida boidinii (Sakai
and Tani, 1992 [174]) geh6ren zu den FAD-abhangigen Oxidasen, die essenzielle,
irreversible Oxidationen von Alkoholen katalysieren und dabei die Elektronen auf mo-
lekularen Sauerstoff tbertragen. Die NAD(P)-abhangigen Alkohol-Dehydrogenasen
(ADH) kénnen anhand ihrer Metallionen-Abhangigkeit, struktureller und proteinbioche-
mischer Eigenschaften, wie die Gr6Be ihrer Untereinheiten, in drei weitere Gruppen
eingeteilt werden (Kavanagh et al., 2008 [104]; Hummel, 1997 [81]; Jornvall et al., 1987
[93]; Jornvall et al., 1981 [92]). Den Proteinen dieser drei Gruppen ist der sogenannte
Rossmann-fold gemeinsam, eine paarige Dinukleotid-Cofaktor-Bindedomane, welche
aus parallelen -Strangen besteht, die Uber a-Helices verbundenen sind (Kavanagh
et al., 2008 [104]; Rao and Rossmann, 1973 [161]). Eine Alkohol-Dehydrogenase aus
Drosophila melanoganster (Thatcher, 1980 [216]) und die Ribitol-Dehydrogenase aus
Klebsiella aerogenes (Jornvall et al., 1984 [91]) wurden als erste Mitglieder der short-
chain Dehydrogenase/Reduktase (SDR) Familie (Jornvall et al., 1995 [94]) beschrie-
ben, die aus ca. 250 Aminosaureresten bestehen und GXXXGXG als Dinukleotid-
Bindemotiv aufweisen. Andere Beispiele fir diese Gruppe sind die Mannitol-Dehydro-
genase aus Candida magnoliae (Lee et al., 2003 [117]), die zur industriellen Her-
stellung des Hexitolzuckers Mannitol verwendet wird, die Galaktitol-Dehydrogenase
(Kohring et al., 2003 [110]; Huwig et al., 1997 [83]; Schneider et al., 1995 [188]) und
verschiedene weitere Polyol-Dehydrogenasen aus Rhodobacter sphaeroides mit vie-
len unterschiedlichen Anwendungspotentialen (Schafer et al., 1997 [181]; Schauder et
al., 1995 [179]; Kahle et al., 1992 [97]). Die medium-chain Dehydrogenasen/Redukta-
sen (MDR) besitzen ca. 350 Aminosaurereste pro Untereinheit und das GXGXXG
Fingerprintmuster als Cofaktor Bindedomane (Otte and Lengeler, 2001 [145]; Wieren-
ga et al., 1983 [229]), wie z.B. fur die Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase (Branden
et al., 1975 [20]) und die Alkohol-Dehydrogenasen I-1ll aus Saccharomyces cerevisiae
(Saliola et al., 1990 [176]) gezeigt wurde. Darliberhinaus existieren auch Enzyme wie
die 1,5-Anhydro-D-Fruktose-Reduktase (AFR) aus Sinorhizobium morelense (Dambe
et al., 2006 [33]; Kuhn et al., 2006 [107]), die eine Ausnahmestellung zwischen den
SDR und MDR einnehmen, da diese zwar von Metallionen unabhangig sind, aber
mehr als 300 Aminoséaurereste besitzen. Diese Enzyme gehdéren zur GFO/IDO/MocA-
Familie (Kihn, 2004 [106]; Kanagasundaram and Scopes, 1992 [98]; Zachariou and
Scopes, 1986 [237]). Der Name dieser Gruppe setzt sich aus der Glukose-Fruktose-
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Oxidoreduktase (EC 1.1.99.28) und den Vertretern der Inositol-Dehydrogenasen IDH
und MocA zusammen, die sich durch ihre Substrate myo-Inositol und Rhizopin (3-
O-Methyl-scyllo-insoamin) unterscheiden (Fry et al., 2001 [46]; Galbraith et al., 1998
[51]). Dagegen weisen die long-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (LDR), wie die
Glycerol-Dehydrogenase aus Bacillus stearothermophilus (Mallinder et al., 1992 [124])
und die ADH Il aus Zymomonas mobilis (Conway and Ingram, 1989 [30]; Conway et al.,
1987 [31]) kein einheitliches Fingerprintmotiv fir ihr Cosubstrat auf. Generell bestehen
die Untereinheiten aus ca. 385 Aminosaureresten, konnen aber auch eine Dimension
von fast 900 Aminosauren, wie im Falle der multifunktionalen ADHs aus Escherichia
coli und Clostridium acetobutylicum erreichen (Youngleson et al., 1988 [236]).
Dehydrogenasen kdnnen zahlreiche Hydroxyl-, Keto-, oder Aldehydgruppen in Alkoho-
len, Polyolen, aliphatischen oder aromatischen Verbindungen oxidieren oder reduzie-
ren. lhr breites Substratspektrum und ihre hohe Enantioselektivitat stellen daher ein
groB3es biotechnologisches Potential fir deren zunehmende Nutzung in industriellen
Produktionsprozessen dar (Goldberg et al., 2007 Part | [56] and Part Il [57]; Molinari,
2006 [136]; Hummel, 1999 [82]; Hummel, 1997 [81]).

2. Anwendungspotential der Dehydrogenasen

Die chemische Industrie entwickelt einen immer groBer werdenden Bedarf an enzy-
matisch katalysierten Produktionsprozessen. Die Anzahl signifikanter Biotransforma-
tionen stieg daher von nur etwa zehn im Jahr 1960 auf Gber 130 im Jahr 2002 an, wo-
bei Redoxkatalysatoren dabei einen Anteil von 30% einnehmen (Straathof et al., 2002
[205]). Obwohl enzymatische Redoxreaktionen im industriellen Maf3stab aufgrund ei-
ner nur begrenzten Stabilitat der Enzyme hinsichtlich hoher Substrat-, Produkt-, oder
organischer Losungsmittel-Konzentrationen sowie der Temperatur limitiert sind, ge-
winnt der Gebrauch von Dehydrogenasen an Stelle der konventionellen synthetischen
Methoden zunehmend an Bedeutung (Molinari, 2006 [136]). Im Gegensatz zu vielen
chemischen Reaktionen, bendtigen sie nicht-toxische und korrosionsbestandige Be-
dingungen (Gavrilescu and Chisti, 2005 [53]). Milde enzymatische Reaktionsbeding-
ungen vermeiden im Vergleich zur chemischen Synthese viele Probleme, wie Isomer-
isierung, Racemisierung und Umlagerungen, was die Enzyme in Kombination mit ei-
nem verringerten Bedarf an umweltschadlichen Einsatzstoffen zu attraktiven Kataly-
satoren flir organische Synthesen macht (Kataoka et al., 2003 [103]; Hummel, 1997
[81]). Die wesentlichen Vorteile bestehen jedoch in der hohen Chemo-, Regio- und En-
antioselektivitat, im Besonderen flr asymmetrische Synthesen (Molinari, 2006 [136]).
Da kommerziell erwerbbare Enzyme jedoch oft eine begrenzte Langzeitstabilitat, Sub-
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stratspezifitat und fehlende Aktivitat in organischen Lésemitteln besitzen, gibt es einen
bestandigen Bedarf nach neuen Biokatalysatoren zu screenen oder bekannte Enzyme
zu modifizieren (Hummel, 1997 [81]). Die Fortschritte in der genetischen Manipulation
von Mikroorganismen ermoglichen auBerdem eine effektive Klonierung und Expressi-
on von Enzymen aus relevanten metabolischen Stoffwechselwegen in einem Wirtsor-
ganismus, der zu einer Akkumulation von gewlnschten Intermediaten oder Endpro-
dukten, die fUr die Industrie interessant sind, fahig ist (Zeyer et al., 1985 [239]).

Die enzymatische Dehydrierung von Monosacchariden ist eine weitverbreitete Reakti-
on, da Mikroorganismen mit einer Reihe von verschiedenen Dehydrogenasen ausge-
stattet sind, die den Stoffwechselwegen fiir den Abbau von Zuckern, wie dem Entner-
Doudoroff- oder dem Phosphoketolase-Pathway, angehoéren (Molinari, 2006 [136]).
Die Glukose- und Gluconat-Dehydrogenase sind die Schllisselenzyme des Pentose-
phosphatweges und wurden in industriellen MafBstaben und als Biosensoren verwen-
det (Molinari, 2006 [136]). Das bekannteste Beispiel fir die Nutzung von Dehydro-
genasen in der industriellen Anwendung ist die Reichstein-Griissner-Synthese fir die
Produktion von L-Ascorbinsaure (Vitamin C) (Reichstein and Grissner, 1934 [162]),
welche in einer Gesamtmenge von circa 80.000 Tonen pro Jahr hergestellt wird (Gavri-
lescu and Chisti, 2005 [53]). Sie zahlt zu den ersten chemoenzymatischen Synthesen,
die auf sechs chemischen Reaktionen und einer mikrobiologischen Transformation,
der Oxidation von D-Sorbitol zu L-Sorbitol, katalysiert durch membrangebundene De-
hydrogenasen, basiert (Molinari, 2006 [136]). Die Reinigung eines hergestellten Pro-
duktes spielt fir den Kostenfaktor des gesamten Verfahrens eine grof3e Rolle. Dieser
Prozess kann durch ein Zuriickhalten der Biokatalysatoren durch eine Membran ver-
einfacht werden und wurde bereits flir verschiedene Anwendungen in sogenannten
Enzym-Membran-Reaktoren (EMR) gezeigt (LUtz et al., 2006 [122]). Evonik (Degus-
sa) verwendet diese Art von Reaktor fir die Produktion von enantiomerenreinen Ami-
nosauren durch eine kinetische Aufldsung von N-Acetylaminosauren (Woltinger et al.,
2001 [231]). Eine Kombination aus Membran-assoziierten Reaktoren und Ganzzell-
Biokatalysatoren wurde ebenfalls bereits in der Literatur beschrieben (Chin-Joe et al.,
2002 [26]; Haberland et al., 2002 [64]).

Praparative Umsatze erfordern nicht nur geeignete Enzyme und passende Reaktions-
techniken, sondern auch besonders effiziente Regenerationssysteme fir das jeweili-
ge Cosubstrat (Hummel, 1999 [82]. Ein stéchiometrischer Einsatz, beispielsweise von
NADH, ohne einen effektiven Recyclingvorgang ist far einen industriellen Umsatz viel
zu teuer (Hummel, 1997 [81]). In den letzten Jahrzehnten wurden daher eine Reihe
multipler Regenerationsprozesse entwickelt.
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3. Regenerierungssysteme flir Cosubstrate

In zellfreien Redoxprozessen muss ein effizientes 6konomisches System fir eine kon-
tinuierliche Regenerierung des Cosubstrates zur Verfligung stehen (Hummel, 1997
[81]). Die dafur notwendige Anzahl der Recyclingzyklen hangt dabei stark von dem
Wert des chiralen Produkts ab. Generell sollte die gewahlte Methode den Cofaktor je-
doch 100 bis 100.000 mal regenerieren konnen (Wong and Whitesides, 1994 [232]).
Uber die letzten Jahrzehnte wurden zahlreiche Regenerierungsmethoden fiir Cofakto-
ren entwickelt, die entweder auf enzymatischen oder chemischen Systemen beruhen
(Wichmann and Vasic-Racki, 2005 [227]; Chenault and Whitesides, 1987 [25]).

3.1. Enzymatische Cofaktor Regenerierung

Man unterteilt die Systeme, bei denen die Cosubstrat Regenerierung ebenfalls Gber ei-
ne enzymatische Reaktion erfolgt, in Enzym-gekoppelte und Substrat-gekoppelte Co-
faktor Recyclingmethoden (Peters, 1998 [152]). Bei der Enzym-gekoppelten Reaktion
werden insgesamt zwei verschiedene Enzyme verwendet, eines flr den eigentlichen
Umsatz und ein anderes fir die Cosubstrat Regenerierung. Das zweite Enzym sollte
dabei unbedingt eine vom ersten Enzym genligend unterschiedliche Substratspezifitat
besitzen, um Beeintrachtigungen der Reaktion zu vermeiden. Der Regenerierungs-
prozess wird dabei meist durch kommerziell erhaltliche Enzyme vorgenommen, wie
beispielsweise die Laktat-Dehydrogenase (siehe Abbildung 1) fir die in situ Regener-
ierung von NAD* (Lee and Whitesides, 1985 [119]) und die Formiat-Dehydrogenase
flr das Recycling von NADH (Kragl et al., 1996 [114]; Schiitte et al., 1976 [191]).

O4 H
OH \c":_
Pyruvat NAD+* e R
\/ 1,2-Diol
DH

LDH
@]

|
NADH + H OH\‘CHQ/C\R

Laktat

1-Hydroxy-2-Keton

Abbildung 1.: Modellreaktion fiir eine Enzym-gekoppelte Dinukleotid Regenerierung, die Oxi-
dation von NADH durch die Laktat-Dehydrogenase.
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Grundsatzlich wird der Regenerierungsprozess der oxidierten Form durch eine un-
gunstige Thermodynamik und eine Produkt-Inhibierung behindert (Lee and Whitesi-
des, 1986 [120]). Der Vorteil des Formiat-System liegt nicht nur an dem relativ kosten-
gunstigen Formiat, sondern auch darin, dass dieses zu Kohlenstoffdioxid oxidiert wird
(siehe Abbildung 2).

OH H
OH ‘CF:
CO2 NAD+ ~eny” R
1,2-Diol
FDH DH

I

HCOOH NADH + H* OH C
ey R

1-Hydroxy-2-Keton

Abbildung 2.: Modellreaktion fiir eine Enzym-gekoppelte Dinukleotid Regenerierung, die Re-
duktion von NAD* durch die Formiat-Dehydrogenase.

Das entstandene Coprodukt entweicht dabei aus der Produktlésung und kann somit
keine Endprodukt-Inhibierung auslosen. Das Reaktionsgleichgewicht wird zudem in
Richtung des CO, verschoben, was die Effizienz der Cofaktor Regenerierung stei-
gert. Der groBte Nachteil der Enzym-gekoppelten Regenerierungssysteme besteht
grundsatzlich aus einer kompetitiven Hemmung durch das Substrat oder das Produkt
(Kula et al., 1980 [115]). Zudem muss ein zweites Enzym verwendet werden, was
zusatzliche Kosten verursacht und auf dessen Charakteristika, wie pH- und Tempera-
turoptimum, die eigentliche Reaktion abgestimmt werden muss (Peters, 1998 [152]).
Vorteile sind dagegen, dass das Reaktionsgleichgewicht beeinflusst werden kann und
hohe Umsatzraten von tber 600.000 erreicht werden kdnnen (Schmidt et al., 1987
[183]). Jedoch ist es notwendig die Aktivitatsratio fir jedes Enzympaar anzupassen,
um weder einen Mangel noch einen Uberschuss an Reduktionséquivalenten zu erhal-
ten (Peters, 1993 [151]).

Im Gegensatz zur Enzym-gekoppelten Reaktion, werden bei der Substrat-gekoppelten
Regenerierung beide Reaktionen von einem einzigen Enzym durchgefiihrt (siehe Ab-
bildung 3). Dabei dient das Zusatzsubstrat zur Cosubstrat Regenerierung, meist ein
kostengunstiger Alkohol als Hydriddonor (siehe Abbildung 4) und wird in groBen Meng-
en zugegeben, um das Reaktionsgleichgewicht in die gewlnschte Position zu ver-
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schieben (Wichmann and Vasic-Racki, 2005 [227]; Peters, 1998 [152]). Zum Beispiel
kann eine ADH die Reduktion eines prochiralen Ketons zu einem chiralen Alkohol ka-
talysieren und gleichzeitig das Cofaktor Recycling durch Oxidation eines der meist
verwendeten Zusatzsubstrate 2-Propanol zu Aceton durchfiihren (Schroer et al., 2007
[190]; Findrik et al., 2005 [43]).

OH H

OH \c::_
Keton NAD+ ey R
1,2-Diol

DH DH

I

Alkohol NADH + H* OH C
Seny” R

1-Hydroxy-2-Keton

Abbildung 3.: Modellreaktion fiir eine Substrat-gekoppelte Dinukleotid Regenerierung, die
Reduktion von NAD* durch Verwendung eines zweiten Hydroxylsubstrates.

o H
OH c.
Keton NAD+ ~Seny” R
1,2-Diol
DH DH
o)
Alkohol NADH + H* H

OH C
e R

1-Hydroxy-2-Keton

Abbildung 4.: Modellreaktion fiir eine Substrat-gekoppelte Dinukleotid Regenerierung, die
Oxidation von NADH durch Verwendung eines zweiten Ketonsubstrates.

In kontinuierlichen Synthesen kénnen dabei Ausbeuten von mehr als 80% und Um-
satzraten von mehr als 10° erreicht werden, die die Produktivitat eines vergleichbaren
Enzym-gekoppelten Systems um das 2,5-fache steigern kann (Peters, 1998 [152]).
Nachteile dieses Systems sind Probleme bei der Produktisolierung und eine Enzym-
hemmung anhand der hohen Konzentration des Zusatzsubstrates, sowie die Akku-
mulation von hoch reaktiven Carbonylspezies wie Acetaldehyd oder Cyclohexanon
(Peters, 1998 [152]).
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3.2. Elektrochemische Cofaktor Regenerierung

Die nicht-enzymatischen Methoden der Cofaktor Regenerierung lassen sich in che-
mische, elektrochemische und photochemische Methoden einteilen (Kornberger et
al., 2009 [112]; Wichmann and Vasic-Racki, 2005 [227]; Peters, 1998 [152]). Eine
kostenglinstige, jedoch instabile chemische Methode fiir die Reduktion von NAD(P)*
ist beispielsweise die Verwendung von Natriumdithionit, welches allerdings eine sehr
niedrige Umsatzrate besitzt und Enzyme reduktiv inaktivieren kann (Jones et al., 1972
[89]). Photochemische Methoden bendtigen zur Cofaktor Oxidation sogenannte Pho-
tosensibilisatoren, wie Tris(bipyridin)ruthenium (ll) (Mandler and Willner, 1984 [125]),
Meso-Tetra-Methylpyridin-Porphyrinzink(ll) (Mandler and Willner, 1986 [126]) oder Me-
thylenblau (Julliard and Lepetit, 1982 [95]). Steckhan et al., 1991 [200] und Ruppert et
al., 1978 [171] entwickelten ein Recyclingsystem fiur NAD(P)H, mit einem Rhodium-
Bipyridin-Komplex als Redoxkatalysator und entweder einer Elektrode oder Formiat
als Donor. Die gréBte Schwierigkeit besteht bei diesen Methoden in dem gleichzeiti-
gen Transfer von zwei Elektronen, was eine Dimerbildung zur Folge hat. Deswegen
werden Mediatoren wie Viologen oder Rhodiumkomplexe eingesetzt, jedoch lassen
sich dadurch Probleme wie eine niedrige Stereoselektivitat (Mandler and Willner, 1986
[126]), Inaktivierung des Coenzyms (Hollmann and Schmid, 2004 [76]; Peters, 1998
[152]), Nebenreaktionen und niedrige Umsatzraten (Chenault and Whitesides, 1987
[25]) nicht vermeiden.

Die elektrochemische Cofaktor Regenerierung stellt eine kostenglnstigere Alternative
zu den chemischen oder enzymatischen Methoden dar. In den letzten Jahrzehnten
wurden viele elektroenzymatische Systeme flr die Entwicklung von Biosensoren und
elektrochemische Cofaktor Regenerierungsreaktionen flr biotechnologische Produkti-
onsprozesse untersucht (DevauxBasseguy et al., 1997 [35]; Bergel and DevauxBasse-
guy, 1996 [15]). Grundséatzlich ist dabei die Oxidation eines Cofaktors einfacher durch-
zuflihren, als die Reduktion, da die Ansprliiche an die Regioselektivitat bei der Oxi-
dationsreaktion geringer sind. Bei beiden Systemen lassen sich direkte Methode an
der Elektrodenoberflache und indirekte Methoden tber Redoxmediator-Molekile un-
terscheiden. Als Mediatoren werden Elektronentransfer-Katalysatoren oder allgemei-
ner als Vermittler von Reduktionsaquivalenten wie Elektronen und Hydride bezeichnet
(Schroder, 2003 [189]). Eine direkte Oxidierung des Cosubstrates (siehe Abbildung 5)
ist deswegen interessant, da keine zusatzlichen Enzyme, Substrate oder Mediatoren
benotigt werden und die thermodynamische Triebkraft vom angelegten Elektroden-
potential bestimmt wird (Saidman and Bessone, 2000 [172]; Drakesmith and Gibson,
1988 [37]). Die Oxidierung von NAD(P)H an einer Anode wird allerdings erst bei hohen
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Uberspannungen erreicht und kann zur Oxidation anderer Substanzen wie Aldehyde,
Phenole und Alkohole oder zu einer Inhibierung der Enzyme fihren (Musameh et al.,
2002 [140]; Tse and Kuwana [220]). AufBerdem konnen in der Nahe der Elektrode
Uberoxidations- und Radikalfolgeprodukte vermehrt auftreten (Schroder, 2003 [189]).

OH H
e OH_ \c’::
NAD*+ cH,” R
A
n 1,2-Diol
o DH
d
e

NADH + H* oH -
“ch,” R

1-Hydroxy-2-Keton

Abbildung 5.: Modellreaktion fiir eine direkte elektrochemische Dinukleotid Oxidation von
NADH an der Anodenoberflache.

Es lassen sich zwar enzymatische Synthesen mit dieser Methode durchfiihren, je-
doch konnen diese nicht auf einen groBeren Maf3stab Gbertragen oder fur analytische
Zwecke genutzt werden (Fassoune et al., 1990 [40]). Bei der indirekten Oxidation (sie-
he Abbildung 6) werden Redoxmediator-Molekile eingesetzt, die entweder in Losung
oder an die Elektrodenoberflache immobilisiert sind (Hollmann and Schmid, 2004 [76];
Gorton and Dominguez, 2002 [59]).

OH H
- OH ‘CF:
S Mediator ox NAD+ “Sen,” R
A .
n 1,2-Diol
0 X DH
d
e @]
|
Mediator red NADH + H* OH ¢
SeH,” R

X: Elektronentransfer
a) direkt
b) Diaphorase

1-Hydroxy-2-Keton

Abbildung 6.: Modellreaktion fur eine elektrochemische Dinukleotid Oxidation von NADH mit-
tels eines Mediators an der Anodenoberflache.
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Der Mediator dient zur Herabsetzung der Uberspannung und wird nach der Elektro-
nenaufnahme von dem reduzierten Cosubstrat selber wieder an der Anode recycelt
(Gajdzik, 2007 [49]). Als Mediatoren eignen sich verschiedenartige Substanzen, die
auf das jeweilige System abgestimmt werden muissen. Beispielsweise wurden in en-
zymfreien Ansatzen eine Reihe von Azinen (Karyakin et al., 1999 [102]), wie die Farb-
stoffe Methylenblau, Azur A, Meldola Blau und Toluidine Blau O (Persson and Gor-
ton, 1990 [150]) als Mediatoren eingesetzt. Besonders effiziente Mediatoren stellen
Molekiile dar, die gleichzeitig aus aromatischen Hydroxylaminen und Nitrosogruppen
bestehen. Diese werden in situ aus einem 2-Nitro-9-fluorenon durch elektrochemi-
sche Reduktion gewonnen und bilden das reversible Redoxpaar NHOH/NO (Mano
and Kuhn, 2001 [128] und 1999 [127]). Die Sorbitol-Dehydrogenase aus Rhodobac-
ter sphaeroides, die die Transformation von D-Sorbitol zu Fruktose katalysiert, wurde
zusammen mit einem solchen Mediator, dem (4-Carboxy-2,5,7-Trinitrofluorenyliden)-
malon-nitrile (CTFM), in einem System mit einer erfolgreichen elektrochemischen NAD*
Regenerierung eingesetzt (Gajdzik et al., 2007 [50]).

Der Cofaktor 1,4-NADH ist verhaltnismaBig teuer, lasst sich aber auf direktem We-
ge Uber die Reduktion von NAD™ an einer Kathode (siehe Abbildung 7) regenerieren
(Burnett and Underwood, 1965 [23]). Diese Reaktion flhrt jedoch zur Bildung inakti-
ver Reduktionsaquivalente wie 1,6-NADH-Isomeren (Jaegfeldt, 1981 [87]) oder 4,4"-
Dimeren (Gorton, 2002 [58]) und benétigt zudem hohe Uberspannungen.

OH H
OH X
-
\[K NAD+ Sen,” R
{ S 1,2-Diol
- DH
(0]
: |
S NADH + H* OH Ce
“eon” R

1-Hydroxy-2-Keton

Abbildung 7.: Modellreaktion fiir eine direkte elektrochemische Dinukleotid Reduktion von
NAD* an der Kathodenoberflache.

Aufgrund der Probleme, die bei einer direkten reduktiven Regenerierung eines Co-
substrates auftraten, wurden von Steckhan, 1994 [199] verschiedene Anforderungen



KAPITEL I. EINLEITUNG 11

an passende Mediatoren fir indirekte Regenerationssysteme, wie die gleichzeitige
Ubertragung von zwei Elektronen oder Hydridionen lediglich an den Cofaktor und ei-
ne Aktivierung bei weniger negativen Potentialen als -0.9 V, gestellt (siehe Abbildung
8). Salimi et al., 2009 [175] konnten flr verschiedene Rutheniumkomplexe in Nano-
tubes aus Kohlenstoff eine effiziente Elektroreduktion von NAD* zu NADH demon-
strieren. Auch Methylviologene wurden erfolgreich in Systemen eingesetzt, die ent-
weder Diaphorasen, Lipoamid-Dehydrogenasen, Ferredoxin-Reduktasen oder soge-
nannte AMAPORs (artificial mediator accepting pyridine nucleotide oxidoreductases)
enthalten und den Elektronenfluss von dem von der Elektrode reduzierten Methylvio-
logen zum NAD* ermdglichen (Voivodov et al., 1995 [222]; Fry et al., 1994 [45]).

OH H
- OH \c';
e_\ K Mediator ox NAD+Y\ \CHQ/ “R
". AN
Ry \,/ \/ 1,2-Diol
h X | | DH
0 |\ f.‘. ;'h
e .
Mediator red NADH + H* OH c
e R

2

X: Elektronentransfer 1-Hydroxy-2-Keton

a) direkt
b) Diaphorase
c) AMAPOR

Abbildung 8.: Modellreaktion firr eine elektrochemische Dinukleotid Reduktion von NAD* mit-
tels eines Mediators an der Kathodenoberflache.

3.3. Elektrochemische Charakterisierung anhand der cyclischen
Voltammetrie

Mit Hilfe der Cyclovoltammetrie (CV) ist es mdglich, thermodynamische und kineti-
sche Parameter von heterogenen Elekironentransfer-Reaktionen zu messen (Schrdd-
er, 2003 [189]). Dabei ist es sogar moglich, katalytische Reaktionen von enzymati-
schen Umsatzen mittels der CV zu beobachten und die Geschwindigkeitskonstanten
zu ermitteln (Antiochia et al., 2001 [7]). Zur Durchfiihrung einer CV-Messung wird ei-
ne sogenannte Drei-Elektrodenanordnung (siehe Abbildung 9), bestehend aus einer
Arbeitselektrode (AE) mit definierter Oberflache (z.B. Gold), einer Gegenelektrode (G)
(meist ein Platindraht) und einer Bezugselektrode (R) bendtigt (Schréder, 2003 [189]).
An die Arbeitselektrode wird dabei ausgehend von einem Anfangspotential E; ein sich
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zeitlich linear anderndes Potential E(t) angelegt, das nach Erreichen des Umkehrpo-
tentials E()\) mit gleicher Vorschubgeschwindigkeit (ca. 1 mV s=! bis zu mehreren
10 kV s7!) zum Ausgangspotential zurlickgeftihrt wird (Schroder, 2003 [189]). Der
Aufbau der CV-Messung umfasst neben einer elektrochemischen Zelle einen Poten-
tiostat und einen Funktionsgenerator, der die Dreiecksspannung der zeitlichen Poten-
tialanderung der Arbeitselektrode vorgibt. Fir ein reversibles Redoxpaar, bei dem nur
ein Elektron Obertragen wird, erhalt man dann beispielsweise ein CV, wie es in Abbil-
dung 10 schematisch dargestellt ist.

Funktionsgenerator Datenverarbeitung
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Abbildung 9.: Apparativer Aufbau fiir cyclovoltammetrische Messungen. Abbildung aus
Schréder, 2003 [189].
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Abbildung 10.: Allgemeiner Aufbau eines Cyclovoltammogramms. Abbildung aus Schrdder,
2003 [189].
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Bei dem resultierenden CV wird dabei eine Messgro3e (Stromstarke) in Abhangigkeit
von einem angelegten Potential untersucht (Gajdzik, 2007 [49]). Sobald das Potential
zur Oxidation eines Substrates ausreicht, steigt der Strom an, bis nach dem Errei-
chen eines anodischen Peakmaximums (E,.) die Konzentration des oxidierten Sub-
strates an der Elektrodenoberflache wieder abnimmt. Der Strom fallt mit sinkender
Konzentration wieder ab und die Polarisierung der Arbeitselektrode kehrt sich um. Die
nun erfolgende Reduktion des Substrates zeigt sich schlieBlich in einer abnehmenden
Stromstarke bis zu einem negativen kathodischen Peak bei 400 mV (E,.,).

4. Der Organismus Rhodobacter sphaeroides

Rhodobacter sphaeroides gehort zu den Purpur-Eubakterien, genauer zu den photo-
synthetischen, schwefelfreien a-3-Proteobakterien, und ist fahig unter phototrophen,
lithotrophen und heterotrophen Bedingungen zu wachsen (Zhou et al., 2003 [240];
van Niel, 1944 [221]). Je nach Sauerstoffangebot kann der Organismus aerob oder
anaerob in Anwesenheit von Licht, durch die Verwendung externen Elektronenak-
zeptoren wie Wasserstoff oder reduzierten organischen Verbindungen wachsen. Der
Organismus besitzt eine typische Gram-negative Morphologie und bildet bei anae-
robem Metabolismus intracytoplasmatische Membranausstilpungen mit photosynthe-
tischen Membrankomplexen aus (Kiley and Kaplan, 1988 [108]). Naturliche Stand-
orte sind flache, stehende Gewasser wie Seen und Teiche, in denen eine rasche Zer-
setzung organischer Materialen stattfindet (Stein, 1998 [201]). Als einer der metabo-
lisch vielfaltigsten Mikroorganismen kann er eine Vielzahl von Verbindungen, wie or-
ganische Sauren, Zucker, Polyole, Methanol und das toxische Formaldehyd oxidieren
(Zhou et al., 2003 [240]; Barber and Donohue, 1998 [11]; Imhoff et al., 1984 [84]; Pfen-
nig and Triper, 1971 [154]). Ebenso kann er organische oder anorganische Verbin-
dungen wie Thymine, Sulfate und giftige Metalloxide reduzieren (Moore and Kaplan,
1992 [137]). Rhodobacter sphaeroides diente aufgrund seiner metabolischen Vielfalt
als idealer Modellorganismus fir eine Reihe von Untersuchungen beispielsweise tUber
das Photosynthesesystem, Membranbiosynthesen und den Zellwandaufbau (Zhou et
al., 2003 [240]).

In dem Stamm Rhodobacter sphaeroides Si4 wurden bereits mehrere Polyol-Dehydro-
genasen, eine dimere Sorbitol-, eine monomere Mannitol- und eine dimere Ribitol-
Dehydrogenase identifiziert und beschrieben (Kahle et al., 1992 [97]; Schneider and
Giffhorn, 1989 [186]). Der Organismus ist aufgrund dieser Dehydrogenasen dazu in
der Lage verschiedene Substrate wie D-Mannitol, D-Glucitol, D-Arabitol, Ribitol und
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Xylitol zu metabolisieren. Durch ein Chemostatenexperiment wurde ein neuer Ga-
laktitol-metabolisierender Mutationsstamm des Organismus, Rhodobacter sphaeroi-
des D, isoliert und aus diesem eine neue, bisher unbekannte, konstitutiv exprimierte
Galaktitol-Dehydrogenase isoliert und charakterisiert (Schneider et al., 1995 [188]).
Das Gen der Galaktitol-Dehydrogenase (GatDH) konnte anhand von Homologiever-
gleichen zum sequenzierten type strain 2.4.1 ebenfalls wie die anderen bekannten
Polyol-Dehydrogenasen des Organismus, auf dem Hauptchromosom 1 identifiziert
werden (Zimmer, 2006 [242]). Dabei ist das GatDH-Gen an einer anderen Position, et-
wa 800 kbp entfernt von dem bereits genauer untersuchten smo-Operon (Stein et al.,
1997 [202]) lokalisiert. Der Organismus Rhodobacter sphaeroides ist Uberhaupt das
erste Bakterium, bei dem zwei unterschiedliche Chromosomen nachgewiesen werden
konnten (Suwanto and Kaplan, 1989 [209]), wobei viele Gene als Duplikate auf beiden
Chromosomen liegen und strukturell gleich sind, jedoch meist unterschiedlich reguliert
werden (Choudhary et al., 1997 [27]; Suwanto and Kaplan, 1992 [210]).

5. Anwendungspotential der Galaktitol-Dehydrogenase

Wie bereits in Kapitel 2 allgemein fir Dehydrogenasen angesprochen, wachst in der
pharmazeutischen und agrochemischen Industrie der Trend durch enantioselektive
organische Synthesen enantiomerenreine Produkte herzustellen. Alkoholdehydroge-
nasen (E.C.1.1.1.1), auch als Keto-Reduktasen bezeichnet, reprasentieren eine wich-
tige Gruppe von Biokatalysatoren aufgrund ihrer Fahigkeit prochirale Carbonylverbin-
dungen stereospezifisch zu reduzieren (Abokitse and Hummel, 2003 [1]). Sie kénnen
so fur eine effiziente und selektive Synthese optisch aktiver Alkohole genutzt wer-
den (Patel, 1997 [148]; Hilborn et al., 2001 [74]). Diese Produkte sind von hohem
okonomischen Wert, da sie sich als Nahrungszusatze oder chirale Verbindungen in
der Synthese von Medikamenten und Feinchemikalien einsetzen lassen (Goldberg et
al., 2007 [56]; Hummel, 1997 [81]). Die verschiedenen Enantiomere der bioaktiven
chiralen Molekule weisen jedoch auch meist verschiedene biologische Aktivitaten auf,
wobei oft nur eines der Enantiomere die gewlinschte Aktivitat besitzt, wahrend das an-
dere entweder gar keinen Effekt hat oder sogar schadlich sein kann (Gavrilescu and
Chisti, 2005 [53]). So beruhte die Aktivitat des bereits in den flnfziger Jahren entwi-
ckelten Herbizids Mecoprop ausschlie3lich auf dem (R)- und nicht dem (S)-Enantiomer
(Matell, 1953 [130]). Ein besonders folgenschweres Beispiel zeigte das unter dem Na-
men Contergan im Jahr 1956 auf den deutschen Markt gebrachte, racemische Schlaf-
mittel Thalidomid (Mujagic et al., 2002 [139]). Chemisch handelt es sich dabei um
das «a-N-Phthalimidglutarimid, wobei das L-Isomer eine teratogene Wirkung auf die
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Entwicklung von noch ungeborenen Foéten besal und nur das R-Isomer die sedative
Wirkung zeigte (Quilitz, 1999 [159]). Dies fUhrte schlie3lich zu der Regelung, dass al-
le chiralen Enantiomere komplett charakerisiert werden missen (Breuer et al., 2004
[19]). Methoden, die zum Erhalt optisch reiner Verbindungen flihren, sind Enantiomer-
entrennung von racemischen Gemischen, Ableitung aus naturlichen Substanzen und
asymmetrische Synthesen (Wada et al., 2004 [224]). Die Biokatalysatoren kénnen da-
bei als isolierte Enzyme oder als Ganzzell-Katalysatoren eingesetzt werden (Schroer
et al., 2007 [190]). Die Mehrheit der flir die Synthese von chiralen Alkoholen verwen-
deten Enzymen bilden (S)-Alkohole, wie die (S)-ADH aus Rhodococcus erythropolis,
aber auch (R)-spezifische Alkohol-Dehydrogenasen aus Lactobacillus-Stammen wur-
den beschrieben und charakterisiert (Hummel, 1997 [81]; Hummel, 1990 [80]). Die
Vorteile der Biotransformation von Carbonylverbindungen mit Hilfe von Enzymen an
Stelle von Chemikalien sind mildere Reaktionsbedingungen und eine héhere Regio-
und Stereoselektivitat (Hosono et al., 1990 [77]). AuBerdem sind die Produkte aus
biotechnischen Produktionen meist reiner, womit aufwendige Aufarbeitungen und Rei-
nigungsmethoden entfallen (Festel et al., 2004 [41]).

Die Galaktitol-Dehydrogenase (GatDH) wurde aufgrund ihrer Fahigkeit Galaktit zu L-
Tagatose zu oxidieren (siehe Abbildung 11A) im Mutationsstamm Rhodobacter sphae-
roides D isoliert und charakterisiert (Schneider et al., 1995 [185]). Die NAD*/NADH-
abhangige GatDH kann darlber hinaus eine Vielzahl von prochiralen Hydroxyketo-
nen stereoselektiv reduzieren, bzw. Polyolverbindungen oxidieren (siehe Abbildung
11B). Bei kurzkettigen Diolen wird dabei bevorzugt das S-Enantiomer gebildet, was
die Nutzung der GatDH fur eine asymmetrische Synthese enantiomerenreiner Alkoho-
le interessant macht. Alternativ lie3e sich auch in einem racemischen Gemisch durch
die hohe Stereoselektivitat nur das S-Enantiomer oxidieren, wodurch eine Isolierung
des R-Enantiomers moglich ware (Kohring et al., 2003 [110]). Die Kristallstruktur der
GatDH wurde von Scheidig und Carius (Veroffentlichung in Vorbereitung) aufgeklart
und zeigte eine Tetramerstruktur aus vier identischen Untereinheiten mit einem Mo-
lekulargewicht von je 26,4 kDa. Der N-Terminus der Monomere ist dabei jeweils an
der Peripherie des Proteins lokalisiert, wahrend der C-Terminus an der Komplexierung
zweier Magnesiumionen beteiligt ist. Flr das homotetramere Protein lief3 sich daher ei-
ne strenge Abhangigkeit der Aktivitat von dem Vorhandensein zweiwertiger Kationen,
wie Magnesium, nachweisen (Schneider et al., 1995 [188]; Jakel, 1994 [88]). Dagegen
inhibieren Zink- oder Eisensulfate die Aktivitat der GatDH.
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Abbildung 11.: Redoxreaktionen der Galaktitol-Dehydrogenase (GatDH). A: Dehydrogenier-
ung des Zuckeralkohols Galaktit zur L-Tagatose unter Verbrauch von NAD™.
B: Die Hydrogenierung kurzkettiger, aliphatischer 1-Hydroxy-Ketone flhrt zur
Bildung von s-Diolen.

Das aus 254 Aminosaureresten pro Unterheit bestehende Enzym konnte der Fami-
lie der Zink-unabhangigen short-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR) zugeord-
net werden und wies das flr diese Gruppe typische N-terminale Cosubstrat Binde-
motiv GXXXGXG (GAGSGIG) auf. Ebenso konnte das charakteristische Motiv des
aktiven Zentrums YXXXK (YMASKG) (Nidetzky et al., 1996 [142]) und das am akti-
ven Zentrum beteiligte, hochkonservierte Serin 144 nachgewiesen werden (Zimmer,
2006 [242]). Carius, 2009 [24] konnte die Bindung des Substrates 1,2-(S)-Pentandiol
durch die Serine 144 und 146, Asparagin 151 und tber das N-Atom des Cosubstra-
tes NAD™ zeigen. In der entsprechenden R-Konfiguration ware eine Stabilisierung des
Substrates nicht mdglich, was somit die enantioselektive Umsetzung der kurzkettigen
1,2-(S)-Diole erklart. Zudem konnte von Jung, 2008 [96] gezeigt werden, dass die
GatDH Substrate nicht nur an der 2°-Position oxidieren bzw. reduzieren kann, sondern
zusatzlich auch an der 1°-Position. Die Positionen der Aminosaurereste im aktiven
Zentrum und des NAD™ andern sich kaum, was die GatDH zu einem relativ starren
Molekll macht (Carius, 2009 [24]). Die potenziellen aromatischen und aliphatischen
Substrate (Jung, 2008 [96]) liegen dagegen in einem groBen Hohlraum, wobei sich die
Substrat-Bindeschleife, die von der Aminosaure 195 bis zur Aminosaure 205 reicht,
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der GroBe des Substrates beim Eindiffundieren, sowie beim Ausdiffundieren des Pro-
duktes gut anpassen kann (Carius, 2009 [24]). Diese Eigenschaft erklart das breite
Substratspektrum der GatDH, welches das Enzym zu einem interessanten Biokataly-
sator flr die industrielle Anwendung macht.

6. Ziele dieser Arbeit

Grundlage dieser Arbeit war der Mutationsstamm Rhodobacter sphaeroides D, der
aufgrund des Selektionsdruckes in einer Chemostatenanzucht aus dem Parentalstamm
Rhodobacter sphaeroides Si4 entstanden war (Schneider et al., 1995 [188]; Schnei-
der, 1990 [185]). Es konnte anschlieBend nachgewiesen werden, dass die in diesem
Stamm neu auftretende Galaktitol-Dehydrogenase-Aktivitat nicht durch Veranderung
eines der bereits klassifizierten Proteine des Organismus, sondern durch die Akti-
vierung eines kryptischen Gens entstanden war (Zimmer, 2006 [242]). In dieser Ar-
beit sollte daher zunachst untersucht werden, auf welchen Mutationen bzw. Sequenz-
veranderungen diese Genaktivierung beruht. Dabei sollte sowohl der mdgliche Ein-
fluss eines potenziellen Regulatorproteins, als auch die Entstehung neuer genetischer
Regulationselemente in der unmittelbaren Sequenzumgebung des GatDH-Gens, wie
Promotoren und ribosomale Bindestellen, naher betrachtet werden. In friiheren Arbei-
ten wurde eine Abhangigkeit der GatDH-Aktivitat von Magnesiumionen gezeigt (Schnei-
der et al., 1995 [188]; Jakel, 1994 [88]). Um zu klaren, ob diese Abhangigkeit mit dem
Zusammenhalt bzw. der richtigen Konformation der homotetrameren Untereinheiten
im Zusammenhang steht, oder doch lediglich fir die Aktivitat des Enzyms notwendig
ist, sollte eine Enzymvariante hergestellt werden, die nicht mehr dazu in der Lage war
die Magnesiumionen zu komplexieren. Eine Kristallisation dieser Variante sollte dabei
die Rolle der Magnesiumionen fir die Struktur bzw. Funktionalitdt der GatDH besser
verstandlich machen. SchlieB3lich sollte durch die Herstellung verschiedener Enzymva-
rianten, die auf eine Verwendung in einem elektroenzymatischen Bioreaktor optimiert
wurden, die Anwendbarkeit der GatDH fur die industrielle Produktion von Feinchemi-
kalien gezeigt werden.



Il. Material und Methoden

1. Organismen, Stamme, Plasmide und Primer

1.1. Organismen und Stamme

In dieser Arbeit wurden verschiedene Stamme des Organismus Rhodobacter sphae-
roides zur Analyse der Galaktitol-Dehydrogenase-Expression kultiviert (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1.: Organismen zur Untersuchung auf Galaktitol-Dehydrogenase-Aktivitdt und der
Sequenzumgebung des GatDH-Gens.
Organismus Bezugsquelle
Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 DSM 158, DSMZ, Braunschweig
Rhodobacter sphaeroides Si4  abteilungseigene Stammsammlung
Rhodobacter sphaeroides D abteilungseigene Stammsammlung

Zur Sequenzierung eines Genabschnitts wurde der Klonierungsstamm Top 10 One
Shot verwendet. Zur Expression der jeweiligen Konstrukte diente ein Escherichia coli
BL21(DE3)-Stamm (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2.: In den Experimenten eingesetzte Stdmme zur Zwischenklonierung und

Expression.
Stamm Genotyp/Phanotyp Verwendungs- | Bezugsquelle
zweck

Top 10 One Shot | F~, mcrA, D (mrr-hsdRMS-mcrBC), | Zwischen- Invitrogen,
(E.coli) F80lacZD M15, DlacX74, recA1, de- | klonierung Karlsruhe

oR, araD139, D(ara-leu)7697, galU,

galK, rpsL, (STr)endA, nupG
BL21-Gold(DE3) | F~ ompT hsdS(rg~ mp~) dem™ Tet” | Expression Stratagene,
(E. coli) gal \(DE3) endA HTe Waldbronn
BL21(DE3) F~ dem ompT hsdS(rz— mp~) gal | Expression Stratagene,
(E. coli) A(DE3) Waldbronn

18
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1.2. Plasmide

Fir die Klonierung der Gensequenzen wurden je nach Verwendungszweck zwei ver-

schiedene Ausgangsplasmide benutzt (vgl. Tabelle 3).

Tabelle 3.: In den Experimenten eingesetzte Ausgangsplasmide und ihr Verwendungszweck.

| Vektor/ Plasmid | kb | Eigenschaften

\ Verwendungszweck \ Quelle

|

pCRII-TOPO 3,9 | E.coli Klonierungsvektor, | Zwischenklonierung | Invitrogen,
lacZ «, SP6 Promotor, F1 Karlsruhe
origin, MCS, Amp~", Kan”

pET24a(+) 5,31 | Expressionsvektor fir | Expression Novagen,
E.coli, Kan” Darmstadt

Um bestimmte Gensequenzen zu sequenzieren oder die Klonierung in den Expressi-
onsvektor zu erleichtern, wurden manche Konstrukte in den pCRII-TOPO-Vektor zwi-

schenkloniert (vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4.: Zur Zwischenklonierung und Sequenzierung mit Hilfe des TOPO-TA-

Klonierungskits (Invitrogen, Karlsruhe) konstruierte pCRII-TOPO-Plasmide.

Plasmidbezeichnung

[PCRII-TOPO-]

integrierte Amplifikate

D-GntR+GatDH

D-GntR-VS-GatDH

D-SiteFinding-1,4kb
D-SiteFinding-1,0kb

nestedGDH-D

nestedGDH-Si4

Si4-GntR+GatDH

Si4-GntR-VS-GatDH

GntR-ahnliches Protein und Galaktitol-Dehydrogenase aus
Rhodobacter sphaeroides D mit kompletter Zwischense-
quenz

GntR-ahnliches Protein, Teil der Galaktitol-Dehydrogenase
und komplette Zwischensequenz aus Rhodobacter sphae-
roides D

1,4 kb-Fragment aus SiteFinding-PCR von Rhodobacter
sphaeroides D

1,0 kb-Fragment aus SiteFinding-PCR von Rhodobacter
sphaeroides D

Galaktitol-Dehydrogenase und flankierende Sequenzen
aus Rhodobacter sphaeroides D, aus abteilungseigener
Stammsammlung

Galaktitol-Dehydrogenase und flankierende Sequenzen
aus Rhodobacter sphaeroides Si4, aus abteilungseigener
Stammsammlung

GntR-ahnliches Protein und Galaktitol-Dehydrogenase aus
Rhodobacter sphaeroides Si4 mit kompletter Zwischense-
quenz

GntR-ahnliches Protein, Teil der Galaktitol-Dehydrogenase
und komplette Zwischensequenz aus Rhodobacter sphae-
roides Si4
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Zur heterologen Expression der Konstrukte wurden diese in den pET24a(+)-Vektor
kloniert (vgl. Tabelle 5).

Tabelle 5.: Expressionsvektor pET24a(+) (Novagen, Darmstadt) mit den integrierten Genen.

Plasmidbezeichnung
[PET24a(+)-]

integrierte Amplifikate

2Cys-GatDH
3Cys-GatDH
4Cys-GatDH
5Cys-GatDH

D-GntR+GatDH
D-L26PGntR+GatDH
D-VS+GatDH
GatDH251

nGDH(D)
NHis-GatDH

Si4-GntR+GatDH

Si4-P26LGntR+GatDH

Si4-VS+GatDH

N-terminal mit zwei Cysteinen modifizierte und His(6)-
getagte Galaktitol-Dehydrogenase

N-terminal mit drei Cysteinen modifizierte und His(6)-
getagte Galaktitol-Dehydrogenase

N-terminal mit vier Cysteinen modifizierte und His(6)-
getagte Galaktitol-Dehydrogenase

N-terminal mit finf Cysteinen modifizierte und His(6)-
getagte Galaktitol-Dehydrogenase

GntR-ahnliches Protein und Galaktitol-Dehydrogenase aus
Rhodobacter sphaeroides D mit kompletter Zwischense-
quenz

GntR-ahnliches Protein mit Aminosaureaustausch Leucin
gegen Prolin an Position 26 und Galaktitol-Dehydrogenase
aus Rhodobacter sphaeroides D mit kompletter Zwischen-
sequenz

Galaktitol-Dehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroides D
mit Sequenzstlck vor GatDH-Gen

C-terminal um drei Aminosauren verkirzte Galaktitol-
Dehydrogenase

wildtyp-Galaktitol-Dehydrogenase  aus Rhodobacter
sphaeroides D, aus abteilungseigener Stammsammlung
N-terminal His(6)-getagte Galaktitol-Dehydrogenase
GntR-ahnliches Protein und Galaktitol-Dehydrogenase aus
Rhodobacter sphaeroides Si4 mit kompletter Zwischense-
quenz

GntR-ahnliches Protein mit Aminosaureaustausch Prolin
gegen Leucin an Position 26 und Galaktitol-Dehydrogenase
aus Rhodobacter sphaeroides Si4 mit kompletter Zwi-
schensequenz

Galaktitol-Dehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroides
Si4 mit Sequenzstiick vor GatDH-Gen
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1.3. Primer

Fir die Amplifizierung bestimmter Sequenzabschnitte zur Herstellung verschiedener
Konstrukte wurden aus der Nukleotidsequenz spezifische Primer abgeleitet (vgl. Ta-
belle 6).

Tabelle 6.: In den Experimenten eingesetzte Primer (Sigma-Aldrich, Miinchen). T(m) = mel-
ting temperature = Schmelztemperatur.

| Bezeichnung | Lange | Nukleotidsequenz (5'—3) | T..°C |
2GDH-Ndel-Cys(5)/His 52 AGGAGATATACATATGTGCTGCTGCTGCT- 84,4
GCCACCACCACCACCACCACGAC
D_gntR-GatDH-f 21 GCGAAATCCGGCGATTGGCTC 64,3
D_Quik-GntR_t77c-f 27 GAGGATCCGAGCCCGCTCTGGGTGCAG 73,7
D_Quik-GntR_t77c-r 27 CTGCACCCAGAGCGGGCTCGGATCCTC 73,7
GatDH-GSP2 24 TCATCGCCTCCGCATCCGTCACGT 69,8
GatDH-GSP3 24 CGCGAAGGCCGGCAGATTTCGAG 71,2
GDH-BamHI-r 41 CAGAATTCGGATCCTCACCAGACCGTGTAA- 79,8
CCGCCATCGAC
GDH-f 23 ATGGACTACAGGACGGTTTTTCG 56,1
GDH-HindlIll-r 41 CCAAATTCAAGCTTTCACCAGACCGTGTA- 78,4
ACCGCCATCGAC
GDH-HIS(6)-BamH|I 51 GGATCCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGC- 88,3

CAGACCGTGTAACCGCCATCGAC
GDH-Ndel-Cys(2)/His | 43 | AGGAGATATACATATGTGCTGCCACCACCAC- | 82,9
CACCACCACGAC
GDH-Ndel-Cys(3)/His | 43 | AGGAGATATACATATGTGCTGCTGCCACCAC- | 84,6
CACCACCACCAC
GDH-Ndel-Cys(4)/His | 56 | AGGAGATATACATATGTGCTGCTGCTGCCA- | 84,3
CCACCACCACCACCACGACTACAGGA

GDH-Ndel-f 34 AATTCGCCCATATGGACTACAGGACGGTTT- 71,0
TTCG

GDH-r 27 TCACCAGACCGTGTAACCGCCATCGAC 68,9

GDH-RACE-inner 26 GAATTGACGAGGATCGAGACCGGCGC 69,6

GntR-f 22 ATGGAAGACGGCGACAGCGCCG 68,7

GntR-r 25 TTAATGTGCGTCGGTTGCGACGTGG 67,9

M13reverseCS(-49) 24 GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 61,0

M13universalCS(-43) 23 AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT 62,4

Ndel_gntR-GatDH-f 31 AAAAACATATGGAAGACGGCGACAGCGC- 73,4
CGA

nGDH-A3-251/BamH] 41 CGTTCATCGCCTCAGGATCCTCAGTAACC- 82,7
GCCATCGACCGC

nGDH-AS3-Ndel/His 58 GGAGGAAGACATATGCACCACCACCACCAC- | 86,1
CACGACTACAGGACGGTTTTTCGTCTCG

pET-gene-f 25 CGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCT 67,9

pET-gene-r 27 CCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGC 68,0

RT-GatDH-nested-r 22 CAGATCGCTCATCTCGTTCATC 53,8

RT-GntR-nested-r 16 GGGCCGCTGGAGGTTT 52,9
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| Bezeichnung | Lange | Nukleotidsequenz (5'—3) | T,,°C |
SFP1 20 CACGACACGCTACTCAACAC 48,7
SFP2 24 ACTCAACACACCACCTCGCACAGC 62,1
Si4_Quik-GntR_c771t-f 27 GAGGATCCGAGCCTGCTCTGGGTGCAG 70,8
Si4_Quik-GntR_c77t-r 27 CTGCACCCAGAGCAGGCTCGGATCCTC 70,8
Sitefinder1 63 CACGACACGCTACTCAACACACCACCTCG- 93,0
CACAGCGTCCTCAAGCGGCCGCNNNNNN-
GCCT
Xbal-ES-GatDH-f 36 CTGGGAAGGATCTAGACGATCCTCGGGA- 73,4
GGAACCTT

2. Nahrmedien

Zur Sterilisation wurden alle Medien und Lésungen unmittelbar nach dem Ansetzen
bei 121°C fir 20 Minuten autoklaviert. Nicht autoklavierbare Zusatze, wie zum Bei-
spiel Antibiotika, wurden mit Hilfe eines Sterilfilters (0,2 um PorengréBe, Minisart, Sar-
torius, Gottingen) sterilisiert. Nach dem Autoklavieren und anschlieBendem Abkulhlen
wurden den Medien die entsprechenden Lésungen zugegeben. Sofern nicht anders
angegeben, beziehen sich alle Angaben auf 1 Liter deionisiertes Wasser.

2.1. Nahrmedien fiir Rhodobacter sphaeroides

Mineral-Vitamin-Medium: pH 7,0

KHyPO4 1,00 g
NH,CI 1,00 g
MgSOQO, * 7 H,O 0,40 g
NaCl 0,40 g
CaCl, *2 H,O 0,059
Spurenelementlésung SL4 (10-fach) 1,00 ml
Vitaminlésung (10-fach) 1,00 ml

Kohlenstoffquelle:

Zur quantitativen Anzucht der verschiedenen Rhodobacter-Stamme wurde 20 mM Ma-
lat als Kohlenstoff- und Energiequelle eingesetzt. Flir die Reinheitskontrolle wurden
10 mM Galactitol als einziges Substrat verwendet, da nur der Stamm D in der Lage ist
Galactitol zu metabolisieren.
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Spurenelementlosung SL4 (10-fach) (Pfennig und Lippert, 1966 [155])

FGSO4* 7 HQO 2,00 g
ZnS04* 7 H,O 0,10¢g
MnCl; * 7 H,O 0,03 ¢

H3803 0,30 g
CoCl*6H,0 0,20 ¢
EDTA 5,009
CuCly * 2 H,O 0,019
NiCl, * 6 H,O 0,02¢g

NasMoO, *2 H,O 0,30 g

Vitaminlésung (10-fach) (Rode and Giffhorn, 1983 [167]; Pfennig, 1964 [153])

Biotin 2,0 mg
Nicotinsaure 20,0 mg
Thiamin 10,0 mg
Pantothensaure 5,0 mg
Pyridoxamin 50,0 mg
Cyanocobalamin 20,0 mg
Hgodeion. ad 100 ml

NB-Medium (Nutrient Broth): pH 7,0

Fleischextrakt 3,09
Pepton aus Fleisch 5,0 g

2.2. Nahrmedien fir E. coli

LB-Medium (Luria-Bertani) (Sambrook et al., 1989 [177]): pH 7,0

Trypton 10,09
NaCl 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g

Glukose (optional) 1,09

Komplex-Medium: pH 7,0

Trypton 17,09
NaCl 5049
Pepton aus Soja 3,09
KoHPO, 259
Glukose 259

Die Glukose-Losung wurde getrennt autoklaviert und erst nach dem Autoklavieren
dem Medium steril zugegeben.
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SOC-Medium: pH 7,0

Trypton 20,0¢
Hefeextrakt 5,0 g
NaCl 0,59
MgCls 2,09
MgSO, 259
KCI 0,2¢g
Glukose 409

2.3. Nahrboden

Far die Herstellung der Nahrbéden wurden den verwendeten Nahrmedien 1,6% (w/v)
Agar zugefugt. Nach Ruhren des autoklavierten und abgekihlten Mediums wurde pro
Agarplatte etwa 25 ml Medium in eine Petrischale gegossen.

3. Antibiotika und Losungen

Den autoklavierten Medien wurden nach dem Abkuhlen die sterilfiltrierten Losungen
wie Antibiotika oder IPTG steril zugesetzt. Auf die gegossenen Agarplatten wurde
30 min vor dem Ausplattieren der Organismen die entsprechende Losung, wie bei-
spielsweise X-Gal fir eine blau/weiB3-Selektion, ausplattiert und im Brutschrank bei
37°C getrocknet.

Tabelle 7.: Den Medien zugesetzte Antibiotika und andere Chemikalien.
| Substanz | Stammlésung | Lésungsmittel | Endkonzentration | Bezugsquelle |

Ampicillin 25 mg/ml HoOgeion. 25 ug/ml Boehringer,
Mannheim

Kanamycin 50 mg/ml H2O4eion. 50 pug/ml Serva,
Heidelberg

Tetracyclin 25 mg/ml H2O4eion. 25 pg/ml Fluka, St. Gallen,
Schweiz

IPTG 100 mM H2O4eion. 0,1 mM Roth, Karlsruhe

X-Gal 2% DMF 80 ul/Agarplatte | Serva,
Heidelberg
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4. Lagerung der Organismen und genveranderten
Stamme

Zur dauerhaften Lagerung der verschiedenen Rhodobacter sphaeroides- und der Insert-
tragenden E. coli-Stamme bei -70°C wurden Glycerinkulturen angelegt. Das Glycerin
verhindert, dass sich innerhalb der Zellen Kristalle ausbilden, die die Zellen zerrei3en
und somit zerstoren.

Stammbhaltung Rhodobacter sphaeroides:

Die einzelnen Kolonien wurden jeweils mit einer sterilen Pipettenspitze von den MV-
oder NB-Agarplatten in je 5 ml MV-Medium Uberimpft und tGber Nacht bei 28°C und
146 rpm auf dem Schuttler (RC-406, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) inkubiert. Da-
nach wurden 500 1l einer 87%igen sterilen Glycerinldsung zu je 500 1l der Ubernacht-
Kultur gegeben. Nach gutem Durchmischen wurden die Kulturen bei -70°C gelagert.

Stammhaltung E. coli:

Die einzelnen Kolonien wurden jeweils mit einer sterilen Pipettenspitze von den LB, -
Agarplatten in je 5 ml LB, -Flissigmedium tberimpft und Gber Nacht bei 37°C und
220 rpm auf dem Schuttler (Multitron, Infors, Bottmingen, Schweiz) inkubiert. Danach
wurden 500 1l einer 87%igen sterilen Glycerinlésung zu je 500 x| der Ubernacht-Kultur
gegeben. Nach gutem Durchmischen wurden die Kulturen bei -70°C gelagert.

5. Gentechnische Standardmethoden

5.1. Isolierung von Gesamt-RNA aus Rhodobacter sphaeroides

Fir die Gesamt-RNA-Isolierung aus den R. sphaeroides-Stdammen Si4 und D wurde
das Biozym MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (Biozym, Hessisch
Oldendorf) verwendet. Die bendétigten Puffer und Losungen waren als Bestandteile des
Kits vorhanden.

Fir den Zellaufschluss wurden zunéchst 2,0 ml einer Ubernacht-Kultur pelletiert. Da-
nach wurden 300 ul Cell Lysis Solution mit 1,0 ul Proteinase K zugegeben, kraftig
gemischt und bei 65°C-70°C fir 15 min inkubiert. Dabei wurde die Probe alle 5 min
geschuttelt und anschlieBend fir 3-5 min auf Eis abgekuihlt. Zur Isolierung der Gesamt-
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RNA wurden 150 ul MPC Protein Precipitation Reagent zugegeben und die Probe fir
10 s kraftig durchmischt. Die Zellreste wurden durch Zentrifugation fir 10 min bei
12.000 x g pelletiert und der Uberstand in ein frisches Eppendorfgefa (iberfiihrt.
Es wurden 500 ul Isopropanol zugegeben und 30-40 mal invertiert, bevor die Pro-
be 10 min bei 12.000 x g und 4°C abzentrifugiert wurde. Danach wurde das Isopro-
panol vorsichtig abgenommen. Es wurden 5,0 ul RNase-freie DNasel in 195 ul 1x
DNase-Puffer verdinnt, das Pellet in den 200 ul DNasel-Lésung resuspendiert und
bei 37°C auf dem Schattler 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden 200 ul 2x T und
C Lysis Solution zugegeben und fir 5 s geschittelt. Zur Probe wurden 200 ul MPC
Protein Precipitation Reagent zugegeben und wiederum fir 10 s gevortext. Nach ei-
ner 3-5 min Inkubation auf Eis wurden die Zellreste fiir 10 min bei 12.000 x g und 4°C
pelletiert. Der Uberstand mit der RNA wurde in ein frisches EppendorfgefaB (iberfiihrt
und 500 ul Isopropanol zugegeben. Nach 30-40-maligem Invertieren wurde die RNA
bei 12.000 x g und 4°C fur 10 min pelletiert. Das Isopropanol wurde vorsichtig abge-
nommen und das Pellet 2x mit 75% Ethanol gewaschen. Die RNA wurde schlieBlich
in 10-35 ul TE-Puffer aufgenommen und zum Schutz der RNA vor Degradation 1,0 ul
ScriptGuard” RNase Inhibitor zugegeben. Nicht direkt verwendete RNA wurde ali-
quotiert und bei -80°C aufbewabhrt.

Puffer und Lésungen:

DEPC-Wasser
HaO,mittipore + 500 ul DEPC

4 h rGhren, 2x autoklavieren

TE-Puffer: pH 7,5

Tris HCI 10 mM
EDTA 1mM inHsOpgpco

5.2. Isolierung von genomischer DNA aus Rhodobacter
sphaeroides

Genomische DNA wurde aus den R. sphaeroides-Stammen Si4 und D isoliert. Da-
zu wurden die Zellen in 200 ml NB-Medium bei 28°C bis zu einer ODgo0= 1 wachsen
gelassen. Die Zellen wurden dann 15 min bei 5.000 x g und 4°C in 50 ml Falcons
sedimentiert und das Pellet in 12,5 ml L1-L6ésung durch Vortexen resuspendiert. An-
schlieBend wurde die Probe mit 2,5 ml L1-Lésung mit 10 mg/ml Lysozym (sterilfiltriert)
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vermischt und 1 h bei 37°C im Wasserbad unter Schutteln inkubiert. Danach wur-
den 1,5 ml 10%ige SDS-Lésung zugegeben und vorsichtig durch Kippen gemischt.
Nach einer 30-minitigen Inkubation bei 65°C im Wasserbad unter gelegentlichem
Kippen wurden 5 ml Kaliumacetat-Loésung hinzugefligen und die Probe mindestens
1 h auf Eis inkubiert. Danach wurde 20 min bei 5.000 x g und 4°C zentrifugiert und
der Uberstand in ein steriles 50 ml ReaktionsgefaB iberfilhrt. Der klare Uberstand
(DNA-haltig) wurde mit einem halben Volumen PCI-Lésung (25:24:1, Roth, Karlsruhe)
versetzt und vorsichtig gemischt. Das Chloroform diente zur Phasentrennung, der Iso-
propylalkohol verhinderte eine Schaumbildung. Nach 15-mindtiger Zentrifugation bei
12.000 x g wurden die letzten beiden Schritte so oft wiederholt, bis kein ausgefallenes
Protein mehr in der Interphase zu erkennen war. Der klare Uberstand wurde in ein
50 ml Falcon Uberfihrt, mit 1,5x Vol. Isopropanol versetzt und Uber Nacht bei -20°C
gefallt. Die Fallung mit Isopropanol sorgte dabei fur das Entfernen des PCls aus der
Lésung. Nach einer einstiindigen Sedimentation bei 5.500 x g und 4°C wurde 2x mit
70% Ethanol gewaschen. Der Waschschritt mit Ethanol sorgte flir die Beseitigung des
Kaliumacetats, das im Gegensatz zur DNA als Salz in Losung ging und sich somit
entfernen lieB. Der Uberstand wurde vollsténdig abgenommen und die DNA in einem
sterilen Eppendorfgefal3 bei 60°C 5 min trocknen gelassen. Die DNA wurde schlief3-
lich in 50 ul HyO,iuip0re gelOst und bei 4°C gelagert.

Alternativ wurde zur Isolierung der Bakterien Gesamt-DNA das INSTANT Bacteria
DNA Kit von Analytik Jena (Jena) genau nach Anleitung des Herstellers verwendet.

Puffer und Losungen:

L1-Lésung: pH 8,0

Tris 25 mmol
EDTA 25 mmol Saccharose 300 mmol
in 400 ml HQOdeion. in 600 ml HQOdeion.

Die Saccharose wird von der restlichen L1-Losung getrennt autoklaviert und erst nach
dem Autoklavieren zugesetzt. Die Saccharose dient zur osmotischen Stabilisierung.
Die L1-LOsung enthalt auBerdem EDTA, ein Komplexbildner, der fur die Funktion von
Enzymen -beispielsweise der DNase- wichtige Metallionen wie Magnesium abfangt
und somit deren Einfluss verhindert. Der LOsung wird in einem spateren Schritt Lyso-
zym zugesetzt, um die bakterielle Zellwand zu zerstéren.
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10 %ige SDS-Lésung

SDS  10% (w/v)

Die SDS-Lésung dient der Destabilisierung der Zellmembran und zur Denaturierung
vorhandener Proteine.

Kaliumacetat-Losung

KAc (5 M) 60,0 mi
Eisessig 11,5 ml
HoOueion. 28,5 ml

Aufgrund seiner positiven Ladung bindet Kalium an die DNA und erleichtert somit die
Fallung der Proteine.

5.3. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde in Form einer Kombination aus alkalischer Ly-
se (Sambrook et al., 1989 [177]; Birnboim, 1983 [17]) und einer Phenol/Chloroform-
Extraktion angewandt. Die in LBx,.,.-Medium kultivierten Ubernachtkulturen sollten
aufgrund der herrschenden Selektionsbedingungen den rekombinanten Vektor ent-
halten. Die Zellmembran wird durch den Komplexbildner und lonenfanger EDTA (L1)
und NaOH (L2) destabilisiert. Das ebenfalls in Lésung L2 vorhandene anionische
Detergenz SDS zerstért die Membran und denaturiert gleichzeitig die in der Zelle
vorhandenen Proteine und genomische DNA. Da die Plasmid-DNA in einer super-
coiled-Konformation vorliegt, wird diese, im Gegensatz zur genomischen DNA, nicht
durch das alkalische Milieu zerst6rt. Die in Losung L1 vorhandene RNAse sorgt fur
die Eliminierung von RNA. Kaliumacetat (L3) fallt schlief3lich die denaturierten Pro-
teine aus. Der Phenol-Chloroform (PCIA)-Schritt dient der kompletten Reinigung der
Plasmid-DNA von Proteinen. Dies ist durch die Bildung zweier Phasen maoglich, in-
dem sich die Plasmid-DNA in der oberen wassrigen Phase 10st, wohingegen die noch
vorhandenen Proteine in der unteren organischen Phase verbleiben. Das Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemisch reinigt die Lésung von Phenol. Die Fallung mit Isopropanol
und das Waschen mit Ethanol entfernen das PCIA schlieBlich ganz.

Von einer Ubernacht-Kultur wurden 1,5 ml fiir 5 min bei 5.000 x g sedimentiert und
das Pellet anschlieBBend in 0,3 ml Destabilisierungspuffer L1 gut durchmischt. Danach
wurden 0,3 ml Denaturierungspuffer L2 zugegeben, durch mehrmaliges Invertieren
gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0,3 ml Prazipitationspuffer L3
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wurde wiederum mehrmals invertiert und der Niederschlag 15 min bei 12.000 x g sedi-
mentiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefal gegeben und mit 0,45 ml
PCIl-Lésung (25:24:1, Roth, Karlsruhe) extrahiert, gemischt und zur Phasentrennung
10 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Die obere wassrige Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal3 gegeben, mit 0,45 ml CIA (24:1) extrahiert, gemischt und erneut zen-
trifugiert. Der klare Uberstand wurde in einem neuen ReaktionsgefaB mit 0,75 ml Iso-
propanol gemischt und 30 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Die pelletierte
DNA wurde 2x mit 0,5 ml 70% Ethanol gewaschen und das Pellet anschlieBend 5 min
bei 60°C getrocknet. Die DNA wurde letztlich in 50 pl H2O,11:p0r. 9€l0St und bei -20°C
gelagert.

Alternativ wurde zur Isolierung der Plasmid-DNA das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il
von Peqglab (Erlangen) nach den Herstellerangaben verwendet.

Puffer und Losungen:

Destabilisierungspuffer L1: pH 8,0

RNase A 200 ug/mg
Tris-HCI 50 mM
EDTA 10 mM

Denaturierungspuffer L2: pH 8,0

NaOH 200 mM
SDS  1,0% (wiv)

Prazipitationspuffer L3: pH 5,5

Kaliumacetat 5,0 M

5.4. Restriktionsspaltung von DNA

Zur hydrolytischen Spaltung doppelstrangiger DNA aus PCR-Produkten oder Plasmi-
den wurden FastDigest® Restriktionsendonukleasen von Fermentas (St. Leon-Rot)
bzw. Dpnl von Stratagene (Waldbronn) bezogen (siehe Tabelle 8). Die Enzyme wur-
den entsprechend der Herstellerangaben verwendet, die Pfeile zwischen den Basen
geben die Schnittstelle an.
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Tabelle 8.: Verwendete Restriktionsenzyme.
Enzym Schnittstelle (5°—3°) Firma

BamHl G|GATCC Fermentas
Dpnl GA/TC Stratagene
Hindlll A|AGCTT Fermentas
Ndel CA|TATG Fermentas

Tabelle 9.: Zusammensetzung der FastDigest™ Restriktionsansatze fiir Plasmid-/Vektor-
DNA und PCR-Produkt (Insert).

Plasmid/Vektor PCR-Produkt/Insert

DNA 4,0 ul 20,0 pl
Universal Puffer 4,0 pl 4,0 pl
Enzym 1 1,0 pl 1,0 pl
Enzym 2 1,0 pl 1,0 pl
HaOmittipore ad 40,0 ul ad 60,0 ul

Die Inkubationszeit fur die FastDigest™ Reaktionen (vgl. Tabelle 9) betrug jeweils
5 min, die der Restriktionsspaltung mit 1,0 ul Dpnl 1 h und 30 min. Dpnl wurde bei
Quikchange-Reaktionen verwendet (siehe Kapitel 6.4) und direkt dem 50,0 ul PCR-
Produkt zugefligt. Alle Ansatze wurden bei 37°C inkubiert. Durch einen Doppelverdau
des Inserts und des Vektors mit den gleichen Restriktionsenzymen wird eine korrekte
Ligation (vgl. Kapitel 7.2) gewahrleistet, da die Fragmente komplementére Uberhdnge
besitzen und der Einbau des Inserts in den Vektor gerichtet erfolgen kann.

5.5. Agarose-Gelelektrophorese

Genomische DNA, PCR-Amplifikate sowie Restriktionsansatze kdnnen durch Anlegen
eines elektrischen Feldes (BlueMarine 100-2-Elektrophoresekammer, Serva, Heidel-
berg) in Agarosegelen (ca. 40 ml, 7 x 10 cm) nach ihrer GréBe aufgetrennt werden (Ad-
kins and Burmeister, 1996 [2]). Dabei wandert die negativ geladene, lineare, doppel-
strangige DNA im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. Je groBer dabei die
Anzahl der Basenpaare, desto geringer ist die zurtickgelegte Laufstrecke. Aufgetragen
wurden jeweils 5 | DNA-Probe, welche zuvor mit 1 ul 6x Ladepuffer (Fermentas, St.
Leon-Rot) versetzen wurde. Als GréBenstandards wurden je nach erwarteter Frag-
mentgroBe 5 ul GeneRuler’™1kb DNA Ladder (Fermentas) bzw. HyperlLadder™IV
(Bioline, Luckenwalde) eingesetzt. Die Auftrennung fand ca. 45 min bei 100 V statt.
Nach Beendigung der Auftrennung wurde das Gel 15 min lang im Ethidiumbromidbad
(0,5 ug/ml) gefarbt. Ethidiumbromid interkaliert in GC-Basenpaare des DNA-Doppel-
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strangs und macht somit die einzelnen Fragmente im Gel mittels UV-Detekion bei
312 nm (Geldokumentationssystem EASY, Herolab, Wiesloch) sichtbar. Fragmente,
die zusatzlich auf einem Transilluminator (Bachofer, Reutlingen) ausgeschnitten und
anschlieBBend reisoliert werden sollten (vgl. Kapitel 5.6), wurden zuvor 5-10 min im
Wasserbad entfarbt.

Puffer und Losungen:

TBE-Puffer (10x): pH 8,0

Tris 09M
Borséure 09M
EDTA 25,0 mM

5.6. Reisolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Amplifikate, Inserts und Vektoren, die nach Restriktion zur Reinigung von Enzymen
und Salzen reisoliert werden sollten, wurden bei einer relativ niedrigen Spannung von
70V getrennt, um eine méglichst genaue Auftrennung zu erreichen. Nach dem Wiegen
der Gelstlicke wurden die DNA-Fragmente mit Hilfe des MinElute Gel Extraction Kit
(Quiagen, Hilden) gemaf den Herstellerangaben wieder aus dem Gel isoliert. Das
Kit liefert ein Protokoll zum Extrahieren und Reinigen von DNA-Fragmenten zwischen
70 bp und 4 kbp aus Standard Agarosegelen zu hoch endkonzentrierter DNA.

5.7. Reinigung der DNA durch Fallung und Dialyse

Nach Ligation von Vektor und Insert (vgl. Kapitel 7.2) wurde eine Fallung zur Reini-
gung der DNA von Salzen und Inaktivierung von Proteinen durchgefiihrt. Die Fallung
wurde in Form einer Phenolisierung und einer Ethanol-, Lithiumchlorid-Fallung vorge-
nommen.

Zur Phenolisierung wurde das gleiche Volumen an Phenol/Chloroform zugegeben,
kraftig gemischt und 10 min bei 12.000 x g zentrifugiert. Die obere Phase wurde abge-
nommen, in ein neues Reaktionsgefal gegeben und zur Ethanol-Fallung zunachst mit
1/10x Volumen 4 M LiCl versetzt. Nach Zugabe von 2,5x Volumen 98% EtOH (-20°C)
wurde die DNA 45 min bei -20°C gefallt und anschlieBend 30 min bei 12.000 x g und
4°C abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde dann 2x mit 70% EtOH gewaschen und
danach 10 min bei 60°C getrocknet. Die DNA wurde schlieB3lich in 20 pl HyO,ip0re
aufgenommen.



KAPITEL Il. MATERIAL UND METHODEN 32

Alternativ zur Fallung wurde der Ligationsansatz auf einem Dialyseplattchen (0,025 ym
VSWP MF™-Membran Filter, Millipore, Schwalbach) gegen sterile 10%ige Glycerin-
Losung 1 h 30 min bei RT dialysiert.

6. Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Die Polymerasenkettenreaktion (PCR) wird zur selektiven und exponenziellen Ampli-
fizierung gewlnschter DNA-Sequenzen eingesetzt. Spezifisch abgeleitete Primer die-
nen als Oligonukleotide und flankieren die DNA-Sequenz, die in jedem Zyklus ver-
doppelt wird (Saiki et al., 1988 [173]). Die optimale Annealing-Temperatur der Primer
lasst sich mit folgender Formel berechnen (von Ahsen et al., 2001 [223]; Meinkoth and
Wahl, 1984 [132]):

T,, = 4 x (C+G) + 2 x (A+T) [°C]

Die PCR-Reaktion lasst sich insgesamt in drei Abschnitte gliedern:

1. Denaturierung: Die doppelstrangige DNA wird in einem Schmelzschritt bei 95°C
in zwei Einzelstrange aufgetrennt.

2. Annealing: Die spezifisch ausgewahlten Primer lagern sich bei einer auf sie ab-
gestimmten Temperatur an die DNA-Einzelstrange an.

3. Elongation: Die DNA-Polymerase synthetisiert die komplementaren DNA-Doppel-
strange.

In den Experimenten wurde jeweils eine der folgenden drei DNA-Polymerasen: Tag-,
FideliTag™-, oder Proofstart™-Polymerase verwendet. Jede dieser Polymerasen be-
sitzt eigene Charakteristika und Vorteile. Die Tag-Polymerase (Axon, Kaiserslautern)
fligt Adenin-Uberhénge an das PCR-Produkt an, was bei einer anschlieBenden TOPO
TA-Klonierung (vgl. Kapitel 7.1) notwendig ist. Die Vorzige der urspringlich aus einer
hyperthermophilen Pyrococcus Spezies isolierten Proofstart™-Polymerase (Qiagen,
Hilden) bestehen in einer 3"’ —5" Korrekturlesefunktion, einer hohen Arbeitsgeschwin-
digkeit und Hitzestabilitat, sowie einer geringen Fehlerrate. Die FideliTag™ DNA Poly-
merase (usb corporation, Staufen) verbindet die Fahigkeit einer hoch qualitativen Tag-
Polymerase mit einer hochst genauen, thermostabilen Polymerase mit Proofreading-
Funktion. Sie erhéht die Genauigkeit der Amplifikation gegeniiber der Tag-Polymerase
um das Drei- bis Sechsfache und erlaubt eine Amplifikation von langeren Produkten.
Fir die drei Polymerasen wurden standardisierte Reaktionsansatze (vgl. Tabelle 10)
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und PCR-Programme (vgl. Tabelle 11) verwendet.

Tabelle 10.: PCR-Anséatze

far

die verschiedenen DNA-Polymerasen.

Die Template-

Konzentrationen lagen zwischen 0,1 und 1,0 ug DNA. Der Reaktionsansatz wird
vor dem Start der Reaktion gut gemischt und abzentrifugiert.

| Taq | FideliTag™ | Proofstart™ |

|

10x Puffer
MgCly
dNTP-Mix
DMSO

5 x Q-Solution
Template
Primer-forward
Primer-reverse
Polymerase
H2Omillipore

3,0 ul
1,8 ul
0,7 ul
3,0 ul

1,6 ul
0,5 ul
0,5 ul
0,3 ul
18,6 ul

3,0 4l

0,7 4l
3,0 4l

1,6 ul
0,5 ul
0,5 ul
0,3 ul
20,4 pl

5,0 4l
1,5 ul

10,0 wl
2,0 pul
1,2 ul
1,2 pul
1,0 pl
28,1 pl

Tabelle 11.: PCR-Programm flir die verschiedenen DNA-Polymerasen. Die Annealing-
Temperatur (X) muss jeweils dem Primerpaar angepasst werden und liegt 5°C
unterhalb der Schmelztemperatur des kirzesten Primers. Die Elongationszeit (Y)
hangt von der Gr63e des zu amplifizierenden DNA-Fragments und der Geschwin-
digkeit der Polymerase ab. Die PCR-Phasen 2. Denaturierung bis 4. Elongation
wurden je nach Templatekonzentration in verschieden langen Zyklen wiederholt.

Taq FideliTaq™ Proofstart™
PCR-Schritt Temp. Dauer Temp. Dauer Temp. Dauer
[°C] [min] [°C] [min] [°C] [min]
1. Denaturierung 95 5 95 5 95 5
2. Denaturierung 95 0,5 95 0,5 94 1
3. Annealing X 0,5 X 0,5 X 0,5
4. Elongation 72 Y 68 Y 72 Y
5. Finale Elongation 72 7 68 5 72 10

Alle PCR-Reaktionen wurden im TGradient-Cycler (Whatman Biometra®, Géttingen)

oder im MyCycler™thermal cycler (Bio-Rad, Miinchen) durchgeflihrt. Das Ergebnis

der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 5.5) tberprift.

6.1. Nested-PCR

Die sogenannte "verschachtelte” PCR bietet die Mdglichkeit, die Spezifitat und Sensi-

tivitat einer normalen PCR noch zu erh6hen. Diese Methode lasst sich in zwei Schritte

gliedern. Im ersten Teil werden genflankierende Primer eingesetzt und die Anzahl der

Zyklen niedrig gewahlt. Bei erfolgreicher Amplifikation wird 1,0 ul des ersten PCR-

Produktes als Template fir die zweite PCR eingesetzt. Als zweites werden genspezi-
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fische Primer verwendet, die innerhalb des ersten Amplifikates binden und somit un-
gewunschte Nebenprodukte vermeiden. Dieses zweite Primerpaar eignet sich auf3er-
dem zum Anfligen gewlnschter Restriktionsschnittstellen an das Amplifikat. Alternativ
kann auf einen zweiten inneren Primer verzichtet und stattdessen erneut der passende
AuBenprimer verwendet werden (halbnested-PCR). Die Nested-PCR wurde zur spe-
zifischen Amplifikation von Gensequenzen aus genomischer DNA eingesetzt, dabei
wurde die FideliTag™- oder die Proofstart™-Polymerase verwendet.

6.2. Colony-PCR

Mit Hilfe der Colony-PCR lassen sich E. coli-Klone auf Vorhandensein, GréBe und
Orientierung eines rekombinanten Inserts Uberprifen. Das Verfahren liegt der Metho-
de von Gussow und Clackson, 1989 [62] zu Grunde und dabei kann eine grof3e Anzahl
von Kolonien schnell und kostengiinstig auf das richtige Insert untersucht werden. Es
werden das Insert flankierende Primer eingesetzt, welche innerhalb der vektoreigen-
en Sequenz binden und somit das Insert vollstandig und noch einen Teil des Vektors
amplifizieren. Zur Uberpriifung der Orientierung des Inserts kann statt eines vektor-
bindenden ein insertspezifischer Primer verwendet werden. Es wird ein Mastermix
erstellt, dieser gut durchmischt und zu je 5,0 ul in PCR-Tubes verteilt. Mit einer ster-
ilen Pipettenspitze wird ein Teil einer Kolonie von der Agarplatte entnommen, in das
PCR-Tube eingetaucht und mehrmals schnell auf- und abpipettiert. Die Scherkrafte
zerstoren die Zellwande der Bakterien und das in dem Mastermix enthaltene DMSO
macht zusatzlich die Membranen durchlassig. Von den gepickten Kolonien wird eine
Masterplatte angelegt.

Je nach Klonierung wurden zwei verschiedene Ansatze verwendet (siehe Tabelle 12).
Durch eine blau/wei3-Selektion vorausgewahlte wei3e Kolonien wurden mit Hilfe der
M13-Primer auf eine erfolgreiche TOPO-TA-Klonierung untersucht (vgl. Kapitel 7.1).
Dagegen wurden fir die in den Expressionsvektor pET24a(+) einklonierten Sequen-
zen (vgl. Kapitel 7.2) die pET-Primer verwendet. Die PCR-Fragmente wurden durch die
jeweils im Vektor bindenden Primer bei den M13-Primern um 233 bp und bei den pET-
Primern um 126 bp verlangert. Ein Standardansatz wurde fir jeweils zehn Reaktionen
optimiert und lief3 sich fir die bendtigte Anzahl zu untersuchender Kolonien hochrech-
nen (siehe Tabelle 12). Die PCR-Reaktion wurde entsprechend der Tabelle 11 auf die
Tag-Polymerase abgestimmt gewahlt. Das Ergebnis wurde anschlieBend auf einem
Agarosegel Uberprift (vgl. Kapitel 5.5) und die Klone mit gewlnschter Fragmentlange
weiter untersucht.
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Tabelle 12.: Colony-PCR-Mastermixe fiir je zehn Reaktionen. Die Annealing-Temperatur fr
die M13-Primer betrug 65°C, fir die pET-Primer 62°C, die Elongationszeit richtete
sich nach der GréBe des Inserts. Die pET-Primer wurden auch in Kombination
mit genspezifischen Gegenprimern eingesetzt, um die Orientierung des Inserts
im Vektor zu Uberprifen.

M13 pET
10 x Puffer 6,0 ul  6,0ul
MgCl, 36u 3,6ul
dNTP-Mix 1,2l 1,2l
DMSO 48 ul 2,4 ul
M13uni 1,7 1,1 4l
M13rev 1,7 1,1 4l
Tag-Polymerase  0,5ul 0,5 pul
HQOmillipore 41 18 MI 44’2 :ul
Endvolumen 60,0 ul 60,0 ul

6.3. SiteFinding-PCR

Die SiteFinding-PCR, basierend auf der Arbeit von Tan et al. 2005 [214], stellt ei-
ne neue PCR-Methode fir das sogenannte Gen- oder Chromosom-Walking dar. Mit
dieser einfachen und kostengunstigen Methode lassen sich, ausgehend von bereits
bekannten Sequenzen, aus angrenzenden unbekannten Bereichen relativ groBe DNA
Fragmente zeitsparend und effizient amplifizieren. Das Prinzip der SiteFinding-PCR
ist in Abbildung 12 dargestellt.

Als Template flr die Reaktion dient genomische doppelstrangige DNA, die verschie-
dene Ziel- und Nicht-Zielsequenzen (blaue Bereiche) aufweist (1). Hier findet das so-
genannte Priming statt. Die SiteFinding-Reaktion beruht darauf, dass der SiteFinder
zunachst bei einer niedrigen Temperatur an die Zielsequenz bindet und die Tag-Poly-
merase Zielmolekile unterschiedlicher Lange erzeugen kann (2). Die Vermehrung un-
spezifischer Amplifikate aus doppelstrangigen SiteFinder-Sequenzen wird durch Aus-
bildung einer stem-loop-Struktur unterdriickt (3). Dagegen werden die Zielmolekiile
mittels Nested-PCR exponenziell mit den genspezifischen (GSP1-3) und den aus dem
SiteFinder abgeleitete SiteFinder-Primern (SFP1 + SFP2) amplifiziert. Am 3"-Ende
des SiteFinders befindet sich eine unspezifische NNNNNN-Folge und eine spezifi-
sche Nukleotidsequenz aus den vier Basen GCCT/GC, die zur Bindung der komple-
mentaren Sequenzen auf der genomischen DNA und damit zur Initiation der Site-
Finding-Reaktion bendtigt werden (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 12.: Schematische Darstellung der SiteFinding-PCR Methode fiir ein Chromosom-
Walking. Bekannte und unbekannte Sequenzabschnitte werden jeweils durch
dicke bzw. dliinne Linien dargestellt. Blaue Abschnitte zeigen erwartete Site-
Finder Zielsequenzen an. Genspezifische Primer (GSP 1-3) kdnnen an be-
kannte Sequenzen binden (weil3e Pfeile). Grafikauszug aus Tan et al., 2005

[214].
A SFP2
SFPI 5'- ACTCAACACACCACCTCGCACAGC-3
5'-CACGACACGCTACTCAACAC-3'
SiteFinder-1 Notl 2
5'- CACGACACGCTACTCAACACACCACCTCGCACAGCGTCCTCAAGCGGCCGCNNNNNNGCCT3

SiteFinder-2
5'-CACGACACGCTACTCAACACACCACCTCGCACAGCGTCCTCAAGCGGCCGCNNNNNNGCGC-3'

Abbildung 13.: Sequenzen zweier maoglicher SiteFinder und deren Primer (SFP1 und SFP2).
SiteFinder-1 und -2 unterscheiden sich nur in den vier blau unterstrichenen
spezifischen Nukleotiden an den 3"-Enden, die zum Annealing der SiteFinder
an die genomische DNA benétigt werden. Hierzu wird auBBerdem die repetitive
NNNNNN Sequenz benétigt, zudem besitzen beide SiteFinder eine seltene
Restriktionssequenz fur Notl. Grafik aus Tan et al., 2005 [214].

Die Restriktionsschnittstelle fir Notl wurde in dieser Arbeit nicht verwendet, da statt
einer Klonierung in den pBluescript SK(+)-Vektor, wie bei Tan et al., eine TOPO-
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Klonierung durchgefihrt wurde (vgl. Kapitel 7.1). Je nach Klonierung werden die Ko-
lonien mit passenden gen- oder vektorspezifischen Primern in einer Colony-PCR auf
das Insert getestet und die positiven Klone sequenziert.

Mit Hilfe dieser PCR-Methode sollte der Sequenzbereich upstream des GatDH-Gens
in den R. sphaeroides-Stammen Si4 und D vergleichend untersucht werden. Als Aus-
gangsmaterial fir die PCR diente die genomische DNA von Stamm D, die Fideli-
Tag™ wurde als Polymerase flr alle Reaktionen unter Berlicksichtigung des passen-
den PCR-Ansatzschemas und Programms (vgl. Tabelle 10 und 11) verwendet. Der
SiteFinder-Ansatz enthielt als einzigen Primer den SiteFinder-1 (vgl. Tabelle 13). Da
sich dieser unspezifisch an die genomische DNA anlagert, wurde eine sehr niedrige
Annealing-Temperatur gewahlt (vgl. Tabelle 14). Durch das sogenannte ramping wur-
de die Annealing-Temperatur in einer gewiinschten Geschwindigkeit auf die Elong-
ations-Temperatur hochgeheizt.

Tabelle 13.: SiteFinding-Ansatz, die Reaktion wird vor der PCR mit dem SiteFinder geprimed.
10 x Puffer FideliTag™ 2,0 ul

dNTP-Mix (2,5 mM) 2,0 ul
SiteFinder-1 0,4 ul
Template 1,0 ul
FideliTag™ 0,3 ul
HZOmillipore 1413 MI

20,0 ul

Tabelle 14.: Ein-Zyklus-PCR-Programm fiir die SiteFinder-Reaktion mit niedriger Annealing-
Temperatur. Von Schritt 3 zu Schritt 4 wurde ein ramping von 0,3°C/s durch-

gefuhrt.
PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1. Denaturierung 92 2
2. Denaturierung 95 1
3. Annealing 25 1
4. Elongation 68 7
5. Finale Elongation 68 10

Nach der SiteFinder-Reaktion wurden zur Amplifikation der unbekannten Sequenzen
zwei Nested-Reaktionen (vgl. Kapitel 6.1) in Form einer Touchdown-PCR durchgefihrt.
Bei dieser PCR wird die Spezifitat der Primer-Bindung durch zyklusweise Annaherung
der Annealing-Temperatur an die errechnete Schmelztemperatur (T,,) des Primers
erhoht. Wenn die Annealing-Temperatur Gber der zu erwarteten T,, gewahlt wird,
binden die Primer ausschlieBlich und damit hochspezifisch an die DNA. So werden
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Primer-Dimere und Artefakte verringert und es vermehrt sich vorzugsweise das ge-
wiinschte Amplikon. Bei Tan et al. ist kein Annealing-Schritt angegeben.

Fir die erste Nested-Reaktion wurden der SiteFinding-Primer SFP1 und der gen-
spezifische Primer GDH-RACE-inner verwendet (vgl. Tabelle 15). Der 5,0 ul-Ansatz
wurde zu der fertigen SiteFinding-Reaktion gegeben, gemischt und die Reaktion ge-
startet. Von der ersten Nested-Reaktion wurde anschlie3end eine 1:100 Verdiinnung
mit Wasser angesetzt und davon 1,0 ul als Template fir die zweite Nested-PCR ein-
gesetzt (vgl. Tabelle 16). Die zweite Reaktion wurde zweimal angesetzt, dabei wurde
der zweite SiteFinding-Primer SFP2 jeweils mit einem der beiden, aus der GatDH-
Sequenz abgeleiteten, Primer GatDH-GSP2 oder -GSP3 kombiniert. Im Gegensatz zu
den Ansatzen von Tan et al. wurde den Nested-Reaktionen wegen des relativ hohen
GC-Gehaltes der Zielsequenz noch zusatzlich DMSO zugesetzt. Fir alle Touchdown-
PCR-Reaktionen wurde das gleiche Programm verwendet (vgl. Tabelle 17), die An-
nealing-Temperaturen wurden an die jeweiligen Primerpaare angepasst.

Tabelle 15.: Nested-PCR-Ansatz 1. Der Ansatz wird zur fertigen SiteFinding-Reaktion

zugegeben.
10 x Puffer FideliTag™ 1,0 ul
DMSO 2,0 pl
SFP1 0,5 4l
GDH-RACE-inner 0,5 ul
H2Omillipore 1 ’0 ,u,l
5,0 ul

Tabelle 16.: Nested-PCR-Ansatz 2. Als Template dient der Ansatz der Nested 1-Reaktion. Die
Reaktion wird zweimal angesetzt, wobei einmal der GatDH-GSP2- und einmal
der -GSP3-Primer eingesetzt wird.

10 x Puffer FideliTag™ 5,0 ul
DMSO 3,0 ul
dNTP-Mix (2,5 mM) 1,2 pl
SFP2 0,8 ul
GatDH-GSP2/-GSP3 0,8 ul
Template (Nested 1, 1:100) 1,0 ul
FideliTag™ 0,3 ul
H2Omillipore 3759 ,UI

50,0 4l
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Tabelle 17.: PCR-Programm fiir die Nested-Reaktionen in Form einer Touchdown-PCR. Bei
X1 wird die Schmelztemperatur des Primers mit der niedrigeren Schmelztemper-
atur des Paares gewahlt. Die Schritte 2 bis 4 werden in 5 Zyklen wiederholt. Fir
X2 wird eine um -5°C niedrigere von der zuvor gewahlten Annealing-Temperatur
eingestellt. Die Schritte 5 bis 7 werden in 25 Zyklen wiederholt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1. Denaturierung 94 1

2. Denaturierung 95 10s

3. Annealing X1 0,5

4. Elongation 68 6

5. Denaturierung 95 10s

6. Annealing X2 0,5

7. Elongation 68 6

8. Finale Elongation 72 5

Die entstandenen Amplifikate wurden schlieB3lich auf einem 1,4%igen Agarosegel tiber-
prift (vgl. Kapitel 5.5). Die Spezifitat der Amplifikate wurde anhand der verschied-
enen Fragmentlangen beurteilt, welche mit der Distanz zwischen den genspezifischen
Primern GatDH-GSP2 und -GSP3 konform sein mussten. Abweichend zu Tan et al.
2005 [214] wurden die gewlnschten Amplifikate anschlieBend aus den Agarosegelen
ausgeschnitten, reisoliert (vgl. Kapitel 5.6) und danach eine TOPO-Klonierung durch-
gefihrt (vgl. Kapitel 7.1). Das Screening erfolgte anhand der blau/wei3-Selektion und
einer Colony-PCR mit den vektorspezifischen M13-Primern (vgl. Kapitel 6.2). Positive
Klone wurden sequenziert.

6.4. KOD QuikChange-PCR

Mit Hilfe der KOD Hot Start DNA Polymerase (Toyobo, Merck, Darmstadt) lasst sich
eine ortsgerichtete Mutagenese, also ein gezielter in vitro-Austausch einzelner Basen
bzw. Aminosauren, durchfihren. Als Template wird die zu verandernde Plasmid-DNA
-der inserttragende Expressionsvektor- und zwei synthetische Oligonukleotidprimer,
die die gewlnschte Mutationen enthalten, eingesetzt. Die KOD Hot Start DNA Poly-
merase repliziert beide Plasmidstrange, wobei diesen durch Verbindung mit den Pri-
mern die Mutationen eingefligt werden. Vorteil dieser Methode ist, dass in fast allen
E. coli-Stammen die parentale DNA methyliert ist. Durch Zugabe von 1,0 ul Dpnl zu
dem gesamten Ansatz und Inkubation bei 37°C fir 1 h und 30 min lasst sich die nicht-
mutierte methylierte und hemimethylierte DNA selektiv abbauen, so dass nach Dialyse
des Ansatzes (vgl. Kapitel 5.7) die Expressionsstamme nur mit den austauschtragen-
den Plasmiden transformiert (vgl. Kapitel 8) werden.
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Als DNA-Templates dienten die beiden Plasmide pET24a(+)-Si4-GntR+GatDH und
pET24a(+)-D-GntR+GatDH, denen mit Hilfe der Primer Si4_Quik-GntR_c77t-f/-r bzw.
D_Quik-GntR_t77c-f/-r eine Punktmutation innerhalb des GntR-Gens eingefligt wurde.
Folgender Ansatz (siehe Tabelle 18) und Programm (vgl. Tabelle 19) wurden fir die
KOD QuikChange-PCR verwendet.

Tabelle 18.: Reaktionsansatz fiir die KOD QuikChange-PCR.

10 x Puffer KOD Hot Start 5,0 ul
dNTP-Mix (2,0 mM) 5,0 ul
MgSQOy,(1,5 mM) 3,0 ul
Primer forward 3,0 ul
Primer reverse 3,0 ul
Template (20-50 ng) 1,0 ul
KOD Hot Start DNA Polymerase 2,0 pl
HZOmillipore 28,0 Ml

50,0 ul

Tabelle 19.: PCR-Programm fiir die KOD QuikChange-PCR. Die Schritte 2 bis 4 wurden
25 mal wiederholt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] Dauer [min]
1. Denaturierung 95 2

2. Denaturierung 95 0,5

3. Annealing 55 1

4. Elongation 70 3

6.5. Reverse Transkription-PCR

Die Reverse Transkription (RT) wird dazu verwendet, mRNA-Molekule in komplemen-
tare, einzelstrangige DNA (cDNA) umzuschreiben. Dabei macht man sich meist die
retroviralen Reversen Transkriptasen, RNA-abhangige DNA-Polymerasen, des Avian-
Myeloblastosevirus (AMV) oder des murinen Moloney Leukamievirus (MMLV) (Roth et
al., 1985 [170]) zunutze. Die wahrend der Reversen Transkription synthetisierte cDNA
kann in einer nachfolgenden PCR zur quantitativen und qualitativen Analyse der Gen-
expression eingesetzt werden.

Zur vergleichenden Expressionsanalyse des GatDH- bzw. GntR-Gens in R. sphaeroi-
des Stamm D gegeniber Stamm Si4 wurde eine Two-Step RT-PCR durchgefiihrt, wo-
bei Reverse Transkription und PCR in zwei getrennten Reaktionen stattfanden, um je-
weils die optimalen Reaktionsbedingungen zu gewahrleisten und alle Anséatze gleich-
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zeitig analysieren zu konnen. Als Templates fur die RT-Reaktionen beider Stamme
diente jeweils die RNA aus der Gesamt-RNA lIsolierung (vgl. Kapitel 5.1). Um eine
Verunreinigung der RNA mit moglicherweise noch nach der Isolierung vorhandener
DNA auszuschlieBen, wurde den 10,0 ul RNA-Aligouts zunachst jeweils 2,0 | DNasel
zugegeben und die Ansatze 30 min bei 37°C inkubiert. Zur Inaktivierung der DNasel
wurden die Ansatze anschlieBend 15 min bei 94°C inkubiert und danach auf Eis ge-
stellt. Da nicht nur das Vorhandensein der mMRNAs der beiden Gene untersucht werden
sollte, sondern auch, ob beide Gene mdoglicherweise auf einer gemeinsamen mRNA
transkribiert werden, wurden fir die RT-Reaktion zwei sequenzspezifische Primer ver-
wendet (RT-GatDH-nested-r und RT-GntR-nested-r). Um fir die RT-Reaktion stérende
Sekundarstrukturen in der RNA aufzuldsen, wurden Anséatze aus jeweils 1,0 ul der bei-
den Primer, 5,0 ul der entsprechenden RNA und 8,0 il HoOpgpe 2 min bei 94°C inku-
biert und danach sofort auf Eis gestellt. Fir die Erststrangsynthese diente das Access
RT-PCR System (Promega, Mannheim), welches eine AMV Reverse Transkriptase
des Avian-Myeloblastosevirus verwendet. Fir die verschiedenen Ansatze (vgl. Tabelle
20) wurden Mastermixe erstellt und in 35,0 |l Endvolumen den vorinkubierten RNA-
Primer-Ansatzen zugegeben. Die RT-Reaktion fand 1 h bei 45°C statt, danach wurde
sogleich die AMV-RT 2 min bei 94°C inaktiviert und die Ansatze auf 4°C abgekuhlt.
Zur Vermehrung der cDNA bzw. Sekundérstrangsynthese wurde die FideliTag™ und
das dazu passende PCR-Programm (vgl. Kapitel 6) in 50 sich wiederholenden Zy-
klen verwendet. Als Template diente jeweils 1,0 ul aus der RT-Reaktion bzw. 1,0 ul
Plasmid-DNA als Positivkontrolle und zur Analyse auf die GatDH- bzw. und/oder die
GntR-Sequenz wurden die Primer GatDH-f, GatDH-r, GntR-f, GntR-r in verschiedenen
Kombinationen eingesetzt.

Tabelle 20.: Ansatz zur Erststrangsynthese fiir die RT-PCR. Fiir mehrere Reaktionen wurden
Mastermixe erstellt. RT+, normaler RT-Ansatz mit AMV-RT; RT-, Negativansatz
mit DEPC-Wasser statt AMV-RT zur Kontrolle auf DNA-Verunreinigungen.

RT+ RT-
Nuklease-freies Wasser 21,0 ul 21,0 pl
AMV Reaktionspuffer 10,0 I 10,0 pl

dNTP Mix 1,0ul 1,0 ul
25 mM MgSO, 20pul 2,0 ul
AMV RT 1,0 pl -
HOpEepc - 1,0 ul
Endvolumen 35,0 ul 35,0 pl

Als Kontrollen dienten pro Stamm RT-Ansatze ohne Reverse Transkriptase (Kontrolle
auf DNA-Verunreinigungen), ein kompletter Ansatz ohne RNA (Kontrolle auf Kontami-
nation aller verwendeter Substanzen), sowie PCR-Ansatze mit Plasmid-DNA als Tem-
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plate als Positivkontrolle fir die normale PCR-Reaktion. Das Ergebnis aller Reaktionen
wurden auf einem Agarosegel Uberprift (vgl. Kapitel 5.5).

7. Klonierung von PCR-Fragmenten

7.1. TOPO-TA-Klonierung

Das TOPO-TA-CIoning® Kit (Invitrogen, Karlsruhe) eignet sich fir eine schnelle und
effiziente Klonierung, mit einer TA-Uberhange synthetisierenden Tag-Polymerase am-
plifzierter PCR-Fragmente, ohne Verwendung einer Ligase.

Ansatz:

PCR-Produkt 4,0 ul
Salz-Lésung 1,0 ul
TOPO®|I-Vektor 1,0 4l

Der Reaktionsansatz wurde jeweils komplett zu den Top 10 One Shot E.coli-Zellen ge-
geben. Die Transformation erfolgte durch einen 30 s Hitzeschock bei 42°C im Wasser-
bad. Danach wurden 250 ul SOC-Medium zugegeben und die Zellen auf dem Schattler
bei 220 rpm (Multitron, Infors, Bottmingen, Schweiz) und 37°C inkubiert. Alle Inkuba-
tionsschritte wurden mit der im Protokoll maximal angegebenen Dauer durchgefihrt.
Die Zellen wurden auf mit X-Gal vorbehandelten LB, -Platten ausplattiert und Gber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Selektion der inserttragenden Klone erfolgte anhand
eines blau/weil3-Screenings. Der TOPO®||-Vektor verflgt Gber ein lacZ-Gen, wobei
das Insert genau in den codierenden Bereich dieses Gens kloniert und dadurch die
(3-Galaktosidase deaktiviert wird. Rekombinante Zellen sind somit nicht mehr in der
Lage, das Lactoseanalogon X-Gal abzubauen und erscheinen als wei3e Kolonien, (-
Galaktosidase exprimierende Zellen bilden dagegen ein blaues Reaktionsprodukt. Die
weif3en Kolonien wurden mittels Colony-PCR (vgl. Kapitel 6.2) auf das gewinschte
Insert untersucht.

7.2. Ligation

Die Ligation wurde zur Konstruktion rekombinanter Plasmide unter Verwendung einer
T4-Ligase (Fermentas, St. Leon-Rot) durchgeflihrt. Ligasen kénnen einzelstrangige
DNA-Ketten miteinander verknipfen und Einzelstrangbriche schlie3en. Das zuvor mit
den entsprechenden Restriktionsenzymen verdaute Vektorplasmid bzw. Insert wurde
in den Verhaltnissen 1:3, 1:5 oder 1:7 gemischt und in einem 20 pl Ansatz ligiert.
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Ansatz:

Vektor-Insert-Gemisch (1:3, 1:5,1:7) 10,0 ul

10 x T4-Ligationspuffer 2,0 ul
T4-Ligase 2,0 pul
HQOmillipore 6,0 ,ul

Der Ansatz wurde eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und vor der Elektropo-
ration (vgl. Kapitel 8.2) von Salzen gereinigt (vgl. Kapitel 5.7).

8. Transformation

8.1. Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen (Hanahan, 1983 [68]) wurde dem
LB-Medium Tetracyclin zugesetzt, da der Stamm BL21-Gold(DES3) ein Resistenz-Gen
flr dieses Antibiotikum besal3. Ein Schittelkolben mit 400 ml LB-Medium wurde mit
1/100 Volumen einer frischen Ubernachtkultur angeimpft und die Kultur bis zu einer
ODggo = 0,4 - 0,5 bei 37°C und 220 rpm (Multitron, Infors, Bottmingen, Schweiz) wach-
sen gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen 15 min bei 4.000 x g und 4 °C sedi-
mentiert und das Pellet zweimal in 300 ml sterilem, eiskaltem Millipore-Wasser resus-
pendiert und erneut abzentrifugiert. Dann wurden die Zellen in 20 ml einer eiskalten
10%igen Glycerin-Losung resuspendiert, sedimentiert und das Pellet in 2 ml einer eis-
kalten 10%igen Glycerin-Lésung resuspendiert. Die Zellen wurden in 50 ul Aliquots
aufgeteilt und bei -70°C gelagert. Die Praparation der Zellen wurde so durchgefiihrt,
dass der Zelltiter etwa 3 x 10'° Zellen pro Milliliter betrug.

8.2. Elektroporation

Die Fahigkeit individuelle Plasmid-DNA Molekdle in eine Zelle durch Transformation
einzubringen, ist fr den rasanten Fortschritt in der Plasmidbiologie und fir die Ent-
wicklung von DNA Klonierungsmethoden von zentraler Bedeutung (Yoshida and Sato,
2009 [235]; Shivarova et al., 1983 [195]). Die Transformation von E. coli mit einer
Plasmid-DNA durch Elektroporation wurde erstmals von Fiedler und Wirth, 1988 [42]
beschrieben.

Mittels Elektroporation (Gene Pulser™/Pulse Controller, Bio-Rad, Miinchen) wurde
der Expressionsstamm E. coli BL21-Gold(DE3) mit den rekombinanten Expressions-
plasmiden transformiert (Hanahan et al., 1991 [69]). Die Zellen werden dabei in ei-
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nem elektrischen Feld kurzen elektrischen Pulsen hoher Feldstarke ausgesetzt. In der
Zellmembran entstehen wahrend dieser Intervalle Poren, durch die die gewiinschten
Plasmide in die Zelle eindringen konnen.

Die Zellen, der Ligationsansatz und eine Elektroporationskivette (Peqglab, Erlangen)
wurden auf Eis vorgekuhlt, bevor der komplette Ligationsansatz zu 50 ul elektrokom-
petenten Zellen gegeben wurde. Der Transformationsansatz wurde anschlieBend in
die Elektroporationskuiivetten pipettiert. Die Elektroporation fand unter den Bedingung-
en: 400 ©, 25 uF und 2,5 kV statt, danach erfolgte eine sofortige Zugabe von 1 ml
SOC-Medium zur Regeneration der Zellen. Diese wurden in ein steriles Eppendorf-
gefal tberfihrt und 1 h bei 37°C auf dem Schiittler (Multitron, HT Infors, Bottmingen,
Schweiz) regeneriert. Der Transformationsansatz wurde dann in verschiedenen Volu-
mina auf mehreren LB,-Platten ausplattiert. Nach Inkubation der Platten Gber Nacht
bei 37°C im Brutschrank (Heraeus, Hanau) wurden die gewachsenen Kolonien mittels
Colony-PCR (vgl. Kapitel 6.2) auf das Expressionskonstrukt untersucht.

9. DNA-Sequenzierung

Alle zu sequenzierende Plasmide und PCR-Fragmente wurden an GATC Biotech AG
(Konstanz) geschickt. Als Primer wurden die dort vorratigen Standardprimer fir den
TOPO®)|I-Vektor bzw. das pET24a(+)-Plasmid verwendet. Alternativ wurden genspe-
zifische Primer mitversendet oder sequenzspezifische Primer bei GATC synthetisiert.

9.1. DNA-Sequenzanalyse nach Sanger et al. (1977)

Das Kettenabbruchverfahren nach Sanger (1977 [178]) beruht auf der Verwendung
von Didesoxynucleosiden, Derivate der Desoxynucleosidtriphosphate, denen die 3°-
Hydroxygruppe fehlt. Die zu sequenzierende DNA wird in vitro mit Hilfe einer DNA-
Polymerase, spezifischen Oligonukleotid-Primern und der vier Desoxynucleosidtriphos-
phate (dATP, dCTP, dGTP, und dTTP) in getrennten Reaktionsmixen synthetisiert.
Vorhandene Didesoxynucleosidtriphosphate (ddATP, ddCTP, ddGTP, und ddTTP) wer-
den ebenfalls zuféllig in die wachsende DNA-Kette eingebaut, da diesen Nucleosiden
jedoch die 3-OH-Gruppe fehlt, kann keine Phosphodiesterbindung zwischen Des-
oxyribose und Nucleosidmonophosphat gebildet werden. Die Addition des nachsten
Nucleosids ist somit blockiert und die Verlangerung der Kette kann an diesem Punkt
nicht fortgesetzt werden. In den Reaktionsgemischen werden somit eine Reihe von
DNA-Fragmenten unterschiedlicher Lange produziert, die zu der zu sequenzierenden
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DNA komplementar sind und jeweils mit einer der vier verschiedenen Basen enden.
Die Produkte werden auf Polyacrylamidgelen elektrophoretisch aufgetrennt. Die ver-
wendeten Primer sind gelabelt, d.h. sie sind radioaktiv oder fluoreszenzmarkiert und
kénnen daher im Gel detektiert werden. Die Sequenz des Stranges kann nun bestimmt
werden, indem von unten nach oben und Uber alle Spuren die Banden der Reihe nach
gelesen werden (Alberts, 2005 [3]).

9.2. TempliPhi-Reaktion

Zur Verbesserung der Sequenzierung wurde das TempliPhi DNA Amplification Kit (GE
Healthcare, Freiburg) eingesetzt. Bei dieser Reaktion binden willkirliche Hexamer-
Primer an verschiedene Stellen des zirkularen DNA-Templates. Die Phi29-DNA-Poly-
merase verlangert jeden dieser Primer. Wenn die Polymerase einen downstream-
verlangerten Primer erreicht, findet eine Strangverdrangungssynthese statt. Der ab-
gelbste Strang wird zum Einzelstrang und ist somit fiir die Anlagerung weiterer Hexa-
mer-Primer verfugbar. Der Prozess lauft weiter und flhrt zu einer exponenziellen, iso-
thermischen Ampilifikation.

Zu einem Teil einer Kolonie wurden je 5 ul Probenpuffer gegeben. Die Denaturierung
der Probe fand durch Erhitzen auf 95 °C fur 3 min statt, danach wurde auf 4°C ab-
gekUhlt. Es wurde fiir jede Probe ein sogenannter TempliPhi-Premix aus 5 ul Reakti-
onspuffer und 0,2 ul Enzymmix erstellt und davon jeweils 5 ul zu der gekihlten, dena-
turierten Probe gegeben. Es folgte eine Inkubation bei 30°C fir 18 h, danach wurden
die Enzyme bei 65°C fur 10 min inaktiviert und auf 4°C abgekihlt. Viskose Proben
wurden zusatzlich mit 10 ul HyO,iipore Verdannt, gut gemischt und 5 - 10 min bei
60°C inkubiert.

9.3. Auswertung der Sequenzdaten

Die Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mit Hilfe des PC-Programmes
Contig-Express, gehorend zu Vektor NTI (Informax 9.0 bzw. 10.0 Advance, Invitro-
gen, Karlsruhe). Uber die Suchmaskenfunktion blastn fir Nucleotide bzw. blastp fir
Aminosauren (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast) wurden die ausgewerteten Sequenz-
daten Uber den BLAST-Algorhitmus (Altschul et al., 1997 [4]) mit den hinterlegten Se-
quenzen der NCBI (National Center for Biotechnological Information)-Datenbank ab-
geglichen.
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10. Kultivierung und Expression

Kulturen der Rhodobacter sphaeroides Stamme Si4, D und 2.4.1 wurden zum Test
auf Galaktitol-Dehydrogenase-Aktivitat auf verschiedenen C-Quellen angezogen. Die
heterologe Expression des nativen GatDH-Gens, verschiedener Enzymvarianten der
GatDH, sowie mit dem GatDH-Gen im Genom zusammenhangender Gensequenzen,
erfolgte zur Aktivitatsbestimmung bzw. Anreicherung von Protein in E. coli-Stammen.
Die beiden Expressionsstamme E. coli BL21(DE3) und E. coli BL21-Gold(DE3) ver-
figen in ihrem Chromosom neben dem Lacl-Repressor Uber ein integriertes Fragment
des Bacteriophagen A\ (DES3), welches fir die T7 RNA-Polymerase kodiert. Die E. co-
li-Zellen wurden mit rekombinanten Plasmiden transformiert, wobei der verwendete
Expressionsvektor pET24a(+) Uber den fur die T7 RNA-Polymerase spezifischen T7-
Promotor und ebenfalls Gber den Lacl-Repressor verflgt. Vor der Zugabe von IPTG
(Isopropyl-3-D-Thiogalactopyranosid) wird die Transkription der T7 RNA-Polymerase
und somit auch des Target-Gens durch den Lac-Repressor verhindert. Die Expression
wird induziert, indem zugefugtes IPTG an Lacl bindet und die nun von der Wirtszelle
translatierte T7 RNA-Polymerase selektiv an den T7 Promotor bindet und somit auch
die Transkription des rekombinanten Zielgens katalysieren kann. Durch die Spezifitat
und starke Aktivitat der T7 RNA-Polymerase werden nach der Induktion fast alle Zell-
reserven zur Expression des einklonierten Gens verwendet.

10.1. Anzucht auf Nahrboden

Zur Vereinzelung von Klonen sowie zur Reinheitskontrolle der Stamme wurden die
Organismen auf den entsprechenden Agarbéden ausgestrichen. Die Kultivierung von
Rhodobacter sphaeroides erfolgte entweder auf MV-Agar mit der gewahlten C-Quelle
oder auf NB-Agarplatten bei 28°C Uber 1-2 Tage. E. coli wurde auf LB,,,-Agarplatten
im Brutschrank bei 37°C Uber Nacht kultiviert.

10.2. Schiittelkultur im Rollrandrohrchen

Einzelkolonien oder 5 ul einer Glycerinkultur wurden als Vorkultur in 5 ml Medium in
einem Rollrandréhrchen bei 28°C auf dem Schiittler (146 rpm, RC-406, Infors AG,
Bottmingen, Schweiz) angezogen. Fir Rhodobacter-Stamme wurde MV-Medium, fir
E. coli-Kulturen Komplexmedium verwendet. Zur Plasmidpraparation oder zur Her-
stellung von Glycerinkulturen angezogene E. coli-Kolonien wurden in 5 ml LBg,,-
Medium bei 37°C auf dem Schttler (220 rpm, Multitron, HT Infors) inkubiert.
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10.3. Schittelkultur im Erlenmeyer-Kolben

Die Anzucht im Erlenmeyer-Kolben erfolgte fir alle Organismen und Stamme bei 28°C
und 146 rpm auf dem Rotationsschittler (RC-406, Infors AG, Bottmingen, Schweiz).
Kleinere Kulturen (20 ml bei Rhodobacter sphaeroides bzw. 25 ml bei E. coli) dienten
auBer als Testkulturen auch als Vorkulturen zum Beimpfen gréBerer Schittelkulturen
(100 ml bei Rhodobacter sphaeroides bzw. 250 ml bei E. coli), oder zu einer anschlie-
Benden DNA- bzw. RNA-Isolierung. Je nach GréBe des verwendeten Bioreaktors wur-
de entweder eine 100 ml (2 | Bioreaktor) oder eine 250 ml E. coli-Vorkultur (10 | Biore-
aktor) angezogen. Expressionsstamme wurden bis zu einer ODgy = 0,8 angezogen,
danach erfolgte die Induktion durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,1 mM) und
eine weitere Kultivierungszeit von 18 h bis maximal 20 h.

10.4. Fermentation
10.4.1. Anzucht im 10 | Bioreaktor

Die Inokulation des mit 8 | kanamycinhaltigen Komplexmedium geflillten Bioreaktors
(Biostat, Braun Biotech/Sartorius, Géttingen) erfolgte durch Zugabe einer 250 ml . N.
E. coli-Kultur. Die weitere Fermentation wurde ungeregelt bei Raumtemperatur durch-
gefuhrt.

10.4.2. Anzucht im 2 | Bioreaktor

Zur Fermentation im Minifors 2 | Fermenter (Infors, Bottmingen, Schweiz) wurde ei-
ne 100 ml Vorkultur aus kanamycinhaltigem Komplexmedium 0. N. bei 28°C auf dem
Schittler (146 rpm, RC-406, Infors AG) inkubiert. Das Animpfen des mit 1,5 | kana-
mycinhaltigem Komplexmedium geflllten Bioreaktors erfolgte durch Abflammen der
Kultur und einer verschlieBbaren Offnung am Fermenter. Die Fermentation erfolgte un-
ter Konstanthaltung der Temperatur bei 26°C, und eines pH-Wertes von 7,0 bei einer
RUhrgeschwindigkeit von 300 rpm. Bei Bedarf wurde automatisch ein Antischaummit-
tel (Poly-1,2-Propandiol) zugepumpt. Der pH-Wert wurde durch geregelte Zugabe von
1 M Salzsaure und 1 M Natriumhydroxid eingestellt.
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11. Zellernte und Herstellung zellfreier Extrakte

11.1. Zellernte

Nach der entsprechenden Wachstumsphase bzw. einer Induktionszeit von 18 h bei E.
coli-Kulturen erfolgte die Zellernte der in den Erlenmeyerkolben gewachsenen Zellen.
Die Zellsuspensionen wurden je nach Volumen entweder in Zentrifugenbecher oder
in 50 ml-Falcons Uberfihrt und 15 min bei 5.500 x g und 4°C sedimentiert. Das Pel-
let wurde anschlieBend im jeweiligen 20 mM BisTris-Arbeitspuffer (siehe Kapitel 12)
gewaschen, danach erneut im gleichen Puffer resuspendiert (6 ml Puffer pro g Pellet
Feuchtgewicht) und direkt nach Zugabe einer Spatelspitze DNase | aufgeschlossen.

11.2. Zellaufschluss durch Ultraschall

Die geernteten und in Arbeitspuffer resuspendierten Zellen wurden mittels einer Ultra-
schallsonde aufgeschlossen. Das Ultraschallgerat (MSE Soniprep 150, Curtin Mathe-
son Scientific Inc., Houston, TX, USA) erzeugt mechanische Schwingungen, die zu
einer Zerstérung der Zellwande und Membranen fihrt. Die aufzuschlieBenden Zel-
len wurden unter Kihlung im Eisbad mit einer geratespezifischen Leistung von 20-
22 microns fir 6 x 1 min fir Rhodobacter sphaeroides-Zellen oder 6 x 15 s fir E.
coli-Zellen beschallt. Auf jede Beschallungsphase folgte eine doppelt so lange an-
dauernde Abkihlungsphase, um die Probe zu kihlen. Nach dem Aufschluss wurden
die Zellsuspensionen zu je 1,0 ul in Eppendorfgefa3e aliquotiert und die Zelltrimmer
30 min bei 12.000 x g und 4°C abzentrifugiert.

11.3. Zellaufschluss mit Frenchpress

Alternativ wurden die im Arbeitspuffer resuspendierten Zellen in einer auf 4°C gekiihlten
Frenchpress-Apparatur (French® Pressure Cell Press, Polytec GmbH, Waldbronn)
aufgeschlossen. Dabei wurde die Zellsuspension insgesamt dreimal einem Druck von
120 MPa ausgesetzt und anschlieBend die Zelltrimmer 30 min bei 12.000 x g und 4°C
abzentrifugiert.

12. Proteinanreicherung

Je nach Enzymvariante wurden zur Anreicherung der Galaktitol-Dehydrogenase unter-
schiedliche Methoden angewandt. Alle Anreicherungsstrategien nehmen als Ausgangs-
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punkt den zellfreien Rohextrakt, welcher nach dem Zellaufschluss gewonnen wur-
de (vgl. Kapitel 11). Sofern nicht anders angegeben, beziehen sich alle Puffer und
Losungen auf 1 Liter deionisiertes Wasser.

12.1. Anreicherung der nativen, heterolog exprimierten GatDH

Das native Enzym, d. h. die Galaktitol-Dehydrogenase ohne N- oder C-terminale Mo-
difizierungen, wurde aus dem rekombinanten Stamm E. coli BL21(DE3) mit dem Plas-
mid pET24a(+)-nGDH angereichert.

Arbeitspuffer: pH 6,5

BisTris 20 mM
MgCls 1 mM

12.1.1. Ammoniumsulfatfallung

Dem zellfreien Rohextrakt wurde langsam unter Rihren im Eisbad gemahlenes Ammo-
niumsulfat zugegeben, so dass insgesamt eine Sattigung von 30% (164 g/l) erreicht
wurde. Die Lésung wurde unter fortlaufendem, langsamen Rihren tber Nacht bei 7°C
inkubiert. AnschlieBend wurden die durch das Ammoniumsalz denaturierten Proteine
1 h 30 min bei 14.000 x g und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand mit dem ange-
reicherten Protein wurde fir die anschlieBende Chromatographie verwendet.

12.1.2. Chromatographische Methoden

Mit dem Begriff Chromatographie lassen sich verschiedene physikalisch-chemische
Trennverfahren fir die analytische und praparative Auftrennung von Proteinen zusam-
menfassen. Entscheidend fir die Proteintrennung sind dabei GréBe, Ladung, hydro-
phobe Eigenschaften oder spezifische Affinitaten. Der Grad der Reinigung eines Pro-
teins lasst sich durch Kombination mehrerer chromatographischer Methoden erhdhen.
Anhand eines UV-Detektors konnte bei den mittels des FPLC-Systems Akta™ Pur-
ifier 100 (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) angereicherten Proben die Elution der
Proteine bei einer Wellenlange von 280 nm verfolgt werden. Mit Hilfe der Software
UNICORN™(GE Healthcare) lieBen sich standardisierte Laufe programmieren und ex-
akte Puffergradienten zwischen den beiden Pumpen A und B gesteuert mischen. Die
Saulenpuffer wurden jeweils frisch angesetzt, Gber Nitrocellulosefilter (0,2 xm, Sarto-
rius, Gottingen) filtriert und entgast. Die chromatographischen Auftrennungen wurden
alle bei Raumtemperatur durchgefihrt.
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12.1.3. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Die HIC beruht auf der Wechselwirkung zwischen den hydrophoben Resten der Pro-
teinoberflache und dem apolaren Material der stationaren Phase der Saule. Salze
konnen die Hydrathille eines Proteins auflésen und somit die im Innern des Prote-
ins lokalisierten hydrophoben Seitenketten frei geben. Dabei absorbiert das Protein
umso leichter an die Saulenmatrix, je hydrophober die Oberflache dessen AuBBenseite
beschaffen ist. Die Uber Van-der-Waals-Krafte gebundenen Proteine werden anschlie-
Bend mit einem absteigenden Salzgradienten eluiert. Proteine mit wenigen apolaren
Gruppen eluieren zuerst.

Die Interaktionschromatographie wurde an der XK 16/20 Saule (GE Healthcare, 10 cm
Hohe, Phenylsepharose HP) durchgefihrt. Vor dem Auftragen der Probe wurde die
Saule 1 h mit dem Bindungspuffer mit einer Flussrate von 10 ml/min aquilibriert. Die
Probe nach Ammoniumsulfatfallung wurde komplett auf die Saule aufgetragen. Die
Auftragsgeschwindigkeit sowie die Flussrate des gesamten Laufs betrug 10 ml/min.
Nicht gebundene Bestandteile wurden zunachst durch einen Waschschritt von der
Saule entfernt. Der absteigende lineare Ammoniumsulfat-Gradient von 30% auf 0%
Ammoniumsulfat wurde durch den Bindungs- und Elutionspuffer als Laufmittelgemisch
eingestellt. Das Eluat wurde in Reagenzglasern zu je 10 ml gesammelt und auf Galak-
titol-Dehydrogenase-Aktivitat getestet (vgl. Kapitel 13.1). Die aktiven Fraktionen wur-
den gepoolt und auf 35 ml Endvolumen eingeengt (Amiconkammer, Membranfilter:
10.000 Da MWCO, Millipore, Schwalbach).

Bindungspuffer: pH 6,5

BisTris 20 mM
MgCl, 1 mM
(NH4)2SO4 30%

Elutionspuffer: pH 6,5

BisTris 20 mM
MgCl, 1 mM

12.1.4. Gelfiltration

Bei einer Gelfiltration werden Proteine anhand ihrer unterschiedlichen Gré3e getrennt.
Die Methode basiert auf einer unterschiedlichen Permeation der Molekile in ein pords-
es Saulenmaterial bekannter Porengré3e. Kleine Proteine kdnnen die Poren passieren
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und erfahren dadurch eine verzdgerte Elutionsgeschwindigkeit. GroBe Proteine haben
demzufolge eine kirzere Retentionszeit.

Als Saule wurde eine Sephacryl F300 HR (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) Kran-
nich-Saule (1000 mm x 50 mm mit Temperiermantel) verwendet. Die eingeengte Probe
nach der HIC wurde mit einer Geschwindigkeit von 5 ml/min auf die mit Arbeitspuffer
aquilibrierte Saule aufgetragen und mit diesem Puffer eluiert. Die aktiven Fraktionen
wurden vereinigt.

12.2. Anreicherung der C-terminal verkirzten GatDH

Die Anreicherung der C-terminal um drei Aminosauren verkirzten Galaktitol-Dehydro-
genase zeigte sich, aufgrund der Tendenz der Variante schnell auszufallen bzw. bis
zu 100% in Inclusion bodies vorzuliegen, als schwierig. Daher wurden verschiedene
Strategien verfolgt, wobei nur diejenige vorgestellt wird, die sich schlie3lich bewahrte.
Die Anreicherung erfolgte aus dem rekombinanten E. coli BL21-Gold(DE3) Plasmid
pET24a(+)-GatDH251.

Arbeitspuffer: pH 7,0

BisTris 20 mM

12.2.1. Anionenaustauschchromatographie (AAC)

Die lonenaustauschchromatographie basiert auf der Trennung von Proteingemischen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Oberflachenladung. Die Gesamtladung ist abhangig
von dem isoelektrischen Punkt (pl) eines Proteins und wird von dem pH-Wert des Puf-
fers beeinflusst. Beim Anionenaustausch muss der pH-Wert des Puffers hdher sein
als der pl des anzureichernden Proteins. Die Wechselwirkung entsteht dann zwischen
dem positiv geladenen Saulenmaterial und der negativen Ladung der Proteinseiten-
ketten. Je starker die negative Gesamtladung der Proteine, desto starker die Bindung
und verzdgerter die Elution. Durch stetiges Erhdhen der Salzkonzentration im Puffer,
also um die Bindung konkurrierender negativ geladener lonen (z.B. Chloridionen bei
NaCl), werden die an der Saulenmatrix haftenden Proteine zunehmend verdrangt. Bei
Kationenaustauschern verhalt es sich umgekehrt.

Die AAC fand an einer Sepharose Q-Saule mit einem S&ulenvolumen von 30 ml statt.
Der Rohextrakt wurde nach dem Aufschluss und einer zweistiindigen Zentrifugation
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bei 18.000 x g und 4°C auf pH 7,5 titriert (pH-Meter Typ CG820, Schott, Mainz). Vor
dem Auftragen (Flussrate: 2 ml/min) auf die mit Bindungspuffer aquilibrierte Saule
wurde der Rohextrakt sterilfiltriert (0,45 um, Minisart, Sartorius, Goéttingen). Der Roh-
extrakt (45 ml) wurde auf zwei Laufe aufgeteilt. Nicht-gebundene Molekile wurden
mit vier Saulenvolumen (SV) Bindungspuffer mit einer Flussrate von 2 ml/min von
der Saule gespult. Die gebundenen Proteine wurden mit einer Flussrate von 4 ml/min
durch Beimischen des Elutionspuffers zunachst Gber einen steigenden Salzgradienten
von 0% auf 80% NaCl tGber 15 SV eluiert. Danach erfolgte zur Elution aller restlichen
gebundenen Molekdle ein Stufengradient tber 5 SV von 80% auf 100%. Mangels Akti-
vitat der Variante konnte hier kein Enzymtest durchgefihrt werden und die Fraktionen
(8 ml) wurden stattdessen mittels einer SDS-PAGE getestet (vgl. Kapitel 14.1.2). Die
positiven Fraktionen wurden besonders langsam und schonend zunachst Uber eine
Amiconkammer (Membranfilter: 5.000 Da MWCO, Millipore, Schwalbach) bis einem
Volumen von maximal 5 ml eingeengt. Das weitere Einengen der Probe bis zu dem
gewulnschten Probevolumen von 0,5 ml erfolgte anschlieBend mit einer Filtrationssein-
heit (Vivaspin 2 ml, Membran: 5.000 Da, Vivascience®, Hannover) durch mehrmalige
Zentrifugation bei 2.500 x g und 4°C.

Bindungspuffer: pH 7,5

BisTris 20 mM

Elutionsspuffer: pH 7,5

BisTris 20 mM
NaCl 1000 mM

12.2.2. Gelfiltration

Die GroBenausschlusschromatographie erfolgte mit einer Superdex S200-Saule, der
Trennbereich des Materials lag zwischen einer molekularen Masse von ca. 10.000 -
600.000 Da. Vor dem Auftragen der Probe Uber eine Probenschleife (0,5 ml) wurde
die Saule mit einem Saulenvolumen (25 ml) Laufpuffer aquilibriert. Die Elution wurde
wie die zuvor erwahnten Schritte des Programmes mit einer Flussrate von 0,5 ml/min
durchgefihrt. Die Fraktionen wurden als 0,75 ml Proben in Mikrotiterplatten gesam-
melt und per SDS-PAGE (vgl. Kapitel 14.1.2) untersucht.
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Laufpuffer: pH 7,5

BisTris 20 mM
NaCl 250 mM

12.3. Anreicherung der N-terminal His(6)-getagten Varianten

Zur schnelleren und effizienteren Anreicherung des Galaktitol-Dehydrogenase-Enzyms
wurde das Protein N-terminal mit einem His(6)-Tag modifiziert. Die zur Elektroenzyma-
tik hergestellten Cystein-Varianten tragen die zusatzlichen Cysteinreste ebenfalls vor
dem N-terminal angebrachten His(6)-Tag, tber den auch diese Varianten angereichert
wurden. Bei allen Expressionstammen handelte es sich um E. coli BL21-Gold(DE3)-
Zellen mit den jeweiligen Plasmiden mit N-terminalem His(6)-Tag: pET24a(+)-NHis-
GatDH beziehungsweise den zusatzlichen, unterschiedlich langen Cystein-Tags:
pET24a(+)-(2-5)Cys-GatDH.

Arbeitspuffer: pH 6,5

BisTris 20 mM
Imidazol 20 mM

12.3.1. Affinitatschromatographie

Die Affinitatschromatographie erfolgte an Fast Flow Nickel-Sepharose als Saulenma-
terial. Dieses besteht aus stark verknlpften Agarose-Perlen, die Nickelionen sind als
Liganden Uber den Chelatbildner Nitrilo-Tri-Essigsaure (NTA) an eine Matrix immo-
bilisiert. Histidine kdnnen reversibel mit den Metallionen komplexieren. Diese Eigen-
schaft macht man durch Fusionskonstrukte aus exponierten His(6)-Tags zunutze, um
die gewlinschten Proteine Uber die somit gesteigerte Affinitdt an die Saule zu bin-
den. Andere Proteine des Extraktes konnen weniger stark binden und werden durch
Zugabe geringer Mengen Imidazol im Arbeits- und Bindungspuffer zusatzlich an der
Komplexierung gehemmit.

Vor dem Auftragen (Flussrate: 2 ml/min) auf die mit Bindungspuffer aquilibrierte 5 ml
HisTrap-Crude-FF-Saule (GE Healthcare, Uppsala, Schweden) wurde der Rohextrakt
sterilfiltriert (0,45 ym, Minisart, Sartorius, Géttingen). Der Rohextrakt wurde abhangig
vom Proteingehalt auf mehrere Laufe aufgeteilt (4 - 7 ml RE/Lauf). Vor Elution der ge-
bundenen Proteine mittels Imidazol in 2 ml Fraktionen, wurde die Saule mit Bindungs-
puffer gespult (Flussrate jeweils 5 ml/min). Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und
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umgepuffert.

Bindungspuffer: pH 6,5

NaHQPO4 200 mM
NacCl 500 mM
Imidazol 30 mM

Elutionspuffer: pH 6,5

NaH2P04 200 mM
NaCl 500 mM
Imidazol 500 mM

12.3.2. Chromatographisches Umpuffern

Da sich die Aktivitat der Galaktitol-Dehydrogenase in dem Elutionspuffer der Affini-
tatschromatographie stetig verringerte, wurde die Probe nach Durchfliihrung dieses

Anreichungsschrittes sofort umgepuffert, um das stérende Imidazol zu entfernen. Der

Elutionspuffer der verwendeten Desalting-Saule, der auch den Lagerungspuffer fir die

angereicherten His-getagten Varianten darstellt, enthielt eine erhéhte BisTris-Konzen-

tration sowie 100 mM Kochsalz. Somit wurde das Enzym beim Pufferwechsel stabil

gehalten. Die Saule, bei der es sich im Prinzip um eine GroBenausschlusschromato-

graphie handelt, wurde mit einer Flussrate von 5 ml/min beladen. Das Ausgangsvolu-
men wurde durch diesen Schritt vergréBert. Die Probe lie3 sich nach Bedarf mittels

Amiconkammer oder Filtrationseinheit wieder aufkonzentrieren.

Elutionspuffer: pH 6,5

BisTris 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 1mM

13. Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Galaktitol-Dehydrogenase besitzt ein breites Substratspektrum und katalysiert die
gegenseitige Umsetzung verschiedener, mehrwehrtiger, aliphatischer Alkohole in die

korrespondierenden Ketone. Die Assays zu den jeweiligen Oxidations- bzw. Redukt-

ionsreaktionen werden in den folgenden Abschnitten behandelt.
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Die Messungen wurden in einer 1 cm dicken 1 ml-Kunststoffkivette bei 30°C in dem
Photometer UVmIini1240 (Shimadzu, Duisburg) durchgefiihrt. Die Reaktionsansatze
wurden zunachst gut durchmischt, temperiert und der Nullabgleich eingestellt. Die Zu-
gabe des Substrates startete die Reaktion. Die Messdauer betrug 30 s, dabei wur-
de die Zu- bzw. Abnahme der NADH-Konzentration bei 340 nm bestimmt. Die Men-
ge an entstehendem/verbrauchtem NADH ist der Menge an umgesetztem Substrat
aquivalent.

13.1. Oxidationsreaktion von Alkoholen

Die Galaktitol-Dehydrogenase oxidiert eine Vielfalt aliphatischer Alkohole und Polyo-
le zu den entsprechenden Ketonen bzw. Ketosen. Dabei werden zwei Elektronen auf
den Cofaktor NAD* Ubertragen, der im reduzierten Zustand im Wellenbereich zwi-
schen 300 und 400 nm absorbiert und bei 340 nm sein Absorptionsmaximum besitzt.
Zur Bestimmung der Aktivitat der Galaktitol-Dehydrogenase wurde folgender Assay
durchgefihrt:

Messpuffer 500 ul

HQOdeion. 280 ,UI
NAD* 20 ul
Enzymlésung 100 ul
Substrat 100 ul

Puffer und Lésungen:

Messpuffer: pH 9,0

BisTris 200 mM
MgCls 1mM

Substrat-Stocklésung

1,2-Hexandiol 1M

Die Substrat-Stammldsung wurde in Messpuffer angesetzt und in einer Endkonzentra-
tion von 0,1 M in der Klvette eingesetzt.

Cofaktor
NAD+ 90 mM

Der Cofaktor wurde in einer Endkonzentration von 1,8 mM in der Klivette eingesetzt.
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13.2. Reduktionsreaktion von Ketonen

Die Galaktitol-Dehydrogenase katalysiert mit einer hohen Stereoselektivitat die Re-
duktion von kurzkettigen Ketonen zu S-konfigurierten Alkoholen. Der Assay wurde wie
folgt angesetzt:

Messpuffer 500 ul

HQOdeion. 280 MI
NADH 20 ul
Enzymlésung 100 ul
Substrat 100 ul

Puffer und Losungen:

Messpuffer: pH 6,5

Kaliumphosphat 200 mM
MgCl, 1 mM

Substrat-Stocklésung

Hydroxyaceton 2 M

Die Substrat-Stammldsung wurde in Messpuffer angesetzt und in einer Endkonzentra-
tion von 0,2 M in der Klvette eingesetzt.

Cofaktor
NADH 14 mM

Der Cofaktor wurde in einer 1% w/v NaHCO3-L6sung angesetzt und in einer Endkon-
zentration von 0,28 mM in der Klivette eingesetzt.

13.3. Berechnung der Volumenaktivitat

Mit Hilfe der zu Reaktionsbeginn beobachteten Extinktionsanderung pro Zeiteinheit
wurde die Volumenaktivitat nach folgender Formel errechnet (Bergmeyer und Gawehn,
1977 [16)):

NANE xV
exvxdxt

U

Volumenaktivitat =

ml * min

[
Hmo ] bzw.
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AE/min = Extinktionsénderung bei 340 nm pro Zeiteinheit [min—]

Vv = Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes [mi]

v = Volumen der Enzymlésung im Reaktionsansatz [ml]

d = Schichtdicke der Klvette [cm]

€ = Extinktionskoeffizient des NADH bei 340 nm = 6,3 [ml * umol~! * cm~!]
t = Zeit [min]

Der molare Extinktionskoeffizient ¢ gibt das Verhaltnis zwischen Extinktion und der
Substratkonzentration an. Die Einheit Unit (U) gibt die katalytische Aktivitat des En-
zyms an, dabei entspricht 1 Unit der Enzymmenge, die einen Umsatz von 1 pymol
Substrat pro Minute katalysiert.

Anhand der Volumenaktivitat und der zugehdorigen Proteinkonzentration Iasst sich die
spezifische Aktivitat nach folgender Formel errechen:

U

myg

Volumenaktivitit [Z]
Proteingehalt [79]

spezi fische Aktivitat =

13.4. Einfluss von Glutardialdehyd auf die Enzymaktivitat

Um die Galaktitol-Dehydrogenase flir elektroenzymatische Reaktionen nutzen zu kén-
nen, sollte getestet werden, ob sich eine Immobilisierung des Enzyms auf einer Elek-
trode Uber eine Quervernetzung mit dem Glutardialdehyd/Bovines Serum Albumin
(BSA)-System, wie es bereits fir die Sorbitol-Dehydrogenase gezeigt wurde (Gajdzik
et al., 2007 [50]), eignet. Glutardialdehyd (GA) hat die Fahigkeit, Proteine zu binden
und zu vernetzen. Die GatDH wird Gber die Vernetzung durch das GA mit dem BSA in
dem Mikroassay stabilisiert. Um den Einfluss von GA auf die Aktivitat des Enzyms zu
testen, wurde die GatDH 1 h mit einem GA/BSA-Gemisch verschiedener Konzentra-
tion vorinkubiert und anschlieBend in den normalen Oxidationsassay eingesetzt. BSA
wurde jeweils in einer Endkonzentraion von 1% (w/v) eingesetzt, GA in den Konzen-
trationen 0,05% (w/v) bis 1%(w/v).

Glutardialdehyd-Stocklosung

Glutardialdehyd 10%

BSA-Stocklosung

Rinderserum Albumin  10%
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13.5. Test auf kompetitive Inhibitoren

Durch die Cokristallisation eines Enzym-Inhibitor-Komplexes kénnen neue Erkenntnis-
se Uber das aktive Zentrum eines Enzyms, z.B. Uber die Substratbindung, gewonnen
werden.

Von den putativen Inhibitorsubstanzen wurden jeweils 1 molare Stockldsungen her-
gestellt und diese in der Kivette bis zu einer Endkonzentration von 0,1 M eingesetzt.
Far die Oxidationsreaktion wurde 1,2-Hexandiol als Substrat verwendet und folgen-
de Substanzen als mégliche Inhibitoren getestet: 2-Propanol, 1-Butanol, 1-Pentanol,
Isoamylalkohol, Cyclopentanol, 1-Hexanol und Cyclohexanol. Fir die Reduktionsre-
aktion diente Hydroxyaceton als Substrat und die Substanzen: Aceton, 2-Butanon,
2-Pentanon, 3-Hexanon, Cyclohexanon und 3-Heptanon wurden auf eine kompetitive
Inhibition untersucht.

14. Proteinchemische Analyse

14.1. Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (PAGE)
14.1.1. Native PAGE

Die native PAGE wurde mit 4%-20%igen Tris-HCI Gradientengelen der Firma Bio-Rad
(Manchen) durchgefihrt. Die Proteinproben wurden mit dem Doppelten ihres Volu-
mens an Probenpuffer gemischt und zu je 30 ul auf das Gel aufgetragen. Als Mole-
kulargewichtsmarker mit jeweils 10 ul pro Tasche wurden der Precision Plus Dual Co-
lor-Marker (Bio-Rad) und der Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot)
verwendet. Die elektrophoretische Trennung wurde bei 20 V tber 15 h durchgefthrt.
Das Gel wurde anschlie3end 4 h in Coomassie-Blau ge- und danach mehrere Stun-
den in Fixierer wieder entfarbt.

Puffer und Lésungen:

Solubilisierungspuffer

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
Glycerin 2,50 ml
0,5% Bromphenolblau 0,20 ml
HQOdeion. 5,55 ml
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Elektrodenpuffer
Tris 3,09
Glycin 144 g

Hgodeion. ad 1000 ml

14.1.2. SDS-PAGE (Laemmli, 1970 [116])

Die SDS-PAGE wurde zur Reinheitskontrolle, GroBenbestimmung, Expressionskon-
trolle und Identifikation des zu untersuchenden Enzyms eingesetzt. SDS (Natriumdo-
decylsulfat) ist ein anionisches Detergens und wird zur Denaturierung und Solubili-
sierung von Proteinen eingesetzt. Die Polypeptidketten kbnnen mit den negativ gela-
denen SDS-Molekilen einen Komplex bilden, so dass die Oberflachenladung nur noch
von dem SDS reprasentiert wird. Die Proteinproben wurden mit dem Doppelten ihres
Volumens an frischem Solubilisierungs-Puffer versetzt und 10 min gekocht. Das Mer-
captoethanol bricht als Reduktionsmittel die Schwefelbriicken der Proteine auf und
sorgt somit fir eine vollige Entfaltung. Fir die diskontinuierliche Gelelektrophorese
wurde die Mini-Protean-Apparatur (Bio-Rad, Minchen) verwendet und je nach An-
forderung Gele der Starke 0,75 mm sowie 1,5 mm gegossen. Als Matrix zur Auf-
trennung dienten Acrylamid-Polymere, die durch radikalische Polymerisation entste-
hen. Die Porengro3e wurde durch die Acrylamid/Bisacrylamidkonzentration variiert.
Die Radikalstarter-Losung wurde kurz vor Gebrauch frisch angesetzt, alle anderen
Puffer wurden bei 4°C gelagert. Die Gelbestandteile wurden in einer festgelegten Rei-
henfolge zusammengegeben (vgl. Tabelle 21) und auf einem Magnetrihrer bis zur
Homogenitat gemischt. Bis zur vollstandigen Polymerisation wurde das Trenngel mit
100% Isopropanol tberschichtet, um ein Austrocknen des Gels zu verhindern und eine
planare Phasentrennung zwischen Trenn- und Sammelgel zu erhalten. Danach wurde
das Isopropanol vollstandig entfernt und das engporige Trenngel mit dem groBporigen
Sammelgel Uberschichtet. Das Sammelgel dient der Konzentrierung der Proben, das
Trenngel trennt mittels eines Siebeffekts die Proben nach ihrer GréBe auf. Von Pro-
teinlberstanden wurden 10 ul, von resuspendierten Zellpellets 5 ul auf das Gel auf-
getragen. Als Markerproteine wurden der Precision Plus Dual Color-Marker (Bio-Rad)
und der Unstained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet und jeweils
7 ul in die Geltaschen eingefillt. Zunachst wurde die Elektrophorese bei 50 V gestar-
tet, sobald die Proben in das Trenngel eingedrungen waren, wurde die Spannung auf
200 V erhéht. Die Proteine wanderten im elektrischen Feld 1 h mit einer Geschwindig-
keit, die ihrer molekularen Masse entspricht durch das Polyacrylamidgel in Richtung
Anode. Die Trennung war beendet, wenn die Bromphenolblau-Front das Gelende er-



KAPITEL Il. MATERIAL UND METHODEN 60

reichte.

Tabelle 21.: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels.

Trenngel | Sammelgel

Gelkonzentration 10 % 5%

Acrylamid-Lésung 2,5 ml 1,25 ml
Trenn-/Sammelgelpuffer | 2,5 ml 2,50 ml
Hgomillipore 5,0 ml 6,25 ml
TEMED 5,0 ul 10,0 pl
Radikalstarter-Lésung 50,0 pl 50,0 pl
TEMED 5,0 ul 5,0 ul

Puffer und Losungen:

Acrylamid-Losung (Roth, Karlsruhe)

Rotiphorese 28:1 40%ige-Ldsung

Trenngel-Puffer: pH 8,7

Tris 18,29
SDS 0,49
HoO4eion. ad 100 ml

Sammelgel-Puffer: pH 6,8
Tris 3,09

SDS 0,29
Hgodeion. ad 100 ml

Radikalstarter-Losung

Ammoniumpersulfat 0,19

HQOdeion. ad 1,0 ml
Elektrodenpuffer

Tris 3,09

Glycin 144 g

SDS 1,09

Hzodeion. ad 1000 ml

Solubilisierungs-Puffer

Solubilisierungs-Stammlésung 950 ul
B3-Mercaptoethanol 50 ul
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Solubilisierungs-Stammlésung

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 m

10% SDS 2,00 ml
Glycerin 2,50 mi
0,5% Bromphenolblau 0,20 ml
HoOgeion. 3,55 ml

14.1.3. Coomassie-Proteinfarbung

Die Proteine wurden bei dieser Farbemethode im Gel gleichzeitig blau gefarbt und
fixiert (Zehr et al., 1989 [238]). Dazu wurde das Gel mit Farbeldsung bedeckt und fir
3 x 30 s bei 360 Watt in einer Mikrowelle (FM411, Moulinex, Leibzig) oder alternativ
2 h bei RT auf einem Kippschiittler (GFL, Burgwedel) inkubiert. Die Farbelésung wur-
de anschlie3end entfernt und das Gel in frischem Fixierer entfarbt, wobei alle 30 min
ein Wechsel der Fixiererlosung erfolgte. Dies wurde solange wiederholt, bis das Gel
im Hintergrund der Proteinbanden farblos war (modifiziert nach Weber und Osborn,
1969 [226]).

Fixierer

Methanol 300 ml
Essigsaure 100 ml
Hgodeion. 500 ml

Farbelosung

Coomassie Brilliant Blue R-250 1,0%
in Fixierer

14.1.4. Isoelektrische Fokussierung

Die native isoelektrische Fokussierung dient der Trennung von Proteinen aufgrund
ihres relativen Gehalts an sauren und basischen Resten. Der isoelektrische Punkt
(pl) eines Proteins entspricht dem pH-Wert, bei dem die Nettoladung des Proteins
und somit auch seine Beweglichkeit im elektrischen Feld gleich Null ist. In einem pH-
Gradientengel wandern Proteine so weit, bis sie den pH-Wert im Gel erreicht haben,
der ihrem jeweiligen pl entspricht. Selbst Isoenzyme bzw. Proteine, die sich um nur
geringe pl-Werte unterscheiden, lassen sich noch voneinander trennen (Radola, 1980
[160]).



KAPITEL Il. MATERIAL UND METHODEN 62

Es wurden Servalyt Precotes Gradientengele pH 3-10 (150 ym, 125 mm x 125 mm,
Serva, Heidelberg) und der dazu passende Proteinstandard P9 (IEF Marker 3-10,
Serva) verwendet. Die Proteinprobe wurde zuvor mittels einer Filtrationseinheit (Viva-
spin 500 pl, Membran: 10.000 Da, Vivascience®, Hannover) in Wasser umgepuffert.
Nach Auftragen der Elektrodenflissigkeiten, die als Polyampholyte mit unterschied-
lichen pl-Werten zur Herstellung des pH-Gradienten im Gel dienen, erfolgte zunachst
eine Vorfokussierung (Kammer: 2117 Multiphor ll-Electrophoresis-Unit, LKB, Uppsala,
Schweden; Kihlanlage: DLK 300, FRYKA Kaltetechnik, Esslingen; Fokussierungsbe-
dingungen: low range, 2000 V, 6 W, 3 mA) bis zu einer Spannung von 500 V. Von den
Proben und dem Marker wurden je 10-20 ul aufgetragen und die Fokussierung bis
zur Spannungskonstanz durchgefiihrt. Danach wurde das Gel 20 min in 20% Trichlor-
essigsaure (w/v) inkubiert und kurz mit Entfarberldsung gespult. Die Inkubationzeit in
der Farbeldsung betrug 10 min. SchlieBlich wurde das Gel so lange in Entfarberldsung
gewaschen, bis der Hintergrund entfarbt war.

Farbelosung

Serva Blue W 400 mg
HQOdei(m. 1000 ml

Entfarber

Methanol 400 ml
Essigsaure 100 ml
HoOgeion. 500 mi

14.2. Proteinbestimmung

Das BCA™ Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, USA) diente zur Quantifizierung des
Gesamtproteingehalts einer Probe. Die Methode stellt eine Modifikation des von Lowry-
Assays dar (Hartree, 1972 [70]) und basiert auf der sogenannten Biuret-Reaktion. In
alkalischem Medium werden Cu?*-lonen durch die Proteine zu Cu* reduziert und kom-
plexiert. Dieser Komplex wird von der Bicinchoninsaure (BCA) stabilisiert, wobei aus
einem Kupferkation und zwei BCA-Molekilen ein violett gefarbtes Reaktionsprodukt
entsteht (Smith et al., 1985 [197]). Dieses Produkt ist wasserléslich, zeigt sein Ab-
sorptionsmaximum bei 562 nm und eignet sich somit zu einer hoch sensitiven und
selektiven kolorimetrischen Detektion in einem Bereich von 20 - 2000 ug/ml Protein.
Die Absorption verhalt sich dabei linear zur Proteinkonzentration. Die makromoleku-
lare Struktur des Proteins, die Anzahl der Peptidbindungen, sowie die Anwesenheit
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der Aminosauren Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin sind fur die Farbreaktion mit
verantwortlich (Wiechelman et al., 1988 [228]).

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe einer Eichkurve des Referenzstandards Rin-
derserum Albumin (BSA) bestimmt. Die Eichgerade wurde aus einer den Messbe-
reich abdeckender BSA-Verdiinnungsreihe erstellt und dabei der Mittelwert aus einer
Dreifachbestimmung ermittelt. Die Proteinproben wurden in unterschiedlichen Verdin-
nungen aufgetragen und wie die Standards behandelt. Es wurden 25 ul Probe/Eich-
gerade pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte vorgelegt und je 200 pl frische Arbeits-
I6sung, ein Gemisch im Verhaltnis 50:1 aus den beiden Reagenzien A (BCA) und B
(Kupfersulfat), den Proben und dem Standard zugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde
30 min bei 37°C im Reader (Model 680 XR microplate reader, Bio-Rad, Minchen)
inkubiert und bei 562 nm automatisch vermessen. Die Auswertung der zu analysier-
enden Proben erfolgte anhand der durch Trippelmessung ermittelten Eichgerade mit
Hilfe des Programms Excel (Microsoft).

14.3. Tryptischer Verdau

Bei Trypsin handelt es sich um eine Serinprotease, die in einer Polypeptidkette spe-
zifisch nach jedem Lysin bzw. Arginin schneidet, sofern diese nicht von einem Prolin
gefolgt werden, da jene Bindung fast vollstandig resistent fir die Spaltung von Tryp-
sin ist. Das verwendete Trypsin ist methyliert, somit wird ein geringerer Selbstverdau
gewabhrleistet (Trypsin, Sequencing Grade Modified, Promega, Mannheim).

14.3.1. Direkter Verdau

Von einer angereicherten Proteinprobe wurden 20 ul mit 0,5 ul Trypsin versetzt und
Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde
der Ansatz anschlie3end eingefroren.

14.3.2. Verdau in einem SDS-Gel

Nach mehreren aufeinander folgenden Anreicherungsschritten kann eine Proteinpro-
be immer noch unerwinschte Fremdproteine enthalten. Ein tryptischer Verdau im Gel
(Shevchenko et al., 1996 [193], modifiziert) bietet die Mdglichkeit, das Proteingemisch
oder direkt den Rohextrakt elektrophoretisch aufzutrennen und nur die gewinschten
Banden dem Verdau zu unterziehen und somit die Identitat der entsprechenden Pro-
teinbanden aufzuklaren.
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Die zu untersuchende Probe wurde dreimal zu je 50 ul pro Tasche auf ein 1,5 mm
dickes, praparatives SDS-Gel aufgetragen und das Gel nach dem Lauf einer 2 stiind-
igen Coomassiefarbung unterzogen. Die Hintergrundfarbung wurde mehrmals mit fri-
schem Fixierer ausgewaschen. Die gewinschten Banden wurden anschlieBend mit
einem sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten und zerkleinert. Die Gelstlicke wur-
den in ein steriles Reaktionsgefaf3 gegeben und 2 x 15 min in HyOy,4.;. gewaschen.
Danach wurden die Gelstiicke 2 x 15 min in einem Acetonitril/Wasser-Gemisch inku-
biert und dann 15 min in AcCN (reinst) gewaschen. Das Acetonitril lie3 die Gelstiicke
stark zusammen schrumpfen. Nach dem die Gelstlicke nach ca. 15 min an der Luft
vollstandig getrocknet waren, wurden 20 ul der Trypsin-Lésung zugegeben. Das Tryp-
sin wurde dazu vorher in frischen 40 mM Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer gege-
ben. Das Quellen der Gelstlicke wurde nach 15 min kontrolliert, die Gelstlicke mussten
weiterhin komplett bedeckt sein, ansonsten wurde noch Puffer (ohne Trypsin) zugege-
ben. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank. Der Uberstand wurde
in ein neues, steriles Gefal3 gegeben und bei -20°C gelagert.

Puffer und Losungen:

Acetonitril/Wasser-Gemisch (1:1)

Acetonitril 1 ml
HQObidest. 1ml

Ammoniumhydrogencarbonat-Puffer

Hgobidest, ad 10 ml

Trypsin-Losung

Trypsin 1,6 ul
NH4HCO;3-Puffer 250 ul

14.4. MALDI-TOF-MS/MS Massenspektrometrie

Das Prinzip der MALDI Massenspektirometrie (Matrix Assisted Laser Desorption/lon-
isation) ist das Einbetten eines Proteinmolekils in das Kristallgitter einer Matrix, wel-
che im Hochvakuum mit Hilfe eines Lasers bei einer bestimmten Wellenlange ange-
regt wird. Die Kristallmatrix absorbiert dabei die meiste Energie und Ubertragt einen
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geringen Teil dieser Energie auf den Analyten. Die dabei entstehenden lonen wer-
den in einem elektrischen Feld beschleunigt. Danach besitzen die lonen verschiedene
Geschwindigkeiten in Abhangigkeit von ihrer Masse und werden in einem Flugzeit-
analysator (TOF: Time of Flight) detektiert. Zunachst erfolgt eine Eichung mit Re-
ferenzsubstanzen bekannter Massen, anhand der sich die zu untersuchenden Proben
bestimmen lassen.

Die Messung wurde mit dem Massenspektrometer Bruker Reflex III™, der SCOUT 386
lonenquelle (Bruker Daltoniks, Bremen) und der Computeranlage Ultra 5 Spark (Sun,
Santa Clara, CA, USA) mit einem Lecroy 9384C 4 GHz Digitizer (Lecroy Corp., Che-
stnut Ridge, NY, USA) durchgeflhrt. Als Analytproben wurden die direkt oder im SDS-
Gel mit Trypsin verdauten Proteinproben verwendet. Probe und Matrix wurden jeweils
in den Verhaltnissen 1:1 und 1:9 gemischt. Fir die Bestimmung der Molekllmassen
der einzelnen Peptidfragmente wurde CCA (a-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsaure) als Matrix
verwendet. Auf einen Probenteller wurden je 1 ul des Proben-Matrix-Gemischs aufge-
tragen. Nach Verdunsten des Losungsmittels erfolgte die Cokristallisation des Analy-
ten und der Matrix. Der Probenteller wurde in das Massenspektrometer eingelegt und
mit einem Laser bei 337 nm bestrahlt. Die erhaltenen Massenpeaks der Peptidfrag-
mente wurden zur ldentifizierung mit der Datenbank Mascot (http://www.matrixscience
.com) und dem Internet-Tool Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu) abgegli-
chen.



lll. Experimente und Ergebnisse

Die Grundlage dieser Arbeit stellt eine Chemostatenanzucht des Organismus Rhodo-
bacter sphaeroides Stamm Si4 dar, bei der eine neue, Galaktitol-metabolisierende Mu-
tante entstand (Schneider, 1990 [185]). Der Wildtypstamm wurde dabei in einem Mini-
malmedium kultiviert, welches D-Glucitol als Kohlenstoffquelle in einer wachstumsbe-
grenzenden Konzentration von 1 mM und zusatzlich das nicht verwertbare Galaktitol
in einem Uberschuss von 20 mM enthielt. Nach einer Kultivierungszeit von 54 Tagen
konnte durch einen starken Anstieg der optischen Dichte auf die Metabolisierung des
Galaktitols geschlussfolgert werden. Die gain of function Mutante liel3 sich in Rein-
kultur isolieren und zeigte zudem gegenuber dem Wildtypstamm (<0,05 U/mg) eine
stark erh6hte Galaktitol-Dehydrogenase-Aktivitat (0,4 U/mg) im Rohextrakt. Der neue
Stamm wurde als Rhodobacter sphaeroides D bezeichnet und daraus das Enzym
Galaktitol-Dehydrogenase isoliert und charakterisiert (Schneider et al., 1995 [188]).

1. Anreicherung des unmodifizierten GatDH-Enzyms

Da in dieser Arbeit mehrere neue Varianten der GatDH hergestellt und mit verschie-
denen Methoden getestet wurden, sollte das unmodifizierte Enzym in den jeweiligen
Experimenten als Vergleich beziehungsweise als Positivkontrolle dienen. Der plasmid-
tragende E. coli BL21(DE3)-Stamm (pET24a(+)-nGDH(D)) wurde dazu in einem 10 |
Fermenter in Komplexmedium kultiviert und das Enzym nach dem in unserer Arbeits-
gruppe bereits etablierten Protokoll angereichert (vgl. Tabelle 22).

Bei Schneider et al., 1995 [188] wurde bereits eine Methode zur Anreicherung der
nativen GatDH aus dem Organismus Rhodobacter sphaeroides Stamm D beschrie-
ben. Bei dieser Strategie wurde das Enzym Uber flnf Schritte angereichert: Ammoni-
umsulfatfallung, Hydrophobe Interaktionschromatographie an Phenyl Sepharose, An-
ionenaustausch an Q-Sepharose, Affinitatschromatographie an einer Red-A Saule und
Gelfiltration. Aus einer Anzucht im 10 | Bioreaktor in Minimalmedium wurden dabei
1500 Units Gesamtaktivitat im Rohextrakt gewonnen und am Ende der Anreicherung
noch 36% Ausbeute mit einer spezifischen Aktivitat von 5,2 U/mg erhalten.

66
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Tabelle 22.: Anreicherung der unmodifizierten GatDH, heterolog exprimiert in E. coli aus einer
10 Liter Fermentation.

Volumen | Gesamt- | Gesamt-| Spezifische | Anreiche- | Ausbeute
[mI] aktivitat | protein | Aktivitat rung [%]
[U] [mg] [U/mg] [-fach]
Rohextrakt 243 6976 3402 2,1 1,0 100
ASF 250 6189 1700 3,6 1,7 89
HIC 240 3873 1104 3,5 1,7 56
Pool 1 32,0 1376 236 5,8 2,8 20
Gelfil- | Pool 2 34,5 2018 152 13,3 6,3 29
tration
Gesamt| 66,5 3394 388 9,6 4,6 49

Das hier verwendete Protokoll zur Anreicherung der heterolog exprimierten GatDH
wurde auf drei Anreicherungsschritte verkurzt. Im zellfreien Rohextrakt wurden 6976 U
mit einer spezifischen Aktivitat von 2,1 U/mg erhalten. Nach der ASF und der HIC wur-
de das Enzym 1,7-fach auf 3,5 U/mg angereichert. Nach der Gelfiltration wurden die
Fraktionen in zwei getrennten Protein-Pools (1 + 2) vereinigt, da in den Fraktionen
noch unterschiedlich viele Fremdproteine vorhanden waren. Insgesamt konnten so
nach der Gelfiltration 49% der Gesamtaktivitat erhalten werden. Im Pool 2 konnte die
spezifische Aktivitat unter 6,3-facher Anreicherung des Enzyms sogar auf 13,3 U/mg
gesteigert werden. Die Reinheitskontrolle wurde in einer SDS-PAGE (siehe Abbildung
14) vorgenommen.
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Abbildung 14.: SDS-PAGE der angereicherten unmodifizierten GatDH. Als Marker (M)
dienten 7 ul des Protein Ladder 10-200 kDa (Fermentas). Es wurden jeweils
10 ul des Rohextraktes (RE), der 30%igen Ammoniumsulfatfallung (ASF), der
Hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC) und zweier gepoolter Frak-
tionen nach der Gelfiltration (G1, G2) auf das Gel geladen. Die Farbung er-
folgte mit Coomassie Brilliant Blue.
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Nach den lediglich drei durchgefiihrten Anreicherungsschritten war die native GatDH
bereits als distinkte Bande im zweiten Pool der Gelfiltration sichtbar. Der erste Pool
enthielt dagegen noch eine geringe Anzahl an Fremdproteinen, wurde aufgrund des
relativen hohen Anteils an Gesamtaktivitat von 20% jedoch nicht verworfen.

2. Vergleichende Analyse der GatDH-Gen
Sequenzumgebung in Rhodobacter sphaeroides Si4
und D

Der wahrend des Chemostatenversuchs neu entstandene Mutationsstamm Rhodo-
bacter sphaeroides D kann aufgrund der konstitutiv exprimierten Galaktitol-Dehydroge-
nase (GatDH) im Gegensatz zum Stamm Si4 Galaktitol als Kohlenstoffquelle nutzen
und dieses zu L-Tagatose oxidieren (Schneider et al., 1995 [188]). Durch den Edman-
Abbau wurden die ersten 20 Aminosauren des GatDH-Proteins bestimmt. Diese lie3en
sich nach einer vollstandigen Genomsequenzierung und Datenbankhinterlegung des
type strain Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 dem ORF (open reading frame) RSP_2363
zuordnen. Somit wurde die Klonierung und heterologe Expression des GatDH-Gens
aus Stamm D in Escherichia coli durch Ableitung entsprechender Primer mdoglich (Zim-
mer, 2006 [242]).

Es wurden sowohl der ORF des GatDH-Gens, als auch die ihn flankierenden Se-
quenzen des type strain Rhodobacter sphaeroides 2.4.1, des Parentalstammes Rho-
dobacter sphaeroides Si4, sowie des Mutationsstammes Rhodobacter sphaeroides
D, der als einziger dieser Organismen die GatDH konstitutiv bilden kann, auf Ge-
meinsamkeiten und Unterschiede in der Sequenz untersucht (Zimmer, 2006 [242]).
Die Analyse ergab eine 100%ige Ubereinstimmung in der Nukleotidsequenz zwischen
der 765 bp groBen, Enzym kodierenden Sequenz der Stamme Si4 und D. Diese Se-
quenz zeigte insgesamt 26 Basenunterschiede bzw. flinf Unterschiede in der Ami-
nosauresequenz zum in der Datenbank hinterlegten Stamm 2.4.1. Die Universalitat
des genetischen Codes garantiert, dass identische Basentripletts auch immer in die
gleichen Aminosauren translatiert werden. Somit konnte eine direkte Enzymevolution
der GatDH im Mutationsstamm D gegenldber dem Parentalstamm Si4 ausgeschlos-
sen werden. Vielmehr spricht dieses Ergebnis flir eine regulatorische Modifikation im
Stamm D. Auch in den von Zimmer 2006 analysierten flankierenden Sequenzen zeig-
ten die Stamme Si4 und D 128 bp upstream und 156 bp downstream des GatDH-
Gens eine 100%ige Ubereinstimmung in der Sequenz. Allerdings wies der die GatDH
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exprimierende Stamm D als einziger der untersuchten Stamme einen zusatzlichen Se-
quenzeinschub von 21 bp acht Basenpaare vor dem Startcodon ATG des GatDH-Gens
auf. Bei der Einschubsequenz handelt es sich um eine Verdopplung des Sequenz-
abschnitts acht Basen vor dem Translationsstart und 13 bp der GatDH kodierenden
Sequenz. Der type strain 2.4.1 wies in den genflankierenden Abschnitten wiederum
mehrere Basenunterschiede zu den beiden anderen Stammen auf.

2.1. ldentifizierung unbekannter Sequenzabschnitte in
Rhodobacter sphaeroides D

Aufgrund der vollstandigen Identitat der GatDH kodierenden Nukleotidsequenzen in
den beiden Stammen Rhodobacter sphaeroides Si4 und D wurde eine evolutive En-
zymmutation als Grund fir die lediglich im Stamm D stattfindende GatDH Expression
ausgeschlossen. In dieser Arbeit wird vielmehr eine im Chemostatenversuch unter
Selektionsdruck entstandene Mutation in der genetischen Regulation der Transkrip-
tion postuliert. Von Zimmer 2006 sind aufBBer der Nukleotidsequenz des Galaktitol-
Dehydrogenase-Gens auch 128 bp upstream des Gens im Stamm Rhodobacter sphae-
roides Si4 und 149 bp (128 bp + 21 bp Einschubsequenz) im Stamm Rhodobacter
sphaeroides D bekannt. Um nach regulatorischen Elementen beziehungsweise wei-
teren moaglichen Unterschieden in der Sequenz im Stamm D gegeniber Stamm Si4
zu suchen, sollte der noch unbekannte Sequenzbereich upstream der bereits von Zim-
mer 2006 ermittelten Sequenz analysiert werden.

Die von Tan et al. 2005 vorgestellte neuartige PCR-Methode, die SiteFinding-PCR, er-
wies sich aufgrund ihrer schnellen und relativ einfachen Handhabung als ideale Metho-
de fir das Chromosom-Walking. Das Prinzip der SiteFinding-PCR wurde ausflhrlich
im Material und Methodenteil beschrieben (siehe Abbildung 12, Kapitel 6.3). Als Tem-
plate wurde die genomische DNA von Rhodobacter sphaeroides D in verschiedenen
Verdiinnungsstufen (unverdinnt, 1:10, 1:100 und 1:1000) eingesetzt.

Nach der SiteFinding-Reaktion, also dem Priming des SiteFinders an die genomische
DNA, wurde die erste Nested-Reaktion mit dem fiir den SiteFinder spezifischen SFP1-
Primer (siehe Abbildung 13, Kapitel 6.3) und dem GatDH spezifischen GDH-RACE-
inner-Primer durchgefuhrt. Das Produkt dieser Reaktion wurde 1:100 verdinnt und als
Template fir die zweite Nested-PCR eingesetzt. Die zweite Nested-Reaktion besteht
an sich aus zwei parallel durchgeflihrten PCR-Reaktionen, wobei der Sitefinder spe-
zifische Primer SFP2 jeweils mit den GatDH spezifischen Primern GatDH-GSP2 und
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GatDH-GSP3 kombiniert wird. Beide SFP-Primer wurden aus der Sequenz des Site-
Finders abgeleitet, wobei der SFP2-Primer weiter in Richtung des 3’-Endes lokalisiert
ist (siehe Abbildung 13) und sich somit die Spezifitdt der zweiten Nested-Reaktion
erhdht. Bei den genspezifischen Primern verhalt es sich so, dass der GatDH-GSP1
(GDH-RACE-inner) innerhalb der GatDH-Sequenz bindet und die Primer -GSP2 und
-GSP3 je weiter an das 5°-Ende des Gens riicken, um in Richtung der unbekannten
Sequenzbereiche zu lesen. Die Amplifikate der zweiten Nested-PCR wurden auf ei-
nem 1,4%igen Agarosegel untersucht (siehe Abbildung 15).

Nested 2a Nested 2b
1 234 M 1234

Abbildung 15.: 1,4%iges TBE-Agarosegel der zweiten Nested-PCR der SiteFinding-
Reaktion. Nested 2a: Primer GatDH-GSP2, Nested 2b: Primer GatDH-GSP3
jeweils kombiniert mit dem SFP2-Primer. Genomische DNA als Template der
SiteFinding-Reaktion: (1) unverdiinnt, verdinnt mit Millipore-Wasser (2) 1:10,
(3) 1:100, (4) 1:1000, (M) Marker 1kb DNA-Leiter (Fermentas). Die Pfeile zei-
gen die weiter verwendeten Amplifikate an.

Bei der zweiten Nested-PCR entstand eine Vielzahl an Amplifikaten verschiedener
GroBe. Dies ist dadurch zu erklaren, dass sich der SiteFinder zuvor an mehreren Stel-
len gleichzeitig an der genomischen DNA anlagerte. Besonderes Interesse fanden
dabei die groBten Amplifikate, da ein moéglichst groBer unbekannter Sequenzbereich
ermittelt werden sollte. Bei Tan et al. wurden beim Test mehrerer Proben immer neue
Fragmente erhalten, die gro3er als 1 kb waren. Auf dem Agarosegel ist zu erkennen,
dass flr alle Verdiinnungsstufen Amplifikate entstanden waren. Die besten Resultate
wurden fUr die unverdinnte und die 1:10 verdinnte Template DNA erzielt.
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Bei den Fragmenten der Nested 2a-Reaktion war das starkste Amplifikat bei etwa 1 kb
zu sehen (1, schwarzer Pfeil). Das groBte Amplifikat von ca. 1,3 kb lie3 sich dage-
gen am besten in Spur 2 (schwarzer Pfeil) erkennen. Als Kontrolle fir die Spezifitat
dieser Produkte diente die Nested 2b-Reaktion mit dem GatDH-GSP3 Primer. Dieser
stellt sicher, dass keine falsch positiven Amplifikate gescreent werden, da nur die Ziel-
molekile die komplementare Sequenz flir diesen geninternen Primer besitzen.

Auf dem Gel lasst sich dies einfach dadurch erkennen, dass die Amplifikate passend
zu den Fragmenten der Nested 2a-Reaktion um genau 100 bp verkleinert sind. Der
Grund hierfir liegt darin, dass die Primer GatDH-GSP2 und -GSP3 in einem Abstand
von 100 bp aus der GatDH-Sequenz abgeleitet wurden. Die ebenfalls durch einen
schwarzen Pfeil markierten Amplifikate auf der rechten Seite des Markers bestatigen
so die zuvor erwahnten und ebenfalls auf der linken Seite markierten Banden. Jene
gréBeren Fragmente wurden fiir die TOPO-Klonierung eingesetzt und anschlieBend
sequenziert. Das gréBte bei der SiteFinding-PCR erhaltene Amplifikat von 1331 bp
wurde nach der Sequenzierung mit dem selben Sequenzbereich im type strain Rho-
dobacter sphaeroides 2.4.1 durch Bildung eines Alignments beider Sequenzen vergli-
chen (siehe Abbildung 16).
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1 e
R.sph. 2.4.1 ..TCATCCTGATCGGCTGCGGGATGGATCCGCAGCCAGAGGCGAGGGGGCGAAATCCGGE
D-SiteFinder  ACTCAACAC.ACCACCT.CGCACAGCGTCCTCAAGCAGCCGCGGGGGGGCGAAATCCGGC
6l 120
R.sph. 2.4.1  GATTGGCTCAGGGACAGCACAGCACCGTTCAGCGCCGCGGGCGTCCGAGCTATGACATGG
D-SiteFinder  GATTGGCTCAGGGTCAGCACAGCACCGTTCAGCGCCGCGGGCGTCCGAGCTATGACATGG
12 180
2 S0 I A B | GGACGGCGACAGCGCCGAGGCCTTCCGCGCCTTCGCTGCGGGCGTCGCCCTTCAGCGCG
D-SiteFinder  AAGACGGCGACAGCGCCGAGGCCTTTCGCGCCTTCGCCGCGGGCGTGGCGCTTCAGCGCG
181 240
R.sph. 2.4.1 AGGATCCARGCCCGCTCTGGGTGCAGCTGAAGAACCGGATCGAGCACGCCATCCTCGACG
D-SiteFinder  AGGATCCGAGCCTGCTCTGGGTGCAGCTGAAAAACCGGATCGAGCATGCCATCCTCGACG
241 300
R.sph. 2.4.1 GAACCCTCCCCGAGAACGCGCGCCTGCCCTCCGAACAGGCCATGTGCAGCATGTTCGACC
D-SiteFinder  GAACCCTTCCCGAGAATGCGCGCCTGCCTTCGGAACAGGCCATGTGCAACATGTTCGACC
301 o0
R.sph. 2.4.1 TGTCGCGCCCGGTGATCCGCAATGCGCTGCAGGCGCTCGCGGGCGAGGGGCGGGTCATCA
D-SiteFinder  TGTCGCGCCCGGTAATCCGCAATGCGCTGCAGGCGCTGGCGGGCGAGGGGCGGGTCATCA
36l 420
R.sph. 2.4.1 AGCAGCCGAGAAAGGGCATGTTCGTGGCTCCGCGCGCGCCCGAGCTTGCCTTCATGACCT
D-SiteFinder  AGCAGCCGAGGAAGGGCATGTTCGTGGCTCCGCGGGCACCCGAGCTTGCCTTCATGACCT
421 480
R.sph. 2.4.1 CGGCGCTCGGCGTCTTCGACGATCTCTCGGCCAAGGGCTACAAGGTCACGGTCAAGACCT
D-SiteFinder CGGCGCTCGGTGTCTTCGACGACCTATCGGCCAAGGGTTACAAGGTCACGGTCAAGACCT
481 540
R.sph. 2.4.1 ACGAATTCGGCCTGCATCCGGCCAACGAGGACGAACGGCGCGTCTTCAAGCTGCCCGAGGE
D-SiteFinder  ACGAATTCGGCCTGCACCCGGCCAACGAGGACGAGCGGCGCGTCTTCAAGCTGCCGGACG
541 600
R.sph. 2.4.1 GATTTCAGGTGATCCGGGCGCTGCGCGTCTATCACGCGAACGAGACGCCGCTGACCCATA
D-SiteFinder  GCTTTCAGGTGATCCGCGCGCTGCGCGTCTATCACGCGAACGAGACGCCGCTGACCCATA

601 660
R.sph. 2.4.1 CGCTGATCTCGCTGCCCGCACACCGGCTGCCGGGCTTCGAGAAGCTCGATATGGAAGGGC
CGCTGATCTCGCTGCCCGCGCACCGGCTGCCGGGCTTCGAGAAGCTCGATATGGAAGGGC

gel 720
R.sph. 2.4.1 GCTCGATCTTCGGCACGATCCGCGAGCTCTACGGGCTGACGGTCGCGCGGGCGGATCGAT
D-SiteFinder GCTCGATCTTCGGCACGATCCGCGAGCTCTACGGTCTGACGGTCGCGCGGGCGGATCGCT
721 780
R.sph. 2.4.1 GGCTGAAGGGCGCCATCGTTCCGCCGGAAGTGGLCGGCGCGGATGGGCGTGCCGCCCGGLG
D-SiteFinder GGCTGAAGGGTGCCATCGTTCCGTCGGAAGTGGLCGGCGCGGATGGGCGTGCCGCCCGGLG
781 840
R.sph. 2.4.1 GCGCCATGATCGCCATCGAGTCGGTCGCCTACGACCACGACGGCAATGCGCTCGAATATT
D-SiteFinder GCGCCATGATCGCCATCGAGTCGGTCGCCTACGACCACGACGGCAATGCGCTCGAATATT

R.sph. 2.4.1 A
D-SiteFinder A

900

1
.CGCGCCTACTACAACAGCGAAGTCGCCCCGATCCACGTCGCAACCGACGCCCATTAAG
CGCGCCTACTACAACAGCGAAGTCGCCCCGATCCACGTCGCAACCGACGCACATTAAG

901 960
R.sph. 2.4.1 CGCCTGTCGTCACAGCGAAAAACCTCCAGCGGCCCCGATCTTCGATTTCTGATCATTACC
D-SiteFinder  CGACTGACGTCACACCGAAAAACCTCCAGCGGCCCCGATCTGCGAATTCTGATCATTACC
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961l 1020

1021 1080
R.sph. 2.4.1 CGGGCGCTGGGAAGGACGCGGCCGAGCCTCGGGAGGAACCTTCGGGETCCGGGCTCCGLGT
D-SiteFinder CGGG.GCTGGGAAGGACGCGGCCGATCCTCGGGAGGAACCTTCGGGTCCGGGCTCCGLGT
1081 r—" 1140
R.sph. 2.4.1 B . oG e o GAGGAAGAATGGACTACAGGACGGTTTTTCGTCTC
D-SiteFinder CAGGGAGGAAGAATGGACTAC AGAGGAAGAATGGACTACAGGACGGTTTTTCGTCTC
1141 1200
R.sph. 2.4.1 GATGGCGCCTGCGCGGCCGTCACCGGAGCGGGCAGCGGCATCGGCCTCGARATCTGCCGG
D-SiteFinder GATGGCGCCTGCGCGGCCGTCACCGGAGCGGGCAGCGGCATCGGCCTCGARAATCTGCCGG
120: 1260
R.sph. 2.4.1 GCCTTCGCAGCCTCGGGCGCGCGGCTCATCCTGATCGACCGCGAGGGCGCGGCCCTCGACL
D-SiteFinder GCCTTCGCGGCCTCGGGCGCGCGGCTCATCCTCATCGATCGGGAGGCTGCGGCCCTCGAC
1261 1.32.0
R.sp 2.4.1 CGGGCAGCTGAAGAGCTCGGCGCGGCGGTGGCTTCGCGGATCGTGGCCGATGTGACGGAT
D-SiteFinder CGGGCGGCCCAGGAGCTTGGCGLGGCGETTGCGGCGLCGGATCGTGGCCGACGTGACGGAT
1321
R.sph. 2.4.1 GCGGAGGCGATGA
D-SiteFinder GCGGAGGCGATGA

Abbildung 16.: Alignment der bei der SiteFinding-PCR amplifizierten Sequenz von Stamm
Rhodobacter sphaeroides D mit der in der Datenbank hinterlegten Sequenz
des type strains 2.4.1. Bei beiden Stdmmen Ubereinstimmende Nukleotide
sind gelb markiert, nicht Gbereinstimmende Basen sind weil3. In einer Se-
qguenz fehlende Nukleotide werden durch einen Punkt (.) gekennzeichnet. Der
abknickende schwarze Pfeil gibt den Translationsstart des ORFs eines Ge-
nes an. Die kodierenden Sequenzbereiche sind schwarz unterstrichen. Die
ausschlieBlich im Stamm D vorhandene Duplikationssequenz wird durch rote
Punkte markiert.

In der hinterlegten Sequenz des type strains Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 wird 5°
des zum GatDH-Gen homologen ORFs RSP_2363 der fir ein Regulatorprotein der
GntR-Familie kodierende ORF RSP_2362 beschrieben. Beide ORFs werden in Abbil-
dung 16 durch schwarze Linien angezeigt. Die ORFs des putativen Regulators und der
Dehydrogenase werden durch eine 193 bp grof3e Zwischensequenz getrennt. Mit Aus-
nahme der zusatzlichen 21 bp groBen Einschubsequenz, der Duplikationssequenz,
die in Abbildung 16 durch eine rot gepunktete Linie markiert ist, zeigte die durch die
SiteFinding-PCR ermittelte Sequenz von Rhodobacter sphaeroides D auch weiter 5°
des GatDH-Gens eine hohe Homologie zu der Sequenz des type strains. Der 783 bp
groBe ORF des putativen Regulators der GntR-Familie ist hier ebenfalls vorhanden,
die Zwischensequenz ist aufgrund der Insertion auf 214 bp vergroBert.
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Insgesamt lassen sich fur den untersuchten 1333 bp grof3en Sequenzbereich von
Stamm D im Vergleich zum type strain 85 Basenunterschiede identifizieren. Davon
liegen 15 Unterschiede im ORF des GatDH-Gens, das hier aber nur in dem Teilstlick
seiner Anfangssequenz betrachtet wurde und bei der SiteFinding-Reaktion noch mit-
amplifiziert wurde. Die Unterschiede stimmen mit den von Zimmer 2006 fir diesen
Bereich angegebenen Austauschen Gberein. Insgesamt konnte durch die SiteFinding-
PCR in dieser Arbeit ein noch unbekannter Sequenzbereich von 964 bp upstream des
bereits bekannten Sequenzstlickes in Rhodobacter sphaeroides D sequenziert wer-
den. In der gesamten Zwischensequenz befinden sich im Vergleich der Stamme zwolf
verschiedene Basen. Im Unterschied zu der von Zimmer 2006 analysierten Sequenz
wurde in Rhodobacter sphaeroides D ein zusatzlicher Basenaustausch an Position
986, C gegen T, 128 bp vor dem Startcodon ATG des GatDH-Gens ermittelt (Ab-
stand gerechnet inklusive der Einschubsequenz) (siehe Abbildung 16). In der kodie-
renden Sequenz des GntR-ahnlichen Proteins befinden sich 35 Basenunterschiede.
Die restlichen 23 Unterschiede sind vor dem ORF des GntR-Gens zu finden. Aus dem
Sequenzbereich unmittelbar vor bzw. aus dem N-Terminus des Gens des GntR-ahn-
lichen Proteins wurden zwei Primer fir die Amplifizierung desselben Sequenzstlicks
im Stamm Rhodobacter sphaeroides Si4 abgeleitet (siehe Abbildung 17).

Ndel_gntR-GatDH-f

D gnte-CatDH-r GntR-ghnliches Protein GatDH
\ \ Einschub /
————
D-SiteFinding Sequenz
1333 bp T
GatDH-GSP3

GatDH-GSP2

Abbildung 17.: Schema des bei der SiteFinding-PCR ermittelten 1333 bp groBen Se-
quenzstiicks von Rhodobacter sphaeroides D. Die blauen Pfeile zeigen die
Bindungsbereiche der neu abgeleiteten und zur PCR verwendeten Primer
an. Die orangefarbenen dicken Pfeile geben die ORFs der Gene wieder. Der
grune Pfeil markiert die lediglich im Stamm D vorhandene Einschubsequenz.

Ein putatives Regulatorprotein kann ebenso wie andere regulatorische Elemente Ein-
fluss auf die Expression anderer Gene nehmen. Nach der Analyse des neu bekannten
Sequenzbereichs im Rhodobacter sphaeroides Stamm D sollte nun der gleiche Se-
quenzabschnitt im Rhodobacter sphaeroides Stamm Si4 untersucht werden. Dabei
galt es zu ermitteln, ob in diesem Stamm ebenfalls ein ORF fir ein GntR-ahnliches
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Protein bzw. weitere Unterschiede in der Sequenz im Vergleich zum Stamm D vor-
handen waren. Um die SiteFinding-Reaktion fir den Stamm Si4 nicht wiederholen
zu missen, wurde stattdessen eine Nested-PCR durchgefiihrt. Aus der bereits fir
den Stamm D bekannten Sequenz 5°-warts des GntR-Regulators wurden der nested-
Primer D_gntR-GatDH-f und der Klonierungsprimer Ndel_gntR-GatDH-f abgeleitet.
Als Gegenprimer dienten wiederum die in der SiteFinding-Nested-PCR verwendeten
GatDH-genspezifischen Primer GatDH-GSP2 und -GSPS3.

2.2. Sequenzvergleich der Stamme Si4 und D

Far den Stamm Rhodobacter sphaeroides Si4 wurde der noch unbekannte Sequenz-
bereich upstream des GatDH-Gens mittels der aus Stamm D abgeleiteten Primer in
einer Nested-PCR amplifiziert und sequenziert. Die insgesamt 1741 bp grof3e Se-
quenz, bestehend aus dem ORF fiir ein GntR-ahnliches Protein (783 bp), der 193 bp
groBen Zwischensequenz und dem ORF fir die Galaktitol-Dehydrogenase (765 bp)
wurde mit dem gleichen Sequenzbereich aus dem type strain Rhodobacter sphaeroi-
des 2.4.1 und Stamm D in ein Alignment gebracht und verglichen (siehe Abbildung
18).

Die Sequenz des Stammes Rhodobacter sphaeroides D ist mit zwei Ausnahmen zu
der Sequenz des Stammes Si4 identisch. Zum einen zeigt sich vor dem Translations-
start des GatDH-Gens die bereits erwahnte 21 bp gro3e Duplikationssequenz. Zum
anderen befindet sich in der kodierenden Sequenz des GntR-ahnlichen Proteins im
Stamm D im Vergleich zu den beiden anderen Stammen 2.4.1 und Si4 an Position
77 eine Punktmutation. Die Base Cytosin ist hier durch ein Thymin ersetzt. Die zuvor
bereits ermittelten, in allen untersuchten Sequenzteilen vorkommenden Unterschiede
der Stdmme D und Si4 zum in der Datenbank hinterlegten type strain wurden durch
diesen Sequenzvergleich nochmals bestatigt.
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GGCGCTTCAG
GGCGCTTCAG
GGCGCTTCAG
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o —
CEEETIREEIHE
JHE/ G ERNHEGINE
REEEAREEIHE
EEECATECTE

175
I
CAGCATGTTC
CAACATGTTC
CAACATGTTC
CAACATGTTC

23
N PR
GGGGCGGGTC
GGGGCGGGTC
GGGGCGGGTC
GGGGCGGGTC

(8]

29
wure [nwieiuia |
TGCCTTCATG
TGCCTTCATG
TGCCTTCATG
TGCCTTCATG

[4a]

3585
|

CACGGTCAAG
CACGGTCAAG
CACGGTCAAG
CACGGTCAAG

415
el
CAAGCTGCCC
CRAAGCTGCCG
CARAGCTGCCG
CAAGCTGCCG

475

o ——
GCCGCTGACC
GCCGCTGACC
GCCGCTGACC
GCCGCTGACC

535
N P
CGATATGGAA
CGATATGGAA
CGATATGGAA
CGATATGGAA
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2.4.1 GGGCGCTCGA TCTTCGGCAC GATCCGCGAG CTCTACGGGC TGACGGTCGC GCGGGCGGAT

5i4 GGGCGCTCGA TCTTCGGCAC GATCCGCGAG CTCTACGGTC TGACGGTCGC GCGGGCGGAT

D GGGCGCTCGA TCTTCGGCAC GATCCGCGAG CTCTACGGTC TGACGGTCGC GCGGGCGGAT

Consensus GGGCGCTCGA TCTTCGGCAC GATCCGCGAG CTCTACGGTC TGACGGTCGC GCGGGCGGAT
605 615 625 73 645 655

& |G| o] sesmnl] el s [ ee sl e R R |

2.4.1 CCRTGGCTGA AGGGCGCCAT CGTTCCGCCG GAAGTGGCGG CGCGGATGGG CCTGCCCCCC

514 CGCTGGCTGA AGGGTGCCAT CGTTCCGTCG GAAGTGGCGG CGCGGATGGG CGTGCCGCCC

D CGCTGGCTGA AGGGTGCCAT CGTTCCGTCG GAAGTGGCGG CGCGGATGGG CGTGCCGCCC

Consensus CGCTGGCTGA AGGGTGCCAT CGTTCCGTCG GAAGTGGCGG CGCGGATGGG CGTGCCGCCC
665 675 685 9 705 lgs)

S I sl smmesll svesmal s || s s e s s | waraan

2.4.1 GCCGGCCCCR TGATCGCCAT CGAGTCGGTC GCCTACGACC ACGACGGCARA TGCGCTCGAA

5i4 GGCGGCGCCA TGATCGCCAT CGAGTCGGTC GCCTACGACC ACGACGGCAA TGCGCTCGAA

D GGCGGCGCCA TGATCGCCAT CGAGTCGGTC GCCTACGACC ACGACGGCAA TGCGCTCGAA

Consensus GGCGGCGCCA TGATCGCCAT CGAGTCGGTC GCCTACGACC ACGACGGCAA TGCGCTCGAA
#25 I35 745 155 765 775

o || | el el I e el i e o] i | wsenaal

7, TATTACCGCG CCTACTACAA CAGCGAAGTC GCCCCGATCC ACGTCGCAAC CGACGCCCAT

5i4 TATTACCGCG CCTACTACARA CAGCGAAGTC GCCCCGATCC ACGTCGCAAC CGACGCACAT

D TATTACCGCG CCTACTACAA CAGCGAAGTC GCCCCGATCC ACGTCGCAAC CGACGCACAT

Consensus TATTACCGCG CCTACTACAA CAGCGAAGTC GCCCCGATCC ACGTCGCAAC CGACGCACAT
785 795 805 815 825 835

§ sl ol sl mewwlenas | siseleesrl wees Lz w ol seesl esmel

2.4.1 TAAGCGCCTG TCGTCACAGC GAAARAACCTC CAGCGGCCCC GATCTTCGAT TTCTGATCAT

514 TAAGCGACTG ACGTCACACC GAAAAACCTC CAGCGGCCCC GATCTGCGAA TTCTGATCAT

D TAAGCGACTG ACGTCACACC GAAAAACCTC CAGCGGCCCC GATCTGCGAA TTCTGATCAT

Consensus TAAGCGACTG ACGTCACACC GAAAAACCTC CAGCGGCCCC GATCTGCGAA TTCTGATCAT
5 855 865 875 885 855

| - N [ [P IR PR I I NP [

2.4.1 TACCACATTG ACAGAAGCAG ATTTGCCTCC TACCTTTTTC TGGTAACGAC CAGAAACCGC

5i4 TACCACATTG ACAGAAGCAG ATTTGCCTCT TACCTTTTTC TGGTAACGAC CAGAAACCGC

D TACCACATTG ACAGAAGCAG ATTTGCCTCT TACCTTTTTC TGGTAACGAC CAGRAACCGC

Consensus TACCACATTG ACAGAAGCAG ATTTGCCTCT TACCTTTTITC TGGTAACGAC CAGAAACCGC
905 915 925 935 945 955

stmimie lossmpazmal o due all sveesnl  avmesnlieca s i ansneelienemsianld senisie bie e o] el

2.4.1 ACGTCGCG G CTGGGAAGGA CGCGGCCGAG CCTCGGGAGG AACCTTCGGG TCCbGGPTCC

5i4 GTCGCGGG-G CTGGGAAGGA CGCGGCCGAT CCTCGGGAGG AACCTTCGGG TCCGGGCTCC

D GTCGCGGG-G CTGGGAAGGA CGCGGCCGAT CCTCGGGAGG AACCTTCGGG TCCGGGCTCC

Consensus GTCGCGGG-G CTGGGAAGGA CGCGGCCGAT CCTCGGGAGG AACCTTCGGG TCCGGGCTCC
965 975 985 99 1005 1015

wieimin |espaza| -l s F oo smedimoss o | | cpvpsa]

2.4.1 GCuTCACG** 7777777777777777777 G AGGAAGAATG GACTACAGGA CGGTTTTTCG

514 GCGTCAGG—- - ————————— ————————— G AGGAAGAATG GACTACAGGA CGGTTTTTCG

D GCGTCAGGGA GGAAGAATGG ACTACAGGAG AGGAAGAATG GACTACAGGA CGGTTTITTCG

Consensus BEGTCAGGS= s=e—mvmnas —rutmaass G AGGAAGAATG GACTACAGGA CGGITTTTCG
1025 1035 1045 1055 1065 1075
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2.4.1 TCTCGATGGC GCCTGCGCGG CCGTCACCGG AGCGGGCAGC GGCATCGGCC TC AAA”CTG

5i4 TCTCGATGGC GCCTGCGCGG CCGTCACCGG AGCGGGCAGC GGCATCGGCC TCGAAATCTG

D TCTCGATGGC GCCTGCGCGG CCGTCACCGG AGCGGGCAGC GGCATCGGCC TCGARARATCTG

Consensus TCTCGATGGC GCCTGCGCGG CCGTCACCGG AGCGGGCAGC GGCATCGGCC TCGARATCTG
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CCGGGCCTTC
CCGGGCCTTC

1145
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CGACCGGGCA
CGACCGGGCG
CGACCGGGCG
CGACCGGGCG
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GGATGCGGAG
GGATGCGGAG
GGATGCGGAG
GGATGCGGAG
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CCTCGTCAAT
CCTCGTCAAT
CCTCGTCAAT
CCTCGTCAAT
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CTGGCGGCAG
CTGGCGGCAG
CTGGCGGCAG
CTGGCGGCAG

1385
R
GCGCGCCATG
CCGCGCCATG
CCGCGCCATG
CCGCGCCATG
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CATCGTCAAC
CATCGTCAAC
CATCGTCAAC
CATCGTCAAC
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GCTGACGCGG
GCTGACGCGG
GCTGACGCGG
GCTGACGCGG
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GCCGGGCTAT
GCCGGGCTAT
GCCGGGCTAT
GCCGGGCTAT
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GCAGCCTCGG
GCGGCCTCGG
GCGGCCTCGG
GCGGCCTCGG
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GCTGAAGAGC
GCCCAGGAGC
GCCCAGGAGC
GCCCAGGAGC
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GCGATGACCG
GCGATGACCG
GCGATGACCG
GCGATGACCG
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1515

o] sl
GCGCTCGCCG
GCGCTCGCCG
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GTGGCGACCG

1105

GCGCGCGGCT
GCGCGCGGCT
GCGCGCGGCT
GCGCGCGGCT

1165
TCGGCGCGGC
TTGGCGCGGC

TTGGCGCGGC
TTGGCGCGGC

1225
CCGCGGCCGC
CCGCGGLCGEC

CCGCGGCCGC
CCGCGGCCGC

1285
TTEEECGECT
TCGCCCGCCT

EEEEECECET
TCGECCGECT

1345
TCAATGTGGA
TCAATGTGGA

TCAATGTGGA
TCAATGTGGA

1405
GGGCAGGGGC
GGGCAGGGGC

GGGCAGGGGC
GGGCAGGGGC

1465
TCGCCTCGAG
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AACATGGCTC
GACCTGGCTC
GACCTGGCTC
GACCTGGCTC
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1655
CTGCGGCGAG
CTGCGGCGAG
CTGCGGCGAG
CTGCGGCGAG

1715

CTATGTCACG
CTATGTCACG
CTATGTCACG
CTATGTCACG

CCGTCGGAGA
CCCTCGGAGA
CCCTCGGAGA
CCCTCGGAGA
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I [ep—
GGCGCGATCC
GGCGCGATCC
GGCGCGATCC
GGCGCGATCC

ﬁﬂﬂGGpﬂ~n
TCGCGGCGGC

TCGCGGTCGA
TCGCGGTCGA

Alignment der GntR- und GatDH-Nukleotidsequenz inklusive der nicht kodie-
renden Zwischensequenz der Stdmme Rhodobacter sphaeroides 2.4.1, Si4
und D. Homologe Basen sind gelb hinterlegt, nicht Gbereinstimmende weif3.
Fehlende Nukleotide werden durch einen Strich (-) gekennzeichnet. Die ko-
dierenden Consensusbereiche sind grau markiert, nicht kodierende weif3. Das

Alignment wurde mit dem Programm Bioedit erstellt.

2.3. Homologievergleich mit anderen Regulatoren

Nach Eingabe der 783 bp gro3en Nukleotidsequenz des GntR-ahnlichen Proteins von
Rhodobacter sphaeroides Si4 bzw. D in die Nukleotid-blast Suchmaske der NCBI-
Homepage wurde ein Abgleich mit den dort hinterlegten Sequenzen durchgefihrt.
Dabei wurden folgende Ubereinstimmungen gefunden:

1. 95% Rhodobacter sphaeroides KD131 chromosome 1, complete sequence,

transcriptional regulator (GntR family) (CP001150.1)

2. 95% Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 chromosome 1, complete sequence,
transcriptional regulator (GntR family) (CP000143.1)

3. 95% Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029 chromosome 1, complete sequence,
transcriptional regulator (GntR family) (CP000577.1)

Die Sequenzen aller Suchergebnisse stammen vom jeweils gleichen Organismus Rho-
dobacter sphaeroides. Dabei wurde Ubereinstimmend je eine 95%ige Homologie zu
einem Transkriptions-Regulator der GntR-Familie aufgefiihrt. Die 95%ige Ubereinstim-
mung mit dem putativen GntR-Regulator aus Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 wurde
bereits beim Vergleich des Gesamtsequenz-Bereichs ermittelt (vgl. Abbildung 18). Wie
bereits im vorherigen Kapitel festgestellt wurde, gibt es an Position 77 in der GntR-
Sequenz im Stamm Rhodobacter sphaeroides D einen Basenaustausch verglichen
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mit den beiden anderen Stammen. Durch die in silico Translation der Sequenzen las-
sen sich die Aminosaure-Sequenzen der verschiedenen GntR-Gene der Stamme mit-
einander vergleichen (siehe Abbildung 19).

1 60
GntR 2.4.1 MEDGDSAEAFRAFAAGVALQREDPSPLWVQLKNRIEHATILDGTLPENARLPSEQAMCSME
GntR Sid MEDGDSAEAFRAFARAGVALQREDPSPLWVQLKNRIEHATLDGTLPENARLESEQAMCNME
GntR D MEDGDSAEAFRAFAAGVALQREDPSEIWVOLKNRIEHATLDGTLPENARLPSEQAMCNME
6l 120
GntR 2.4.1 DLSRPVIRNALQATIAGEGRVIKQPRKGMFVAPRAPELAFMTSALGVFDDLSAKGYKVTVK
GntR Sid DLSRPVIRNALOQATLAGEGRVIKQPRKGMFVAPRAPELAFMTSALGVFDDLSAKGYKVTVK
GntR D DLSRPVIRNALQATLAGEGRVIKQPRKGMEFVAPRAPELAFMTSALGVEDDLSAKGYKVTVE
121 1380
GntR 2.4.1 TYEFGLHPANEDERRVFKLPEGFQVIRALRVYHANETPLTHTLISLPAHRLPGFEKLDME
GntR Sid TYEFGLHPANEDERRVFKLPDGFOQVIRALRVYHANETPLTHTLISL.PAHRLPGFEKLDME
GntR D TYEFGLHPANEDERRVFKLPDGFQVIRALRVYHANETPLTHTLISLPAHRLPGFEKLDME
181 240
GntR 2.4.1 GRSIFGTIRELYGLTVARADRWLKGAIVPPEVAARMGVPPGGAMIATESVAYDHDGNALE
GntR Sid GESTIFGTIRELYGLTVARADRWLKGAIVPSEVAARMGVFPGGAMIATESVAYDHDGNALE
GntR D GRSIFGTIRELYGLTVARADRWLKGAIVPSEVAARMGVPPGGAMIATESVAYDHDGNALE
241 260
GntR 2.4.1 YYRAYYNSEVAPTHVATDAH
GntR Sid YYRAYYNSEVAPTHVATDAH
GntR D YYRAYYNSEVAPIHVATDAH

Abbildung 19.: Alignment der Aminosaure-Sequenzen der drei GntR-Varianten aus Rhodo-
bacter sphaeroides 2.4.1, Si4 und D. Homologe Aminosauren sind gelb hin-
terlegt. Die nicht mit den beiden anderen Stammen Ubereinstimmenden Ami-
nosauren aus Stamm 2.4.1 sind weif3 markiert und in roter Schrift. Die ein-
zige zwischen Stamm D und Stamm Si4 abweichende Aminosdure ist grin
hinterlegt.

Die beiden GntR-Proteine der Stamme Si4 und D unterscheiden sich in einer Ami-
nosaure. Die Punktmutation T gegen C an Position 77 in der Nukleotidsequenz flhrte
somit zu einem Austausch an Position 26 der Aminosauresequenz. Die Stamme Si4
und 2.4.1 besitzen an dieser Position ein Prolin, eine zyklische Aminosaure mit hydro-
phober Seitenkette, welches einen erheblichen Einfluss auf die Faltung von Proteinen
haben kann. Im Stamm D wird diese Aminosaure durch ein Leucin ersetzt, das eine
lipophile Seitengruppe besitzt. In Abbildung 19 ist das Leucin im Stamm D grin hinter-
legt. Die in der Nukleotidsequenz des type strains gefundenen 34 Basenunterschiede
zum Stamm Si4 fihren im Aminosaure-Abgleich nur zu drei Austauschen. Diese sind
in der Abbildung durch eine rote Schrift mit weiBem Hintergrund dargestellt. Bei dem
Uberwiegenden Teil der Basenunterschiede handelt es sich somit um sogenannte stille
Austausche, die keinen Einfluss auf die kodierte Aminosaure nehmen. Dies liegt dar-
in begriindet, dass im genetischen Code insgesamt 61 mogliche Codons fir 20 Ami-
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nosauren kodieren, es also fur viele Aminosauren mehrere verschiedene Kodierungen
gibt.

Wie bereits zuvor mit der Nukleotidsequenz verfahren, wurde die 260 Aminosauren
groBBe Sequenz des GntR-ahnlichen Proteins von Rhodobacter sphaeroides Si4 bzw.
D mittels der Protein-blast Suchmaske der NCBI-Homepage mit anderen redundanz-
freien Proteinsequenzen abgeglichen. Dabei wurden als erste drei Treffer mit guter und
héchster Ubereinstimmung zur gesuchten Sequenz die gleichen Sequenzen ermittelt,
die bereits beim Abgleich der Nukleotidsequenz gefunden wurden.

1. 98% Transcriptional regulator, GntR family [Rhodobacter sphaeroides KD131]
(ref: YP 002525035.1)

2. 98% UbiC transcriptional regulator-associated domain-containing protein, GntR family
[Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029] (ref: YP 001042906.1)

3. 98% Transcriptional regulator, GntR family [Rhodobacter sphaeroides 2.4.1]
(ref: YP 352422.1)

4. 45% Transcriptional regulator, GntR family [Marinomonas sp. MWYL1]
(ref: YP 001343007.1)

5. 34% Transcriptional regulator [Streptosporangium roseum DSM 43021]
(ref: ZP 04474943.1)

6. 31% Transcriptional regulator, GntR family [ Variovorax paradoxus S110]
(ref: YP 352422.1)

7. 30% Transcriptional regulator, GntR family [Pseudomonas putida KT2440]
(ref: NP 742373.1)

8. 29% Transcriptional regulator, GntR family [Pseudomonas entomophila 48]
(ref: YP 605965.1)

9. 28% Transcriptional regulator, GntR family [Bacillus halodurans C-125]
(ref: NP 241780.1)

10. 26% HTH (helix-turn-helix)-type transcriptional repressor dasR
[Streptomyces avermitilis] (sp: Q82IWO.1)

Die ebenfalls in Rhodobacter sphaeroides Stammen gefundenen Sequenzen zeig-
ten fiir die Aminosaure-Sequenz mit 98% eine noch héhere Ubereinstimmung als die
Gensequenzen. Die Homologie zu den Proteinsequenzen aus anderen Organismen
ist dagegen mit <50% wesentlich geringer. Bei allen ermittelten Proteinen handelt es
sich um Transkriptions-Regulatoren. Von den hier aufgefihrten zehn Treffern lassen
sich wiederum 80% der GntR-Familie zuordnen.



KAPITEL Ill. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 82

2.4. Homologievergleich mit anderen Promotorsequenzen

Die nun vollstandig bekannte Sequenz zwischen dem GntR- und dem GatDH-Gen
wurde auf eine zur Transkription des GatDH-Gens notwendige Promotorsequenz un-
tersucht. Da die Sequenz der beiden Stamme Rhodobacter sphaeroides Si4 und D in
diesem Bereich mit Ausnahme der Duplikation in D zu 100% identisch ist, die GatDH
aber ausschlieBlich in Rhodobacter sphaeroides D exprimiert wird, wurde eben dieser
Insertionsbereich genau analysiert.

Damit die Transkription eines Gens erfolgen kann, muss die RNA-Polymerase fest
an eine bestimmte Nukleotid-Erkennungssequenz binden, namlich den Promotor, wel-
cher den Startpunkt fir die mRNA-Synthese anzeigt. Die charakteristischen Elemente
aus denen ein Promotor aufgebaut ist, sind die -35-Region und die Pribnow-Box (-10-
Region). Diese werden von einer dissoziierbaren Untereinheit der RNA-Polymerase,
dem Sigma-Faktor, erkannt und gebunden. Die Uberwiegende Mehrheit der Sigma-
Faktoren gehort zu der sogenannten o°-Familie (Paget and Helmann, 2003 [147]),
die als housekeeping Sigma-Faktoren von Escherichia coli fir die Transkription kon-
stitutiv exprimierter Gene bendtigt werden (Gruber and Gross, 2003 [61]).

Die upstream des GatDH-Gens lokalisierte Einschubsequenz in Rhodobacter sphae-
roides D wurde mit den bereits bekannten, in der Literatur flr Rhodobacter sphae-
roides beschriebenen Promotoren puf, puc, bchC (Bauer, 1995 [12]), cycA (Nickens
and Bauer, 1998 [141]) und der Konsensussequenz des o"°-Faktors von E. coli (Hu-
erta and Collado-Vides, 2003 [79]; Helmann and Chamberlin, 1988 [73]) verglichen
(siehe Abbildung 20).
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-10-Region
-1z -5 +1
| | | >
R.sph. Sid GGGTCCGGGCTCCGCGTCAGG. - .« v v v v v v it e e e e n e GAGGAAGAATGGACTACAGG‘A
-12 -5 +1
| | >
R.sph. D GGGTCCGGGCTCCGCGTCAGGGAGGAAGRATGGACTACAGGAGAGGAAGAATGGACTACAGGA
> >
R.sph. puf TATGGG
R.sph. puc AATGTG
R.sph. bchC AATGTT
R.sph. cycA CATAGT
E. coli ¢'° TATAAT
Consensus .ATg..

Abbildung 20.: Vergleich der -10-Region putativer Promotorsequenzen der untersuchten
Stamme Si4 und D mit den in der Literatur fir Rhodobacter sphaeroides
beschriebenen Promotoren puf, puc, bchC, cycA und mit der Konsensusse-
quenz o-abhangiger E. coli-Promotoren. Die repetitive Sequenz wird durch
die langen Pfeile, der Translationsstart durch die kleinen Pfeile angegeben.
Die putativen Promotorsequenzen sind unterstrichen, zusatzlich sind alle Ba-
sen, die mit der méglichen Promotorsequenz von Stamm D Ubereinstimmen,
rot markiert.

Innerhalb der ausschlieBlich im Stamm Rhodobacter sphaeroides D vorhandenen Du-
plikationssequenz Iasst sich eine putative -10-Region als Teil eines mdglicherweise
neu entstandenen Promotors identifizieren. Die fir die konstitutive Expression des
GatDH-Gens in Frage kommende Pribnow-Box Sequenz weist gute Homologien zu
den anderen flUr Rhodobacter sphaeroides beschriebenen -10-Regionen verschiede-
ner Promotoren auf. Den Kern der Konsensussequenz bildet bei vier der betrachteten
Promotoren ein ATG, nur in der cycA- und ¢™°-Sequenz wird die Base G durch das
Purin Adenin ersetzt. Die innerhalb der Einschubsequenz lokalisierte putative -10-
Region von Stamm D besteht aus den ersten flinf Basenpaaren ATGGA des eigent-
lichen Translationsstarts des GatDH-Gens, die durch die Verdopplung der 21 bp nun
nochmals vorhanden sind. Da diese Nukleotide in frame, also im selben Leserahmen
wie das urspringliche Startcodon liegen, entstand in der Insertionssequenz theore-
tisch ein alternativer Translationsstart. Frihere Daten einer N-terminalen Edman An-
sequenzierung des GatDH-Proteins belegen allerdings, dass lediglich das zweite ATG
als Translationsstart in Rhodobacter sphaeroides erkannt wird. Betrachtet man den
Sequenzbereich upstream der GatDH kodierenden Sequenz im Stamm Rhodobacter
sphaeroides Si4, so ist in entsprechender Position der -10-Region keine zu den ande-
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ren Promotoren Ubereinstimmende Sequenz zu finden.

2.5. Heterologe Expression verschiedener Sequenzvarianten zur
Identifizierung regulatorischer Elemente

2.5.1. Expression des GatDH-Gens mit Vorsequenz

Zur Aufklarung bzw. ldentifizierung moglicher regulatorischer Elemente, die zur Ex-
pression des GatDH-Gens im Stamm Rhodobacter sphaeroides D gegeniber dem Pa-
rentalstamm Si4 fihren, wurden zunachst Varianten beider Stamme aus den von Zim-
mer 2006 aufgeklarten Sequenzbereichen abgeleitet. Als Templates dienten die noch
aus der Arbeit von Zimmer 2006 vorliegenden pCRII-TOPO-Plasmide (nestedGDH-
Si4 und nestedGDH-D), wobei die gewlinschten Amplifikate nach erfolgreicher nested-
PCR zur Sequenziberprifung ebenfalls zuerst in den pCRII-TOPO-Vektor zwischen-
kloniert wurden. In den Expressionsvektor pET24a(+) wurden dann jeweils nicht nur
das GatDH-Gen selbst, sondern auch ein Teil des bereits bekannten, upstream des
Gens lokalisierten Sequenzabschnitts als sogenannte Vorsequenz (VS) mit einkloniert
(Si4-VS+GatDH, D-VS+GatDH). Die Sequenzbereiche wurden Uber die Restriktions-
Schnittstellen Xbal und BamHI einkloniert, um die vektoreigene ribosomale Bindungs-
stelle (RBS) AGGAG zu entfernen (siehe Abbildung 21) und damit auf mégliche in der
Vorsequenz vorhandene putative RBS zu testen.

Der T7-Promotor sowie der Lac-Operator lassen sich gezielt durch die Zugabe von
IPTG steuern. Die Expression des Zielgenes wird induziert, da die Lacl-Monomere
an das IPTG binden, die T7-RNA-Polymerase nun von der Zelle gebildet werden, und
somit auch die Transkription stattfinden kann. Der T7-Terminator beendet die Bildung
der entstehenden mRNA. Ein Resistenzgen, hier fir Kanamycin, ermdglicht die Se-
lektion Uber ein Antibiotikum und dient zum Erhalt des Plasmids in der Wirtszelle.
Die RBS ist fur die Bindung der Ribosomen an die mRNA, also fur die Translation
des Genes, entscheidend. Fir die Klonierung einer gewilinschten Sequenz stehen die
verschiedenen Restriktions-Schnittstellen der multiple cloning site zur Verfigung. Die
Xbal-Restriktionssequenz ist als einzige der im Vektor vorhandenen Schnittstellen 5
der vektoreigenen ribosomalen Bindestelle lokalisiert. Durch eine Restriktion des Vek-
tors an dieser Schnittstelle ist es mdglich, diese RBS zu entfernen. Damit trotzdem
eine Translation eines einklonierten Zielgenes erfolgen kann, misste stattdessen eine
mit dem Gen einklonierte RBS erkannt werden.
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Abbildung 21.: Schematische Darstellung der pET24a(+)-Vektorkarte und VergréBerung des
fir die Klonierung relevanten Sequenzabschnittes. Dargestellt sind die Ele-
mente des Lac-Systems, die T7-Elemente, die vektoreigene RBS, das
Kanamycin-Resistenzgen, sowie einige Restriktions-Schnittstellen der multi-
ple cloning site. Die Abbildung wurde mit dem Programm VektorNTI 10 (Invi-
trogen) erstellt.

Das charakteristische Sequenzmuster einer RBS bei Prokaryoten ist die Shine-Dalgar-
no Sequenz am 5°-Ende der mRNA, die dem 3"-Ende der 16S rRNA der Ribosomen
komplementar ist (Shine and Dalgarno, 1974 [194]). Die purinreiche Region besitzt
die stark konservierte Nukleotidfolge AGGA als Kernsequenz der RBS (Mikkonen et
al., 1994 [135]). Sie ist typischerweise ca. 8-10 Basenpaare vor dem Translations-
start lokalisiert, wobei das Motiv AGGAG als eine der idealsten Anfangssequenzen
beschrieben wurde (Suzek et al., 2001 [211]).
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In den beiden untersuchten Stammen Rhodobacter sphaeroides Si4 und D ist sie-
ben Basenpaare vor dem Startcodon ATG die Sequenz AGGAA (rot) als potenzielle
RBS vorhanden (siehe Abbildung 22). Sie stellt gleichzeitig auch die einzig moégliche
RBS fir den Stamm Si4 dar. Dagegen sind in der Sequenz von Stamm D noch zwei
weitere putative RBS vorhanden. Durch die zusatzliche repetitive Insertion von 21 bp
(schwarzer langer Pfeil) ist die gleiche Konsensus-Sequenz nochmals am Anfang der
Duplikation in der -28 Position vor dem Translationsstart zu finden (AGGAA, blau).
Zudem entsteht zwischen den doppelt vorhandenen Sequenzen an der vermeintlich
glnstigeren -12 Position der Translations-Initiationsstelle die als noch effektiver be-
schriebene mdgliche RBS AGGAG (grtin). Jene ist ausschlieBlich im Stamm D vor-
handen. In der GatDH Vorsequenz ist somit eine potenzielle RBS in Rhodobacter
sphaeroides Si4, dagegen insgesamt drei in Rhodobacter sphaeroides D zu finden.

XbaI-ES-GatDH-f 100%

Si4_Vs
D_VS
-28 -12 -7 +1
| >
S14 VS  tetiiiiii e GAGGAAGAATGGACTACAGGACGGTTTTTC
D_VS GAGGAAGAATGGA‘:TA-:AGG&GAGGAAGAATGGA:‘:I_h_::A::_: J;\,S:ZETTTI‘TC

Abbildung 22.: Alignment der upstream des GatDH-Gens lokalisierten, nicht kodierenden Se-
quenz der Vorsequenz-Varianten aus Rhodobacter sphaeroides Si4 und D.
Die Sequenz des zur Amplifikation verwendeten Primers Xbal-ES-GatDH-f
ist durch die lange geschlangelte Linie markiert, die durch den Primer in die
Sequenz eingeflihrte Restriktions-Schnittstelle Xbal als kurze geschlangelte
Linie. Das in beiden Varianten vollstandig klonierte GatDH-Gen ist hier nur in
seinen ersten 22 Basenpaare als Teilstlick dargestellt. Die Nummerierung der
Basen ist auf das Startcodon ATG des GatDH-Gens und auf die Sequenz des
Stammes D bezogen. Die Einschubsequenz wird durch die langen, der Trans-
lationsstart durch den kurzen dicken schwarzen Pfeil markiert. Die Sequenz
der putativen -10-Region des Promotors ist schwarz unterstrichen und durch
eine dicke schwarze Schrift gekennzeichnet. Die potenziellen RBS sind in den
Farben blau, griin und rot dargestellt, wobei die rote RBS in beiden Stammen
zu finden ist.

Zur Amplifikation der Vorsequenz-Varianten wurde der 36 bp lange Primer Xbal-ES-
GatDH-f verwendet. Dieser wurde aus der von Zimmer 2006 ermittelten Vorsequenz
87 bp upstream des GatDH-Gens im Stamm D bzw. 66 bp im Stamm Si4 abgeleitet
und flgt eine Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Xbal in die Sequenz ein. Das
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fir Stamm D 71 bp bzw. fir Stamm Si4 50 bp grof3e, nicht kodierende Sequenzstiick
wurde zusammen mit dem 765 bp langen GatDH-Gen in den Expressionsvektor oh-
ne eigene RBS kloniert, um auf die bereits erwahnten putativen RBS innerhalb dieser
Vorsequenz zu testen. Die nach der Sequenzierung als positiv identifizierten Klone
pET24a(+)-D-VS+GatDH und -Si4-VS+GatDH wurden unter Standardbedingungen in
Komplexmedium bei 28°C in Schuttelkulturen angezogen und nach einer Induktions-
zeit von 18 Stunden geerntet und aufgeschlossen. Die Rohextrakte und Pelletfraktio-
nen wurden zur vergleichenden Analyse des Expressionsmusters beider Stamme auf
ein SDS-Gel aufgetragen (siehe Abbildung 23).

r -200

D Sid
MI + RE P RE P M2

—— RsphDRE
R sph Si4 RE

- 200

- 400

70 kDa—p
55 kDa—p 9 800 Rf
- -
40kDa—p : I -
35kDa—p» . &
— * <« L 1000
25KDa—p e =

—

280 260 240 220 200 180 160 140 120
Intensitat

Abbildung 23.: SDS-PAGE und Analyse der Proteinbanden der Vorsequenz-Varianten der
Stamme Si4 und D. Bei der SDS-PAGE wurde ein 5%iges Sammel- und ein
10%iges Trenngel verwendet und je 10 ul des (P) Pellets, des (RE) Rohex-
trakts und der (+) Positivkontrolle (angereicherte native GatDH; 1:10 mit Was-
ser verdiinnt) aufgetragen. Von den Markern (M1) PageRuler™Prestained
Protein Ladder (Fermentas) und (M2) Dual Color (Bio-Rad) wurden jeweils
7 pl auf das Gel geladen. Mit Hilfe der Programme analySIS und SigmaPlot
wurden die Intensitaten aller Proteinbanden gegen die Rf-Werte aufgetragen
und somit das Expressionsmuster in den Rohextraktfraktionen beider Stamme
verglichen (schwarz: Rhodobacter sphaeroides D; rot: Rhodobacter sphaeroi-
des Si4).

Als Vergleich wurde auf die SDS-PAGE zusatzlich die angereicherte native, ebenfalls
heterolog exprimierte, GatDH mit einem Molekulargewicht von 26,4 kDa pro Unter-
einheit mit aufgetragen. Bei den beiden prominenten Banden in den Pelletproben von
Stamm D und Si4 handelt es sich um konstitutiv exprimierte Proteine der Wirtszelle,
die in der Analyse nicht betrachtet wurden.
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In der Rohextrakt- und in der Pelletfraktion des Stammes D ist, im Vergleich zu den
anderen Banden der Probe, eine starker exprimierte Bande zu erkennen. Diese Pro-
teinbande ist allerdings etwas groB3er als die 26 kDa grof3e Bande der Positivkontrolle.
Die in Abbildung 22 als putative Pribnow-Box markierte Sequenz innerhalb des Ein-
schubs stellt gleichzeitig einen alternativen Translationsstart im Stamm D dar. Die er-
sten vier Aminosauren MDYR des N-Terminus werden hier in frame, also im selben Le-
serahmen des urspriinglichen GatDH-Genes, dupliziert. Zusatzlich sind beim Ablesen
dieses ersten ATG nach jenen vier Aminosauren noch die drei weiteren Aminosauren
RGR vorhanden, die allerdings von der normalen GatDH-Sequenz abweichen. So-
mit ware ein um sieben Aminosauren verlangerter N-Terminus vor der eigentlichen
GatDH-Proteinsequenz vorhanden. Als RBS kame fiir dieses vergréBerte Protein ein
ebenfalls durch die Duplikation nochmals vorhandenes AGGAA in -7 Position vor dem
alternativen Startcodon in Frage (siehe Abbildung 22, blau). Obwohl jene RBS in glei-
cher Position wiederum in der Sequenz von Stamm Si4 vorhanden ist (rot), 1asst sich
fir deren Probe weder im Rohextrakt noch im Pellet eine Uberexprimierte Bande er-
kennen. Bei Verwendung dieser RBS bzw. der im Stamm D noch als dritte Option
moglichen AGGAG-RBS (griin) ware eine Proteinbande in gleicher Hohe wie die Ban-
de der Positivkontrolle zu erwarten.

Durch das Auftragen der Intensitaten der verschiedenen Proteinbanden gegen die
im SDS-Gel zuriickgelegte Laufstrecke (Rf-Werte) lassen sich die Expressionsmuster
und Proteinmengen der zellfreien Rohextrakte beider Stamme auch ohne Proteinbe-
stimmung bzw. Ermitteln der spezifischen Aktivitaten qualitativ bestimmen (Si4: rotes
Muster; D: schwarzes Muster). Die Anzahl und Positionen der Peaks sind in beiden
Proben etwa gleich, wobei grundsatzlich die Intensitaten in der Probe von Stamm Si4
leicht erhdht sind. Im Peakmuster vom Stamm D sticht jedoch ein Peak bei einem RF-
Wert von ca. 1000 hervor, der sich eindeutig der Gberexprimierten Bande zuordnen
lasst und nicht in der Probe von Stamm Si4 vorhanden ist. Somit kann durch die-
ses Experiment bereits gezeigt werden, dass sich die Sequenz unmittelbar vor dem
GatDH-Gen unterschiedlich auf die Expression in den Stammen D und Si4 auswirkt.
Das Ergebnis der Aktivitatsbestimmung beider Varianten wird in Kapitel 2.5.6 erlautert.

2.5.2. Coexpression des GntR-ahnlichen Proteins und der GatDH

Anhand der mittels der SiteFinding-PCR in beiden Stdmmen erweiterten Sequenz-
abschnitte upstream des GatDH-Gens wurden weitere Konstrukte hergestellt. Dabei
sollte das in verwandten Rhodobacter sphaeroides-Stammen als putatives Regulator-
protein der GntR-Familie beschriebene GntR-Gen gemeinsam mit der GatDH kloniert
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und exprimiert werden.

Eine Vielzahl der Regulatorproteine kdnnen die Expression anderer Proteine beein-
flussen und wirken dabei als Repressoren der Transkription oder Translation. Man
unterscheidet dabei zwischen aktiven Repressoren, die so lange aktiv sind, bis sie
durch einen Induktor (z.B. ein bestimmtes Substrat) inaktiviert werden. Ein Beispiel
hierflir ist das Lactose-Operon, welches sich das in dieser Arbeit verwendete pET24-
BL21(DES3)-Expressionssystem zunutze macht. Es existieren auch inaktive Represso-
ren, die erst bei Anwesenheit eines bestimmten Substrats aktiviert werden. Ein Re-
gulatorprotein bendtigt ein spezifisches Sequenzmuster, um je nach Funktion entwe-
der an die DNA oder an die mRNA zu binden und damit entsprechend die Trans-
kription oder Translation zu blockieren. Beim Abgleich der GntR-Aminosauresequenz
aus Stamm Si4 bzw. D in Kapitel 2.3 wurden ausschlieBlich Ubereinstimmungen mit
Transkriptions-Regulatoren gefunden. Weil in Rhodobacter sphaeroides D als einzi-
gem Stamm die GatDH konstitutiv exprimiert wird, kénnte hier die Bindung und so-
mit die Wirkung eines Repressors aufgehoben sein. Da sich die Stamme Si4 und D
hauptsachlich in der Einschubsequenz unterscheiden, kdnnte jene Insertion womaglich
flr eine Unterbrechung einer GntR-Erkennungssequenz verantwortlich sein.

Das GntR-Gen ist in der Sequenz beider Stamme Si4 und D vorhanden und wurde
inklusive der Zwischensequenz bis einschlie8lich des GatDH-Gens in den Expres-
sionsvektor pET24a(+) kloniert (Si4-GntR+GatDH; D-GntR+GatDH). Bei der Trans-
kription werden beide Gene und die Zwischensequenz auf eine gemeinsame mRNA
umgeschrieben. Fir das erste Gen, also in diesem Falle das GntR-ahnliche Prote-
in, steht die vektoreigene RBS AGGAG zur Verfigung. Fir das zweite Gen, also die
GatDH, mulssen die bereits zuvor erlauterten, potenziellen RBS innerhalb der Zwi-
schensequenz genutzt werden. Als Restriktions-Schnittstellen wurden hier Ndel und
Hindlll statt der zuvor verwendeten BamHI-Sequenz benutzt, da sich im ORF des
GntR-Gens eine BamHI-Schnittstelle befindet. Wie die Vorsequenz-Varianten wurden
die Klone der GntR-GatDH-Coexpression nach der Bestatigung der Sequenz durch
Sequenzierung unter den Standardbedingungen kultiviert und untersucht (siehe Ab-
bildung 24).

Bei einer Expression beider Gene sind zwei Uberexprimierte Banden im SDS-Gel zu
erwarten, die jedoch aufgrund ihres ahnlichen Molekulargewichts relativ eng beiein-
ander liegen sollten. Anhand der bekannten Aminosauresequenz des GntR-ahnlichen
Proteins lasst sich fir dieses ein Gewicht von 28,8 kDa pro Untereinheit ableiten. Fir
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die GatDH ist die GroBe von 26,4 kDa pro Monomer bereits bekannt.

Si4 D
£ M1 RE  #P iRE | - Py M2

41— 5 kDa

1 3 w.4—50 kDa
-.—-—
l 4+— 37 kDa
——
b ‘ 4— 25 kDa

N

Abbildung 24.: SDS-PAGE der Coexpression der GntR- und GatDH-Sequenz in den
Stdmmen Si4 und D. Zur besseren Trennung der Banden wurde hier ein
6%iges Sammel- und ein 12%iges Trenngel verwendet und je 5 ul des (P)
Pellets, 10 ul des (RE) Rohextrakts und 10 ul der (+) Positivkontrolle (an-
gereicherte native GatDH; 1:10 mit Wasser verdiinnt) aufgetragen. Von den
Markern (M1) Protein Ladder 10-200 kDa (Fermentas) und (M2) Dual Color
(Bio-Rad) wurden jeweils 7 ul auf das Gel geladen. Der schwarze Pfeil mar-
kiert die lediglich im Rohextrakt von Stamm D vorhandene Doppelbande.

Bei der Herstellung der SDS-Gele lasst sich der Vernetzungsgrad des Acrylamids
im Gel selber durch Ansetzen und Mischen der Komponenten bestimmen. Je hdher
der Vernetzungsgrad eines Gels gewahlt wird, desto langsamer wandern die Proteine
durch das elektrische Feld und desto besser werden die verschieden gro3en Banden
voneinander getrennt. In allen untersuchten Fraktionen ist eine Bande zu erkennen,
die zwischen der 25 kDa und der 30 kDa Bande des Protein Ladder 10-200 kDa
Markers liegt. Da sie zudem im Gel groBer als die Positivkontrolle (native GatDH)
erscheint, kdnnte es sich hier um die Bande des 28,8 kDa gro3en GntR-Monomers
handeln. Im Gegensatz zur Probe aus Stamm Si4 ist in der Rohextrakifraktion des
Stammes D noch eine weitere diinne zweite Bande direkt unterhalb der vermeintli-
chen GntR-Bande zu erkennen. Diese wird in Abbildung 24 durch einen schwarzen
Pfeil angezeigt. Die Probe der nativen GatDH wurde in diesem Gel in einer zu ho-
hen Proteinmenge aufgetragen, jedoch lasst sich noch erkennen, dass die zusatzliche
Bande im Stamm D ungefahr auf deren Héhe liegt. Da in den Pelletfraktionen ein rela-
tiv hoher Anteil an unldslichem Protein vorliegt, lasst sich in diesen schlecht erkennen,
ob auch hier eine Doppelbande vorhanden ist. Um die Identitat beider Proteinbanden



KAPITEL Ill. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 91

im Stamm D und der Einzelbande im Stamm Si4 zu klaren, wurden diese einer Analy-
se im MALDI unterzogen (vgl. Kapitel 2.5.3). Das Ergebnis der Aktivitatsbestimmung
beider Varianten ist in Kapitel 2.5.6 dargestellt.

2.5.3. MALDI-TOF-MS/MS Analyse zur Proteinidentifizierung

In der MALDI-TOF-Analyse lasst sich fiir jedes enzymatisch oder chemisch gespaltene
Protein ein spezifischer Peptidfingerprint generieren. Dabei werden die Massen aller
flugfahigen einfach oder mehrfach geladenen Peptide gleichzeitig detektiert. Bei der
MS/MS-Methode werden zudem bis zu zehn der prominentesten Massenpeaks, die
Mutterpeaks, nach der ersten Analyse nochmals einem Zerfall in sogenannte Tochter-
peaks unterworfen. Der dabei erhaltende noch spezifischere Datensatz kann dann fir
eine Datenbankrecherche verwendet werden.

Bei heterologer Expression des Sequenzstiicks des GntR-Gens bis einschlieBlich der
GatDH-Gensequenz wurde in einer SDS-PAGE fir die Proben aus Stamm Si4 und
D eine deutlich Uberexprimierte Bande erhalten, im Stamm D auBBerdem noch eine
zweite schwachere Bande direkt unterhalb der ersten. Da lediglich fur die GatDH ein
Aktivitatsassay durchfiihrbar war, nicht jedoch fiir das putative GntR-Enzym, wurden
die Proben im MALDI analysiert. Um sich eine vorherige aufwendige Anreichung des
GntR-Proteins zu ersparen und gleichzeitig ebenfalls die zweite Bande in der Probe
aus Stamm D untersuchen zu kdnnen, wurde mit den zellfreien Rohextrakten bei-
der Stamme ein Im-Gel-Verdau durchgefiihrt. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
die einzelnen Proteinbanden erst durch die SDS-PAGE aufgetrennt werden und sich
anschlieBend die gewlnschte Bande gezielt aus dem Gel ausschneiden und weiter
untersuchen lasst. Durch dieses Verfahren wurden die potenzielle Bande des GntR-
Proteins aus den Proben beider Stdmme, sowie die zweite Bande aus Stamm D isoliert
und mit Trypsin verdaut.

Ein in silico-Verdau der jeweiligen Aminosaure-Sequenz eines Proteins bietet die MAg-
lichkeit vorab zu klaren, welche einzelnen Peptidmassen bei einem realen Verdau zu
erwarten sind. Die Internet-Software Protein Prospector ermittelt dabei die Schnitt-
stellen innerhalb einer Aminosaure-Sequenz fir eine bestimmte Spaltung und gibt
anschlieBend die in einem solchen Verdau zerlegten Massen an. Dabei kann auf3er-
dem berlcksichtigt werden, ob alle Trypsin-Schnittstellen geschnitten werden, oder ob
durch sogenannte missed cleavages aufgrund nicht verdauter Schnittstellen noch zu-
satzliche vergroBerte Fragmente entstehen kdnnen. In der MALDI-TOF-Analyse soll-
ten dann maglichst viele der Massenpeaks detektiert werden, um somit die Iden-
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titdt des verdauten Proteins bestatigen zu kdnnen. Die bei der MS/MS-Analyse er-
haltenen Fingerprints der einzelnen Proben wurden deshalb zuerst mit dem theoreti-
schen Verdau der Aminosaure-Sequenzen der heterolog exprimierten Proteine Uber
das Internet-Tool Protein Prospector abgeglichen (vgl. Tabelle 23).

Tabelle 23.: Ergebnistabelle der bei der MALDI-Analyse identifizierten Peptidmassen der
verschiedenen Proben, die mit den bei einem theoretischen Trypsinverdau der
Proteine Uber das Internet-Tool Protein Prospector erhaltenen Massenpeaks
Ubereinstimmen. Als Proben wurden die heterolog exprimierten und in einem
SDS-Gel trypsinverdauten Proteinbanden des GntRs aus den Stdmmen Si4 und
D und der GatDH aus Stamm D untersucht. Bei den verglichenen Massen-
peaks wurden die Peptidfragmente mit 1-2 nicht geschnittenen Restriktionsstel-
len (missed cleavages) mit berlcksichtigt. Die Peptidmassen werden als Masse-
/Ladungszahl (m/z) angegeben.

Probe missed cleavages | Peptidmassen (m/Z)

Si4 GntR 0 1003,6; 1021,6; 1044,6; 1069,6; 1099,6; 1227,5; 1243,5;
1311,7; 1648,9; 1677,8; 1857,9; 2083,0; 2099,0; 2207,1;
2223,1; 2239,1; 2270,2; 2996,4; 3012,4; 3028,4
1 868,6; 1391,7; 1407,7;1418,8; 1510,8; 1833,9; 2105,0;
2296,2; 2941,6
1574,9; 2497,3
D GntR 0 1003,6; 1021,6; 1044,6; 1069,6; 1099,6; 1227,5; 1243,5;
1327,7,1648,9;1677,8; 1857,9; 2083,0; 2099,0; 2207,1;
2223,1; 2239,1; 2270,2; 2996,4; 3012,4; 3028,4

N

1 868,6; 1391,7; 1407,7;1418,8; 1833,9; 1919,0; 2105,0;
2312,3;2941,6
2 1574,9; 1759,0; 2261,1; 2497,3; 3366,7
D GatDH 0 881,5; 944,5;1127,6;1542,7,1677,9; 1693,8; 1709,8;

1710,8;1725,8;1726,8; 1742,8;2108,0; 2124,0; 2140,0;
2914,5; 2930,4; 2946,4; 3367,7; 3383,7

1473,9; 1965,0; 2142,0; 24111

2200,2; 2669,2; 2913,4

N —

In Tabelle 23 sind fir die verschiedenen Proben diejenigen Peptidmassen des in si-
lico-Verdaus aufgelistet, die sich durch die MALDI-Ergebnisse bestatigen lieBen. Fir
das GntR-Protein aus Stamm Si4 wurden insgesamt 31 Peptidmassen bestatigt. Da-
von wurden alle 20 der moglichen 20 Fragmente des theoretischen Verdaus ohne
missed cleavages wiedergefunden. Die ausgeschnittene Bande kann somit zu 100%
als die heterolog exprimierte GntR-Sequenz identifiziert werden. Bei den restlichen
elf Massen handelt sich um Fragmente, die eine oder zwei nicht verdaute Trypsin-
Schnittstellen enthalten. Auch die Probe aus Stamm D wurde auf gleiche Weise als
das heterolog exprimierte GntR-Protein identifiziert. Ebenfalls 20/20 der vollstandig
verdauten Peptidmassen der GntR-Sequenz aus Stamm D lieBen sich bestatigen.
Zusatzlich wurden hier noch 14 weitere nicht komplett restringierte Fragmente, also
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insgesamt 34 Massen, gefunden. Der Fingerprint der zweiten diinneren Bande der
Doppelbande aus der Probe von Stamm D wurde mit der theoretisch verdauten Ami-
nosaure-Sequenz der GatDH verglichen. Hier konnten insgesamt 26 Peptidmassen
bestatigt werden, wovon 19 der 21 vollstandig verdauten Fragmente gefunden wur-
den. Dies entspricht einer Identifizierung der GatDH von 90%. Bei einem der fehlen-
den Peptidmassen handelt es sich um den C-Terminus der Proteins.

Obwohl durch den Vergleich mit den in silico-verdauten Sequenzen der Proteine die
Identitat der heterolog exprimierten GntR-Sequenz in beiden Stammen und der GatDH-
Sequenz aus der Doppelbande im Stamm D bereits bestatigt wurden, erfolgte mit den
Fingerprints der verschiedenen Proben parallel noch ein Abgleich mit der Mascot-
Proteindatenbank. Bei der Mascot-Suche wird fiir jede Probe ein sogenannter Score
ermittelt. Dabei betragt der lonenscore -10*Log (P), wobei P flr die Wahrscheinlichkeit
steht, dass es sich bei der gefundenen Ubereinstimmung um ein zufélliges Ereignis
handelt. Der Proteinscore muss deshalb Gber dem Wert 80 liegen, um als signifikant
zu zahlen (p<0,05). Fir die bei der Datenbanksuche erhaltenen Proteinhits werden
die Proteinscores von den lonenscores als eine nicht zufallsbedingte Basis abgelei-
tet. In Abbildung 25 wurde firr jede Probe jeweils der erste Treffer mit der hdchsten
Ubereinstimmung dargestellt.

Alle gefundenen Treffer weisen einen Score von Uber 80 auf und gelten somit als sig-
nifikant. Firr die Probe des GntRs aus Stamm Si4 wurde die beste Ubereinstimmung
mit dem héchsten Score-Wert und einer Sequenzabdeckung von Uber 85% zu ei-
nem Transkriptions-Regulator der GntR-Familie aus Rhodobacter sphaeroides 2.4.1
gefunden. Die Ubereinstimmenden Peptidfragmente dieses Regulators mit denen der
untersuchten Probe sind in der Aminosaure-Sequenz des GntR-Proteins aus Stamm
Si4 rot markiert. Das gleiche Ergebnis wurde fir die GntR-Probe aus Stamm D er-
mittelt, allerdings mit einem niedrigeren Score und damit auch mit einer geringeren
Sequenzabdeckung von 75,4%. Fir die GatDH-Probe aus Stamm D wurde eine Se-
quenzabdeckung von fast 52% mit einer short-chain Dehydrogenase/Reduktase aus
Rhodobacter sphaeroides ATCC erhalten. Dass fir diese Abgleiche keine 100%igen
Ubereinstimmungen ermittelt werden kénnen, liegt daran, dass nur auf die in der Da-
tenbank bereits hinterlegten Sequenzen zurlickgegriffen werden kann. Auf3erdem wur-
den aufgrund der starken Quervernetzung wahrscheinlich nicht alle Peptide aus den
Gelstlicken des Im-Gelverdaus extrahiert und gelangten daher gar nicht erst in die
MALDI-Untersuchung.
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Mascot Search Results (Probe:8i4d GntR)

Match to: gi|774 25918 Score: 219 Nominal mass (M,.): 28709
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Mascot Search Results (Probe:D GntR)

Match to: gi|774 2918 Score: 137 Nominal mass (M,): 28708
Description: transcriptional regulator, GntR family
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Mascot Search Results (Probe:D GatDH)
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Abbildung 25.: Ergebnisse der Mascot-Datenbanksuche mit den MALDI-Fingerprints der
GntR-Probe aus Stamm Si4 und D und der GatDH-Probe aus Stamm D.
Dargestellt ist jeweils der hochste gefundene Hit zusammen mit der Daten-
banknummer, dem Proteinscore, der molekularen Masse und dem Organis-
mus des verwandten Proteins. Die Ubereinstimmenden gefundenen Peptid-
fragmente sind entsprechend in der Aminosaure-Sequenz der jeweils unter-
suchten Probe rot markiert. Die Sequenzabdeckung gibt dabei an, wie hoch
der Anteil dieser homologen Fragmente an der Gesamtsequenz betragt.
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2.5.4. Coexpression des GntR-ahnlichen Proteins mit einem
Aminosaureaustausch und der GatDH

Der gesamte Sequenzbereich des ORFs des GntR-ahnlichen Proteins bis einschliel3-
lich der gesamten GatDH-Sequenz weist in den beiden Stammen Rhodobacter sphae-
roides Si4 und D zwei Unterschiede auf. Zum einen wurde eine 21 bp gro3e Sequenz
im Stamm D dupliziert, die einen Einfluss auf eine potenzielle Erkennungssequenz
eines moglichen GntR-Regulators haben kdnnte. Zum anderen unterscheidet sich der
ORF des Regulators beider Stamme in genau einer Punktmutation, die auch den Aus-
tausch einer Aminosaure zur Folge hat. An Position 26 ist im Stamm D statt eines
Prolins ein Leucin vorhanden. Dieser Austausch konnte einen mafgeblichen Einfluss
auf die Faltung und damit auch auf die Funktion des GntR-ahnlichen Proteins haben.
Die konstitutive Expression der GatDH findet lediglich im Stamm D statt, welcher auch
als einziger der Stamme den Leucin-Austausch innerhalb der GntR-Sequenz tragt.
Der Parentalstamm Si4 und der type strain 2.4.1, die beide das Prolin an Position 26
des GntR-Proteins besitzen, kdnnen die GatDH nicht exprimieren.

Es galt zu untersuchen, ob der Aminosaureaustausch im Stamm D gegentber Stamm
Si4 moglicherweise einen Einfluss auf die Funktionsfahigkeit des GntR-ahnlichen Pro-
teins hat und somit folglich auch die Expression der GatDH beeinflusst. Dazu wur-
den die Coexpressions-Varianten beider Stdmme mittels einer QuikChange-PCR einer
ortsgerichteten Mutagenese zum gezielten Austausch der einzigen unterschiedlichen
Base Thymin bzw. Cytosin an Position 77 des GntR-Gens unterzogen. In der Variante
pET24a(+)-D-L26PGntR+GatDH wurde somit an Position 26 des GntR-Proteins das
Leucin durch ein Prolin ersetzt, in der Variante -Si4-P26LGntR+GatDH entsprechend
das Prolin gegen ein Leucin. Ein direkter Aktivitatstest des putativen Regulatorproteins
war nicht moglich, daher wurden die Auswirkungen der jeweiligen Austausche in den
Varianten indirekt durch die Expression des GatDH-Enzyms bestimmt. Die Varianten
wurden in gleicher Weise wie die anderen Klone kultiviert und aufgeschlossen. Der
Vergleich der Proben beider Stamme auf einem SDS-Gel lieferte optisch das gleiche
Ergebnis wie die Varianten ohne Aminosaureaustausch. Die Ergebnisse der jeweiligen
Oxidations-Assays lassen sich in Kapitel 2.5.6 vergleichen.

2.5.5. Kultivierung der Varianten ohne IPTG-Induktion

Wie bereits in Kapitel 2.4 erlautert wurde, lie3 sich fir den Stamm Rhodobacter sphae-
roides D innerhalb der Duplikationssequenz eine mogliche -10-Region eines Promo-
tors identifizieren (siehe Abbildung 20). Da diese im Stamm Rhodobacter sphaeroides
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Si4 nicht vorhanden ist, kdnnte sie ebenfalls eine gute Erklarung fir die konstitutive Ex-
pression im Stamm D darstellen. Die in den pET24a(+)-Vektor einklonierten verschie-
denen Sequenzvarianten von Si4 und D stehen in ihrem Wirt Escherichia coli unter
Kontrolle des Lac-Repressor/T7-Promotor-Systems (vgl. Kapitel 10). Um die Varianten
auf eine mogliche eigene vorhandene Promotorsequenz zu testen, missen sie dem
Einfluss des verwendeten Expressionssystems entzogen werden. Dies wurde einfach
dadurch erreicht, dass die Varianten ohne Zugabe des Laktoseanalogons IPTG kul-
tiviert wurden. Der Lacl-Repressor bleibt aktiv, es wird keine T7-RNA-Polymerase
translatiert und somit bleibt auch der T7-Promotor des Vektors inaktiv. Au3er den
zu untersuchenden Varianten wurden zudem zwei weitere Enzymvarianten, die N-
terminal His(6)-getagte Galaktitol-Dehydrogenase (vgl. Kapitel 3.1) und eine Sorbitol-
Dehydrogenase, im selben Expressionssystem ohne IPTG-Induktion angezogen, um
auf eine mogliche Basalexpression testen zu konnen. Das Ergebnis der Aktivitatsbe-
stimmung der Anzucht aller Varianten ohne IPTG-Induktion wird im nachsten Kapitel
erlautert.

2.5.6. Vergleich der Volumenaktivitaten der verschiedenen Sequenzvarianten
aus R. sphaeroides Si4 und D

Um den Einfluss der zusatzlichen repetitiven Sequenz bzw. des AS-Austausches in
der GntR-Sequenz im Stamm D gegeniber Stamm Si4 auf die konstitutive Expression
des GatDH-Gens im Stamm R. sphaeroides D zu untersuchen, wurden verschiede-
ne Mutanten beider Stdmme in Escherichia coli-Zellen produziert (siehe Tabelle 24).
Alle in den vorherigen Kapiteln 2.5.1 bis 2.5.4 bereits vorstellten Sequenzvarianten
haben den vollstandigen ORF des GatDH-Gens gemein. Diesen Varianten wurden
zusatzlich verschiedene Sequenzstiicke aus dem upstream des GatDH lokalisierten
Bereichs mit einkloniert. Zum einen wurde der ORF des GntR-ahnlichen Proteins zu-
sammen mit der kompletten, zwischen dem GntR- und dem GatDH-Gen liegenden,
nicht kodierenden Zwischensequenz (ZWS) einkloniert. Diese Varianten wurden zur
Coexpression beider Gene verwendet (GntR + ZWS + GatDH). Die Zwischensequenz
istim Stamm Si4 193 bp grofB3, im Stamm D betragt die Lange der Sequenz, aufgrund
der 21 bp groBen Insertion, 214 bp. Da sich die Sequenz des GntR-Proteins in beiden
Stammen um genau eine Aminosaure unterscheidet, wurden flr jeden Stamm je eine
Variante mit der urspriinglichen Sequenz und eine mit dem AS-Austausch des anderen
Stammes hergestellt (GntR(L26P): urspriingliche Sequenz im Stamm Si4 (Prolin) und
GntR(P26L): urspriingliche Sequenz im Stamm D (Leucin)). Zum anderen wurde ledig-
lich ein Teilstiick der ZWS, ohne den GntR, als sogenannte Vorsequenz (VS) vor das
GatDH-Gen gesetzt (VS + GatDH). Die Vorsequenz hat im Stamm Si4 eine Gro3e von



KAPITEL Ill. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 97

50 Basenpaaren, die Sequenz im Stamm D ist wegen des Einschubs wiederum um
21 bp vergroBert (71 bp). Die verschiedenen Varianten wurden zum Vergleich jeweils
sowohl aus den Sequenzen des Parentalstammes Si4, als auch aus denen des Muta-
tionsstammes D kloniert. Um die Ergebnisse besser vergleichbar zu machen, wurden
alle Varianten im gleichen Volumen als Schuttelkulturen unter identischen Bedingun-
gen kultiviert. Die jeweils 250 ml gro3en Komplexmedium-Kulturen wurden, aul3er bei
der Anzucht ohne IPTG-Zugabe (vgl. Kapitel 2.5.5), bei einer optischen Dichte von 0,6
bis 0,8 induziert und nach 18 Stunden Wachstum bei 28°C abgeerntet. Die Volumen-
aktivitat der Rohextrakte wurden im Oxidations-Assay mit 1,2-Hexandiol als Substrat
bestimmt (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24.: Volumenaktivitaten der zellfreien Rohextrakte der rekombinanten GatDH Se-
quenzvarianten aus R. sphaeroides Si4 und D mit unterschiedlichen Sequenzele-
menten und -gréBen upstream des 5°-Endes der GatDH. (VS): Teilstlick der Zwi-
schensequenz zwischen dem GntR- und GatDH-Gen mit einer GroBe von 50 bp
im Stamm Si4 und 71 bp im Stamm D. Die VS-Varianten wurden zudem Uber ei-
ne Xbal-Schnittstelle einkloniert, um die vektoreigene RBS zu entfernen. (ZWS):
vollstandige Zwischensequenz zwischen dem GntR- und GatDH-Gen mit einer
Gré3e von 193 bp im Stamm Si4 und 214 bp im Stamm D. (L26P/P26L): liest
sich, erste AS wurde an Position 26 durch zweite AS ausgetauscht; das GntR-
Protein unterscheidet sich in einer AS im Stamm Si4 (P) verglichen zu Stamm D
(L); AS-Austausch erfolgte anhand einer QuikChange-PCR um beide Varianten
in beiden Stdmmen zu testen. Alle Varianten wurden mit (+IPTG)-Zugabe und oh-
ne (-IPTG)-Induktion kultiviert und die Aktivitaten anschlieBend mit 1,2-Hexandiol
als Substrat bestimmt. (n.b. = nicht bestimmt).

Volumenaktivitat [Units] aus 250 ml Kulturen

(Aktivitaten mit 1,2-Hexandiol als Substrat bestimmt.)
Sequenzvarianten aus R. sphaeroides Si4 aus R. sphaeroides D
in pET24a(+)

+IPTG -IPTG +IPTG -IPTG

VS + GatDH 16 - - -
GntR(L26P) + ZWS - - 168 53
+ GatDH
GntR(P26L) + ZWS - - 158 90
+ GatDH
NHis-GatDH n.b. n.b. 1204 -

FOr die Varianten aus Stamm Si4 mit dem gesamten Sequenzstick des GntR- bis ein-
schlie3lich des GatDH-Proteins (GntR(L26P/P26L) + ZWS + GatDH) konnten weder
mit noch ohne IPTG-Induktion Aktivititen gemessen werden. Grinde hierfir waren
jeweils ein funktionaler Repressor und die fehlenden potenziellen regulatorischen Ele-
mente, die durch den Einschub im Stamm D zusatzlich vorhanden sind. Insgesamt
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass der Aminosaure-Austausch im GntR-Protein
keinen Einfluss auf die folgende Expression der GatDH hat, ansonsten mussten fur die
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GntR(L26P)/GntR(P26P)-Varianten unterschiedliche Ergebnisse erhalten werden. Ob
der durch die MALDI-Analyse (vgl. Kapitel 2.5.3) identifizierte putative Regulator im
Stamm Si4 aufgrund einer méglichen funktionalen Erkennungssequenz grundsatzlich
einen Einfluss auf die Expression nimmt, die dagegen im Stamm D durch den Ein-
schub unterbrochen sein konnte, lasst sich anhand dieses Experiments allerdings
nicht klaren.

Eine geringe Aktivitat von 16 Units konnte allerdings fir die Vorsequenz-Variante bei
vorheriger IPTG-Zugabe bestimmt werden. Da in dieser Variante die vektoreigene
RBS fehlt, kann die Wirtszelle die einzig verfiigbare RBS AGGAA in der -7 Position
unmittelbar vor dem GatDH-Gen anscheinend nur fiir eine niedrige Translationsrate
nutzen. Die schwache Expression wurde zuvor bereits in der SDS-PAGE beobach-
tet (vgl. Abbildung 23), da im Rohextrakt trotz vorhandener schwacher Aktivitat keine
Uberexprimierte Bande sichtbar war. Ohne IPTG-Induktion ist der im Vektor vorhan-
dene T7-Promotor nicht aktiv. Da keine putative Promotorsequenz in der Vorsequenz
von Stamm Si4 vorhanden ist, erklart sich warum in der VS-Variante bei Anzucht ohne
Induktion keine Aktivitat mehr zu messen ist.

In den Rohextrakten der IPTG-induzierten Gesamtsequenz-Varianten (GntR(L26P/-
P26L) + ZWS + GatDH) aus Stamm D konnte dagegen eine Aktivitat von 158 Units
fr die Variante mit dem fir diesen Stamm urspringlichen GntR-Protein (P26L) und
168 Units flr die Variante mit dem AS-Austausch L26P im GntR gemessen werden.
Far die gleichen Varianten wurden ohne IPTG-Zugabe die niedrigeren Aktivitaten von
53 Units (L26P) und 90 Units (P26L) erhalten. Dies liel3e sich prinzipiell nur dadurch
erklaren, dass der in der Einschubsequenz von Stamm D lokalisierte putative Pro-
motor und eine der potenziellen RBS tatsachlich funktionell waren, wenn auch in der
Wirtszelle nicht so effektiv wie im urspriinglichen Organismus Rhodobacter sphae-
roides. Dass in den Coexpressions-Varianten im Stamm D gegenlber Stamm Si4
grundsatzlich eine GatDH-Aktivitat vorhanden ist, lie3 sich bereits durch die SDS-
PAGE nachweisen (vgl. Abbildung 24). Im Rohextrakt von Stamm D war im Gegensatz
zu Stamm Si4 auBer der deutlich Uberexprimierten Bande fir das Regulatorprotein ei-
ne zweite dinne Bande in GroBe des GatDH-Monomers von 26 kDa vorhanden. In
einer MALDI-Analyse wurde sowohl diese Bande als Galaktitol-Dehydrogenase iden-
tifiziert, als auch die Identitat des GntR-Repressors bestatigt (vgl. Kapitel 2.5.3). Dass
die GatDH im Vergleich zum GntR-Protein schwacher exprimiert wird, kdnnte daran
liegen, dass die potenziellen RBS in der Sequenz von Stamm D von der Wirtszelle
nicht so optimal wie die vektoreigene RBS genutzt werden konnen. Es ware ebenfalls
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moglich, dass der GntR-Repressor auch im Stamm D noch funktional ist, jedoch we-
sentlich schwécher als im Stamm Si4, wo keine GatDH-Expression mehr bestimmbar
ist.

Far die Vorsequenz-Variante wurde keine Aktivitat erhalten. Das Ergebnis stimmt mit
der Analyse der Proteinprobe in einem SDS-Gel Uberein (vgl. Abbildung 23). Dort
wurde ein Protein mit einem Molekulargewicht von Uber 26 kDa ermittelt, welches
vermutlich durch Verwendung der ersten potenziellen RBS AGGAA und Ablesen des
alternativen Startcodons zur Translation des N-terminal vergroBBerten und inaktiven
GatDH-Enzyms flhrt. Dass auch ohne IPTG-Zugabe keine Aktivitat zu messen ist,
konnte daran liegen, dass die Vorsequenz mit nur 71 bp in Relation zur gesamten
Zwischensequenz stark verkirzt ist. Die Bindung der RNA-Polymerase an die putative
Promotorsequenz kénnte durch den unmittelbar vor der einklonierten Sequenz lokali-
sierten, in diesem Falle aktiven Lac-Repressor sterisch behindert sein.

In den BL21(DES3)-Wirtszellen unterliegt die Expression der Zielgene dem T7/Lac-
Repressorsystem des pET24a(+)-Vektors. Das System ist so angelegt, dass eine Ex-
pression erst dann stattfinden kann, wenn dem Medium IPTG zugegeben wird. Die
urspriinglich an den Lac-Repressor gebundenen Lacl-Tetramere binden an das IPTG
und geben so ihre Regulatorfunktion auf. Die T7-RNA-Polymerase kann nun von der
Wirtszelle transkribiert und translatiert werden und hoch spezifisch an den T7-Promotor
auf dem Expressionsvektor vor den Zielgenen binden. Im Vektor ist downstream des
T7-Promotors zusatzlich eine Lacl-Operatorsequenz lokalisiert. Diese wird bei IPTG-
Induktion ebenfalls nicht mehr durch die Lacl-Tetramere blockiert und die Zielgene
kénnen schlieBlich exprimiert werden. Das System verfligt also sozusagen Uber zwei
Sicherungssysteme, den hoch spezifischen T7-Promotor und den, die Expression der
T7-RNA-Polymerase und den T7-Promotor selbst blockierenden, Lac-Repressor zur
Kontrolle der Basalexpression (Dubendorff and Studier, 1991 [39]). Eine schwache
Basalexpression ist aufgrund einer sehr geringen Expression der T7-RNA-Polymerase
durch die Wirtszelle trotz dieses System immer noch mdglich. Das bedeutet, dass ein
Zielgen auch ohne IPTG-Induktion von den Zellen schwach exprimiert werden kann.

Um zu testen, ob die in den Kulturen ohne IPTG-Zugabe erhaltenen Aktivitaten we-
gen einer veranderten Regulation oder aufgrund einer Basalexpression detektierbar
waren, wurden zwei weitere bekannte Enzymvarianten unter den gleichen Bedingun-
gen angezogen und getestet. Die N-terminal His-getagte GatDH, kloniert aus Stamm
Rhodobacter sphaeroides D (vgl. Kapitel 3.1), erreichte unter IPTG-Induktion im Roh-
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extrakt eine Volumenaktivitat von ca. 1200 Units. Bei gleicher Anzucht ohne IPTG-
Zugabe wurde keine Aktivitat gemessen. Da die GatDH-Sequenz fir beide Stamme
D und Si4 identisch ist und wegen des universellen Codes zu identischen Protei-
nen translatiert werden muss, wurde die Messung nur flr die klonierte Sequenz aus
Stamm D durchgefihrt und nicht nochmals fir das Gen aus Stamm Si4 wiederholt
(n.b.). Nicht in Tabelle 24 dargestellt ist der in gleicher Weise durchgefuhrte Test auf
eine Basalexpression flr eine Sorbitol-Dehydrogenase, welche aus Stamm Rhodo-
bacter sphaeroides Si4 kloniert wurde. Fur dieses Enzym konnte ebenfalls keine Ba-
salexpression bestimmt werden. Somit konnte flir die gemessenen Aktivitaten ohne
IPTG-Induktion eine Basalexpression als Ursache ausgeschlossen werden. Durch den
repetitiven Einschub ist im Stamm D eine zusatzliche putative Promotorsequenz vor-
handen, die fir die Expression des GatDH-Enzyms auch ohne IPTG-Zugabe verant-
wortlich sein kédnnte. Da ohne die Induktion noch 57% der Aktivitat der P26L-Variante
und 32% der Aktivitat der L26P-Variante mit Induktion erreicht wurden, ist dies eben-
falls eher ein Hinweis auf eine veranderte regulatorische Mutation im Stamm D. Eine
Aktivitat, die aus einer Basalexpression stammt, misste im Vergleich wesentlich ge-
ringer sein.

2.6. Zweistufige Reverse Transkriptase-PCR zur mRNA-Analyse

Mit Hilfe dieser Methode sollte die RNA der beiden Stammen Rhodobacter sphaeroi-
des Si4 und D auf die Anwesenheit der GntR-, GatDH-, oder beide Gene kodierenden
MRNA untersucht werden. Der Nachweis der mRNA ware ein Beweis fur die Transkrip-
tion des zugehorigen Gens im jeweiligen Stamm bzw. kdnnte einen Hinweis auf eine
gemeinsame oder eine voneinander unabhangige Expression der beiden Gene liefern.

Da der Stamm Si4 Galaktitol nicht als Kohlenstoffquelle nutzen kann, wurden bei-
de Stamme auf Malat angezogen und nach Erreichen einer optischen Dichte von 1
die Gesamt-RNA isoliert. Als Nested-Primer wurden die genspezifischen Primer RT-
GntR-nested-r und RT-GatDH-nested-r fiir die RT-Reaktion eingesetzt. Da das GatDH-
Gen 3’-warts des GntR-Gens lokalisiert ist, kdnnte somit anhand des GatDH-nested-
Primers eine lediglich fur die GatDH kodierende mRNA nachgewiesen werden, als
auch eine mRNA, die beide Gene polycistronisch enthalt. Falls fir das GntR-Protein
eine eigenstandige mRNA vorhanden sein sollte, kann diese durch den GntR-nested-
Primer bei der Reversen Transkription amplifiziert werden. Entsprechend wurden flr
die Vermehrung der cDNA anschlie3end die Primerpaare: GatDH-f und GatDH-r far
das GatDH-Gen, GntR-f und GntR-r fir das GntR-Gen und GntR-f und GatDH-r far
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beide Gene auf einer gemeinsamen mRNA eingesetzt. Es wurden auf3erdem mehre-
re Kontrollen durchgefiihrt. So wurden die RT-Ansatze beider Stamme doppelt ange-
setzt, in einen der Ansatze jedoch keine Reverse Transkriptase hinzu pipettiert. Dieser
Ansatz galt als Negativkontrolle fir genomische DNA, um sicher zu gehen, dass ge-
bildete Amplifikate ausschlieBlich aus der mRNA und nicht aus in den Praparationen
moglicherweise noch vorhandener DNA entstanden waren. Der RT-Ansatz wurde zu-
dem noch einmal mit RT, jedoch mit Wasser statt Template angesetzt, um auf Verunrei-
nigungen innerhalb der verwendeten Substanzen zu testen. Flr beide Negativkontrol-
len wurden ebenso wie flir die normalen Proben die nachfolgende PCR durchgefihrt.
Als Positivkontrolle fiir die verschiedenen mdglichen Amplifikate der Folge-PCR, wurde
als Template die Plasmid-DNA eines die beiden Gene coexprimierenden Si4-Klones
verwendet. Insgesamt wurden also 16 Ansatze untersucht, jeweils drei pro Stamm far
die verschieden moglichen Amplifikate, sowie sieben Negativ- und drei Positivkontrol-
len. Das Ergebnis nach RT-Reaktion und PCR zur Vermehrung der gebildeten cDNA
wurde auf einem 1%igen Agarosegel Uberpriift (siehe Abbildung 26).

D Si4 - +
RT+ RT- RT+ RT- H,0 Plasmid-DNA

1 Mo 2 3

_;.
:

.

Abbildung 26.: Ergebnis der zweitstufigen RT-PCR. Als Templates wurden die Gesamt-RNA
aus Stamm D und Si4, sowie Wasser als Negativkontrolle (-) und Plasmid-
DNA als Positivkontrolle (+) verwendet. Ansatze (RT+): mit Reverser Tran-
skriptase, (RT-): ohne Reverse Transkriptase als Negativkontrolle flir geno-
mische DNA. Marker (M): 1kb-Ladder (Fermentas), Primerpaare (1): GatDH-f
und GatDH-r, (2): GntR-f und GatDH-r, (3): GntR-f und GntR-r. Der wei3e Pfeil
zeigt die relativ schwache Bande fir das GntR-Amplifikat des Ansatzes ohne
RT aus Stamm D an.

Far Stamm D wurde das 765 bp groBe Amplifikat fir das GatDH-Gen erhalten (Spur
1). Da die Bande lediglich in dem Ansatz mit Reverser Transkriptase (RT+) vorhan-
den war, kann das Fragment nur aus der fir das GatDH-Gen kodierenden mRNA
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amplifiziert worden sein. Somit ware die transkribierte mRNA fir das GatDH-Gen im
die GatDH konstitutiv exprimierenden Stamm Rhodobacter sphaeroides D nachge-
wiesen. In dem Ansatz mit Reverser Transkriptase wurde fiir Stamm D auBBerdem das
783 bp groBe Amplifikat des GntR-Gens erhalten (Spur 3). Da in der Probe ohne Re-
verse Transkriptase jedoch ebenso eine, wenn auch wesentlich schwachere (weil3er
Pfeil) Bande zu sehen war, kann in diesem Fall nicht ausgeschlossen werden, dass
das Fragment fir den GntR-Regulator aus einer DNA-Verunreinigung statt aus der zu-
gehorigen mRNA amplifiziert wurde. Eine gemeinsame mRNA fir beide Gene konnte
far Stamm D nicht nachgewiesen werden (Spur 2).

Fir die Ansatze aus Stamm Si4 wurden Uberhaupt keine Amplifikate erhalten. So-
mit konnte durch dieses Experiment weder die Transkription des GntR-Gens, noch die
des GatDH-Gens in diesem Stamm nachgewiesen werden. In der Negativkontrolle (-)
mit Wasser als Template ist keine Bande zu sehen. Die fur die Reaktionen verwende-
ten Reagenzien enthielten also keine Verunreinigungen. Fur die PCR-Positivkontrollen
(+) wurden alle erwarteten Amplifikate erhalten, namlich die GatDH (765 bp, Spur 1),
das Fragment fur beide Gene (1741 bp, Spur 2) und der GntR (783 bp, Spur 3).

Durch die durchgeflihrten Experimente liel3 sich abschlie3end nicht mit vollstandiger
Sicherheit klaren, ob der durch die Einschubsequenz im Stamm D neu entstandene
Promotor fiir die konstitutive Expression der GatDH im Stamm D gegenUber den Stam-
men Si4 und 2.4.1 verantwortlich ist. Die meisten Ergebnisse weisen jedoch auf eine
derartige modifizierte Regulation der Expression des GatDH-Gens im Stamm D hin.
Da fur Stamm Si4 weder die mRNA des GntR-Proteins als selbstandiges Molekil,
noch als polycistronisches Fragment nachgewiesen werden konnte, ist eine negative
Regulation der Expression des GatDH-Gens im Parentalstamm anhand dieses GntR-
Regulatorproteins als unwahrscheinlich zu betrachten.

3. Gezielte Strukturveranderung am C-Terminus der
Galaktitol-Dehydrogenase zur Untersuchung der
Magnesiumionen-Abhangigkeit

Im Rahmen einer Diplomarbeit innerhalb dieser Arbeitsgruppe wurde der Einfluss
von Metallionen auf die katalytische Aktivitat der aus dem Mutationsstamm Rhodo-
bacter sphaeroides D isolierten und angereicherten Galaktitol-Dehydrogenase unter-
sucht (Jakel, 1994 [88]). Bei Schneider et al., 1995 wurde eine strikte Abhangigkeit der
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Aktivitat des Enzyms von bivalenten Kationen gezeigt, wobei eine Inkubation in MnCls,
NiCl, und CoCl, die Aktivitat gegenliber dem Ublicherweise verwendeten MgCl, noch
steigerten. Dagegen zeigte eine Zugabe von ZnSO, bzw. FeSO, einen inhibitorischen
Effekt fir das Enzym in Form sinkender Aktivitatsraten. Bei diesen Experimenten konn-
te also ein Einfluss der Metallionen auf die Aktivitat der Dehydrogenase festgestellt, je-
doch keine Aussage Uber mdgliche Auswirkungen auf die Struktur des Enzyms getrof-
fen werden. Die von Carius und Scheidig (Publikation in Vorbereitung) ermittelte Kri-
stallstruktur der GatDH zeigte einen Zusammenhang zwischen den Magnesiumionen
und dem C-Terminus des Proteins. Das aktive Enzym liegt dabei als Tetramer aus vier
identischen Untereinheiten vor, wobei jeweils ein Magnesiumion Uber die zwei diago-
nal gegentiberliegenden, entgegengesetzt ausgerichteten C-Termini gemeinsam ko-
ordiniert wird. Innerhalb des Homotetramers sind somit insgesamt zwei Magnesiumio-
nen komplexiert. In diesem Teil der Arbeit sollte daher eine am C-Terminus veranderte
Variante hergestellt werden, um mit deren Hilfe weitere Erkenntnisse tber die Struktur-
und Funktionsabhangigkeit des Proteins in Bezug auf die Mg?*-Koordination zu erhal-
ten.

3.1. Generierung von His(6)-getagten Varianten zur vereinfachten
Anreicherung

Eines der Hauptziele dieser Arbeit war die Galaktitol-Dehydrogenase hinsichtlich einer
elektroenzymatischen Anwendung zu optimieren (vgl. Kapitel 5). Dabei musste zuerst
eine vereinfachte und vor allem schnellere Anreicherung des Enzyms im Vergleich
zur bereits etablierten Anreichungsstrategie flr die native GatDH (Schneider et al.,
1995 [188]) gewahrleistet werden. Eine haufig verwendete und gut etablierte Metho-
de fUr die Anreicherung groBer Proteinmengen stellt eine Affinitatschromatographie
Uber einen Histidin-Tag dar (Schmitt et al., 1993 [184]; Hochuli et al., 1987 [75]). Es
bieten sich grundsatzlich zwei Moglichkeiten an, einen Tag an eine Proteinsequenz
anzufligen, und zwar an deren C-terminales oder N-terminales Ende. Der relative klei-
ne (sechs Histidine) und flexible Tag behindert dabei die Aktivitat des Enzyms nicht,
wenn die Termini an der Oberflache des Proteins lokalisiert sind.

Die Fusion der nativen GatDH (Plasmid: pET24a(+)-nGDH(D)) mit dem jeweiligen
Hisg-Tag erfolgte anhand der spezifisch fir diesen Zweck konstruierten Primer nGDH-
A3-Ndel/His fur den N-terminalen bzw. GDH-HIS(6)-BamH]I fur den C-terminalen His-
Tag. Diese wurden jeweils in Kombination mit den entsprechenden Gegenprimern
in einer Nested-PCR eingesetzt. Nach Bestatigung des angefligten Tags durch eine
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DNA-Sequenzierungsanalyse wurden die Fusionsproteine in E. coli BL21-Gold(DES3)
heterolog exprimiert und auf GatDH-Aktivitat getestet (vgl. Tabelle 25).

Tabelle 25.: Vergleich der spezifischen Aktivititen im Rohextrakt der mit einem His-Tag
modifizierten GatDH-Varianten.
Variante Modifikation spez. Aktivitat [U/mg]
NHis-GatDH N-terminaler His(6)-Tag 5,8

GatDH-CHis C-terminaler His(6)-Tag -

Wie bereits in der Arbeit von Zimmer 2006 gezeigt wurde, besal3 die Variante mit C-
terminalem Hisg-Tag keine GatDH-Aktivitat. Dagegen konnte fir die N-terminal modi-
fizierte Variante eine spezifische Aktivitat von ca. 6 U/mg in dem zellfreien Rohextrakt
einer 250 ml Komplexmedium Kultur gemessen werden. Die aktive Variante konnte
schlieBlich tber eine Affinitatschromatographie (vgl. Kapitel 5.4) angereichert werden.

3.2. Konstruktion der C-terminal verkurzten GatDH

Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, fihrten die am C-Terminus zusatzlich an-
gebrachten Aminosauren zu einer kompletten Inaktivierung des Enzyms. Da die C-
Termini im Innern des Enzyms lokalisiert und anscheinend fiir die Komplexierung der
Mg?*-lonen verantwortlich sind, behinderte der Tag vermutlich die korrekte Faltung
des Proteins. Die aktive Konformation des Homotetramers entsteht sozusagen durch
eine Dimerisierung zweier Dimere. Zum einen werden zwei benachbarte Monomere
in gegensatzlicher Orientierung jeweils Uber das -Faltblatt am C-Terminus dimerisiert
(siehe Abbildung 27). Zum anderen findet die Koordinierung der Magnesiumionen tber
die drei letzten Aminosauren der C-Termini (Threonin 252, Valin 253 und Tryptophan
254) jeweils zweier Dimere statt. Der N-Terminus ist an der Proteinoberflache lokali-
siert und somit nicht an der Faltung beteiligt. Wurden die zusatzlichen Aminosauren
an den N-Terminus angefligt, fihrte dies daher nicht zu einem Aktivitatsverlust (vgl.
Tabelle 25).

Es wurde eine Deletionsvariante hergestellt, die C-terminal um die drei das Magne-
siumion komplexierenden Aminosduren verkirzt wurde (Variante GatDH251). Somit
sollte nur noch eine Dimerisierung Uber die -Faltblatter, nicht jedoch eine Koordinie-
rung Uber die Magnesiumionen maglich sein. Dies kdnnte sich auf die Ausbildung des
tetrameren Holoenzyms auswirken (siehe Abbildung 27).
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N-Terminus

C-Terminus

3-Faltblatt
Val253

Abbildung 27.: Bandermodell der Kristallstruktur einer Enzymuntereinheit der GatDH. Darge-
stellt ist der im aktiven Zentrum gebundene Cofaktor NAD™, der freiliegende
N-Terminus, sowie die an der Komplexierung eines Magnesiumions beteilig-
ten Aminosauren des C-Terminus. Oben links in der Abbildung ist die Tetra-
merstruktur des Enzyms dargestellt. Strukturdaten des Monomers von Carius
und Scheidig (Publikation in Vorbereitung).

Die verkurzte Variante wurde in einer Nested-PCR mit den Primern GDH-Ndel-f und
nGDH-A3-251/BamHI und dem Plasmid der nativen heterolog exprimierten GatDH
als Template amplifiziert und in den Expressionsvektor pET24a(+) kloniert. Die Klo-
ne, flr die bei der Sequenzierung die richtige Sequenz bestatigt wurde (pET24a(+)-
GatDH251), wurden zum Test auf GatDH-Aktivitat in den Wirtszellen E. coli BL21-
Gold(DE3) unter den Standardbedingungen kultiviert. Die Abhangigkeit des funktiona-
len Enzyms von der Anwesenheit der Mg?*-lonen wurde durch eine Dialyse der nati-
ven heterolog exprimierten GatDH gegen Mg-freien Puffer gezeigt (vgl. Tabelle 26).

Die Dialyse des aktiven Enzyms gegen Puffer ohne MgCl, flhrte zu einem signifi-
kanten Aktivitatsverlust von 69%. Die Aktivitat der GatDH lief3 sich jedoch bei erneuter
Zugabe von MgCl, vollstandig wieder herstellen. Die Verklrzung der GatDH um die
letzten drei Aminosauren des C-Terminus flhrte zu einer kompletten Inaktivierung des
Enzyms, auch bei Anwesenheit von 1 mM MgCl, im Puffer. Die Loslichkeit der neuen
Variante GatDH251 wurde in einer SDS-PAGE Uberprift (siehe Abbildung 28).
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Tabelle 26.: Vergleich der relativen Aktivitaten in [%] der angereicherten nativen GatDH vor
und nach Dialyse gegen Mg-freien bzw. Mg-haltigen Puffer und des Rohextraktes
der am C-Terminus um drei Aminosauren verklrzten GatDH251. Die Ausgangs-
aktivitat der nativen GatDH mit 82 U/ml wurde dabei gleich 100% gesetzt.

Variante Puffer Relative Aktivitat [%]
native, heterol. expr. GatDH 20 mM BisTris, 1 mM MgCl; 100
native, heterol. expr. GatDH dialysiert, ohne MgCl, 31
native, heterol. expr. GatDH dialysiert, mit 1 mM MgCl; 100
GatDH251 20 mM BisTris, 1 mM MgCl, 0
P RE M
.~4— 26 kDa

Abbildung 28.: SDS-PAGE der C-terminal verkiirzten GatDH251-Variante. Als Marker (M)
dienten 7 ul des Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad). Es wurden 5 pl
des Pellets (P) und 10 ul des Rohexiraktes (RE) aufgetragen. Die Farbung
erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Der eindeutig groBte Anteil der Uberexprimierten GatDH251-Variante fiel in den Zel-
len als Inclusion bodies aus (Pelletfraktion, P). Im Rohextrakt (RE) war jedoch auch
eine deutliche Bande flr das |6sliche Protein zu erkennen. Da fir die Variante keine
Aktivitatsbestimmung maoglich war, wurde die Identitat des Proteins Uber eine MALDI-
Analyse vorgenommen (vgl. Kapitel 3.4.1).

3.3. Anreicherung der verkirzten GatDH251

Eine Kristallisation der durch die Deletion der letzten drei Aminosauren am C-Terminus
verklrzten GatDH251, kénnte zur Aufklarung der Struktur und der Funktionsweise der
aktiven GatDH beitragen. Aufgrund der fehlenden Mg?*-Koordinationsstellen wurde
vermutet, dass die GatDH251-Variante als Dimer vorliegt. Da ein Anfligen verschiede-
ner Tags jeweils nahezu komplett zur Bildung von Inclusion bodies fihrte (Daten nicht
gezeigt), sollte die von 254 auf 251 Aminosauren verkirzte Variante GatDH251 ohne
Tag angereichert werden.
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3.3.1. Chromatographische Trennmethoden

Die Variante GatDH251 wurde unter den Standardbedingungen bei 28°C jeweils in
einer 250 ml kanamycinhaltigen Komplexmedium-Schuttelkultur kultiviert. Die Indukti-
on erfolgte bei einer optischen Dichte bei 600 nm von ca. 1, die Induktionszeit betrug
18 Stunden. Die Zellen wurden zunachst in 20 mM BisTris-Puffer pH 7,0 aufgeschlos-
sen, 1 h bei 12.000 x g abzentrifugiert und der Rohextrakt danach auf einen pH-Wert
von 7,5 titriert. Der Grund hierflir war, dass die fir die Anionenaustauschchromato-
graphie (AAC) verwendete Sepharose Q-Saule die besten Bindungseigenschaften fir
die Variante bei diesem pH-Wert zeigte, fir die Stabilitat des Proteins jedoch zunachst
ein pH-Wert von 7,0 fir den Aufschluss glnstiger war. Nach einer Filtration wurde
der Rohextrakt zu je 30 ml pro Lauf auf die Saule geladen. Nachdem nicht gebun-
dene Proteine mit vier Saulenvolumen Bindungspuffer entfernt wurden, erfolgte die
Elution der gebundenen Proteine Uber einen zweistufigen Salzgradienten mit dem
1 M NaCl-haltigen Elutionspuffer (pH 7,5). Der Salzgradient wurde zunachst linear
von 0% auf 80% erhdht, bevor dann in einem letzten Schritt direkt mit 100% NaCl die
moglicherweise noch gebundenen Proteine von der Saule entfernt wurden (siehe Ab-
bildung 29).
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Abbildung 29.: Elutionsdiagramm der Anionenaustauschchromatographie an Sepharose Q
zur Anreicherung der verkirzten Variante GatDH251. Absorption bei 280 nm
[mAU] (blau), linearer Salzgradient von 0-80% (griin). Die Fraktionen wurden
aufgrund der fehlenden GatDH-Aktivitat in einem SDS-Gel Uberprift. Der Pfeil
markiert den Elutionspeak der GatDH251-Variante bei ca. 30% NaCl.

Im Elutionsdiagramm zeigten sich innerhalb des linearen Gradienten mehrere Protein-
peaks. Da die einzelnen Peakfraktionen nicht anhand eines Aktivitatsassays Uberprift
werden konnten, wurden alle Fraktionen (je 8 ml) auf einem SDS-Gel analysiert (Da-
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ten nicht gezeigt). Die gewlinschte 26 kDa Bande wurde nach einem Laufvolumen
von ca. 250 ml in mehreren Fraktionen deutlich als Gberexprimierte Bande wiederge-
funden und diese Fraktionen vereinigt. Der zugehorige Peak (schwarzer Pfeil) konnte
innerhalb des Gradienten einem NaCl-Gehalt von 28% bis 30% zugeordnet werden.
Aufgrund der starken Tendenz der Variante auszufallen, wurde die Probe besonders
langsam und mit einer Membran einer geringen PorengréBe von 5 kDa von 32 ml auf
das fiir die anschlieBend durchgefihrte Gelfiltration benétigte Volumen von 0,5 ml ein-
geengt. Da die Probe der AAC einen Salzgehalt von etwa 30% besal3, wurde flir den
Laufpuffer der Gelfiltration ein 20 mM BisTris-Puffer mit 250 mM NaCl und einem pH-
Wert von ebenfalls 7,5 verwendet (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30.: Elutionsdiagramm der Gelfiltration an der Superdex S200-Saule zur Anrei-
cherung der verkirzten Variante GatDH251. Absorption bei 280 nm [mAU]
(blau) gegen das Elutionsvolumen [ml]. Die Fraktionen wurden aufgrund der
fehlenden GatDH-Aktivitat in einem SDS-Gel Uberprtft. Der Pfeil markiert den
Elutionspeak der GatDH251-Variante nach ca. 6,7 ml.

Die Fraktionen zu je 0,75 ml, die im Elutionsdiagramm der Gelfiltration zu einem der
insgesamt drei vorhandenen Peaks gehdrten, wurden anhand einer SDS-PAGE auf
das Vorhandensein der 26 kDa Bande der GatDH251-Variante untersucht (Daten nicht
gezeigt). Die gewtinschte Bande wurde in sechs Fraktionen wieder gefunden, die sich
dem ersten kleineren Peak bei ca. 6,7 ml Elutionsvolumen zuordnen lieBen (schwar-
zer Pfeil). Es wurden allerdings nur die ersten vier Fraktion zu insgesamt 3 ml gepoolt,
da der Anteil an Fremdproteinen in den restlichen beiden Fraktionen im Vergleich zur
GatDH251-Proteinbande zu hoch war. Fir die weiteren Untersuchungen der Probe
(vgl. Kapitel 3.4) wurden die vereinigten Proben nach der Gelfiltration langsam auf ca.
0,5 ml mit 2 mg/ml Protein aufkonzentriert.
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3.3.2. Dokumentation der Anreicherung auf einem SDS-Gel

Zur Uberpriifung der Anreicherungsstrategie wurde, wie bereits erwahnt, grundsétzlich
nach jedem Schritt ein Teil der entsprechenden Probe entnommen und auf ein SDS-
Gel aufgetragen. Die Kontrolle auf die 26 kDa grof3e Uberexprimierte Bande war inso-
fern besonders wichtig, da keine der Proben einem Aktivitatstest unterzogen werden
konnten. Desweiteren wurden mit den gepoolten und eingeengten Proben nach jeder
Chromatographie eine MALDI-Analyse zur Bestatigung der Identitat der GatDH251
durchgefihrt (vgl. Kapitel 3.4.1). Alle Proben wurden anschlieBend nochmals auf ein
gemeinsames SDS-Gel aufgetragen (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31.: SDS-PAGE der verschiedenen Anreicherungsschritte der C-terminal
verkirzten GatDH251. Als Marker (M) dienten je 7 ul des Precision Plus
Protein Dual Color (Bio-Rad). Es wurden 5 ul des Pellets (P) und jeweils 10 ul
des Rohextraktes (R), des filtrierten und auf pH 7,5 titrierten Rohextraktes
(RF), der Probe nach dem Anionenaustausch (A) und nach der Gelfiltration
(G) aufgetragen. Die Farbung erfolgte mit Coomassie Berilliant Blue.

In der SDS-PAGE war die deutlich Gberexprimierte Bande als I6sliches Protein im Roh-
extrakt und als unldsliches Protein im Pellet zu erkennen. Die Filtration beziehungs-
weise Titration der Probe vor dem ersten chromatographischen Anreicherungsschritt
fihrte augenscheinlich zu keinem Verlust an Enzym. Um einen moglichst kleinen Anteil
der Proben einzubiBen, wurden auf diesem Gel die noch nicht eingeengten Proben
des Anionenaustausches und der Gelfiltration aufgetragen. Daher war die 26 kDa Ban-
de der GatDH251 in diesen Proben jeweils nur schwach zu erkennen. Die aufkonzen-
trierten Proben zeigten im praparativen Gel fir den Im-Gel-Verdau der MALDI-Analyse
dagegen eindeutig die gesuchte Bande (Daten nicht gezeigt).
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3.4. Analyse der angereicherten GatDH251

Da im SDS-Gel bereits dokumentiert werden konnte, dass der gré3te Anteil der Fremd-
proteine durch die beiden Chromatographien entfernt werden konnte, wurde kein wei-
terer Anreicherungsschritt mehr durchgefihrt. AuBerdem wurde so kein Risiko einge-
gangen, die Stabilitat oder die Probenmenge herabzusetzen. Mit dem angereicherten
Protein wurden Experimente zur Identifizierung, GréBenbestimmung und erste Kristal-
lisationsversuche durchgefihrt.

3.4.1. MALDI-TOF-Analyse zur Identifizierung der GatDH251

Trotz einer Uberexpression des Proteins in E. coli lieB sich die GatDH251-Variante auf-
grund ihrer fehlenden Aktivitat nur schwer nachweisen. Als erster Anhaltspunkt diente
eine elektrophoretische Auftrennung der Probe in einem SDS-Gel. Eine dort vorhande-
ne Bande mit passendem Molekulargewicht, kann jedoch nicht als endglltiger Beweis
flr die ldentitat eines bestimmten Proteins ausreichen. Daher wurde beginnend mit
dem Rohextrakt und danach folglich nach jedem Anreicherungsschritt eine MALDI-
Analyse mit der jeweiligen Probe durchgefuihrt. Die verschiedenen Proben wurden
dazu einem Im-Gel-Verdau unterzogen, um maoglichst wenige Fremdproteine, die das
Ergebnis der Identifizierung beeinflussen kdnnten, mit zu analysieren.

Die MALDI-Untersuchung wurde nach dem gleichen Prinzip wie bereits in Kapitel
2.5.3 ausfuhrlich beschrieben, durchgefiihrt. Auch hier wurden die bei der MALDI-
Analyse erhaltenen Fingerprints der einzelnen Proben mit einem theoretischen Ver-
dau der Aminosaure-Sequenz des GatDH251-Proteins Uber das Internet-Tool Protein
Prospector abgeglichen (vgl. Tabelle 27). Bei dem Vergleich wurden nur solche Frag-
mente beziehungsweise Massen bericksichtigt, die durch die MALDI-Analyse noch
detektierbar waren. Die messbare Masse-/Ladungszahl lag dabei in einem Bereich
zwischen 800 und 4000. Somit konnten beispielsweise sehr kleine Massen nicht ge-
funden werden.

Die zugehdrigen Aminosaure-Sequenzen der Peptidfragmente bestatigter Massen-
peaks wurden zudem der bekannten Sequenz des heterolog exprimierten GatDH251-
Proteins zugeordnet. Dadurch konnte der Anteil der identifizierten Peptidfragmente am
Gesamtprotein in Form einer Sequenzabdeckung ermittelt werden (siehe Abbildung
32).
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Tabelle 27.: Ergebnistabelle der bei der MALDI-Analyse identifizierten Peptidmassen der ver-
schiedenen Proben der GatDH251 Anreicherung, die mit den erhaltenen Mas-
senpeaks bei dem theoretischen Trypsinverdau der GatDH251 Gber das Internet-
Tool Protein Prospector Uibereinstimmen. Als Proben wurden die in einem SDS-
Gel trypsinverdauten Proteinbanden des Rohextraktes, sowie die der aufkonzen-
trierten Proben nach der AAC und der Gelfiltration untersucht. Bei den vergliche-
nen Massenpeaks wurden die Peptidfragmente mit 1-2 nicht geschnittenen Re-
striktionsstellen (missed cleavages) mit berlicksichtigt. Die Peptidmassen werden
als Masse-/Ladungszahl (m/z) angegeben.

Probe missed cleavages | Peptidmassen (m/Z)
Rohextrakt 0 881,5; 944)5; 1127,6; 1542,7; 1677,9; 1710,8;
2076,0; 2108,0; 2914,5; 3367,7
1 1087,5; 1256,7; 1468,8; 1854,0; 1965,0; 2142,0;
2395,1
2 2670,3
AAC 0 804,3; 881,5; 944)5; 1127,6; 1542,8; 1677,9;
1710,8; 2076,1; 2108,1; 2914,5; 3226,8; 3367,8
1 1087,6; 1468,9; 2395,2
Gelfiltration 0 804,3; 881,5; 944)5; 1127,7; 1542,7; 1677,9;
1710,8; 2108,0; 2914,5; 3367,8
1 1468,9; 2395,2

Far den Rohextrakt konnten insgesamt 18 Ubereinstimmende Peptidmassen gefunden
werden. Mit 91% wurden fast alle Fragmente des theoretischen Verdaus ohne Fehl-
restriktion ermittelt. Bei der Analyse der Sequenzabdeckung zum GatDH251-Protein
wurde fir diese Probe ein Wert von fast 85% erhalten. Der Peptidfingerprint der Probe
nach dem ersten chromatographischen Schritt, der AAC, wies im detektierbaren Be-
reich sogar alle Peptidmassen des theoretischen Verdaus ohne missed cleavages auf.
Insgesamt wurden 15 Fragmente bestétigt, die eine Sequenzabdeckung von Gber 90%
mit der GatDH251 erreichten. Fir die Probe nach dem letzten Anreicherungsschritt,
der Gelfiltration, konnten fast 70% der Aminosauresequenz der verkilrzten GatDH251
durch die bestatigten Peptidfragmente identifiziert werden. Bei den zugehdrigen Peaks
wurden 83% der erwarteten vollstandig verdauten Peptidmassen im Fingerprint ermit-
telt. Aufgrund der jeweils hohen Ubereinstimmungsrate wurden alle Proben als das
heterolog exprimierte, verklrzte GatDH251-Protein identifiziert.
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MALDI-Peptidfingerprint: (Probe:Rohextrakt)

Sequenzabdeckung GatDH251: &84, 9%
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MAILDI-Peptidfingerprint: (Probe:AAC)

Sequenzabdeckung GatDH251: %0,8%

\I,DR RRQELGARAVA
WER ,VMAVNVBHN
_El\l SR

PUT"'&SCIAEJ L IDEE

w
7 NSA(
.

MALDI-Peptidfingerprint: (Probe:Gelfiltration)

Sequenzabdeckung GatDH251: €¢9,7%

AASqAEL_L IDE

1M DfPTVFRLD

SGIGLEICRA

w
-
.

5 YVATEMTLKM —E.EE LFETW LDM FAhEPA?-‘x YV

241 TCF—';IJA‘« Dhr“ Y

Abbildung 32.: Sequenzabdeckung der bei der MALDI-Analyse ermittelten Peptidfragmen-
te des Rohextraktes und der Proben nach AAC bzw. Gelfiltration zum
GatDH251-Protein. Die bestatigten Aminosauren der Proteinsequenz sind je-
weils rot markiert.

Daruberhinaus wurde bei einem Mascot-Datenbankabgleich fir den Fingerprint der
Probe der AAC eine 54%ige Sequenzhomologie zu einer short-chain Dehydrogena-
se/Reduktase SDR aus Rhodobacter sphaeroides ATCC 17029 mit einem Score von
75 gefunden. Bei der Probe nach der Gelfiltration betrug die Sequenzabdeckung zum
gleichen Enzym dagegen zwar nur 36%, jedoch konnte mit 221 ein wesentlich héherer
Proteinscore erreicht werden.
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3.4.2. GroBenbestimmung der angereicherten GatDH251

a) GroBenbestimmung durch Gelfiltration

Eine Mdglichkeit der Molekulargewichtsbestimmung eines Proteins ist die Gelfiltrati-
on. Daher wurden mehrere Eichproteine in einer Konzentration von 3-5 mg/ml im glei-
chen Puffer wie die GatDH251-Probe (20 mM BisTris, 250 mM NaCl, pH 7,5) auf die
Superdex S200-Saule geladen. Aus den bekannten Molekulargewichten der Eichpro-
teine und den ermittelten Retentionsvolumina der Laufe (vgl. Tabelle 28) lief3 sich eine
Eichgerade erstellen (siehe Abbildung 33).

Tabelle 28.: Verwendete Eichproteine bekannten Molekulargewichts und deren ermitteltes
Retentionsvolumen von der Superdex S200-Saule zur Erstellung einer Eichge-
rade. Als Eichproteine dienten Ferretin, Catalase, 3-Laktoglobulin und Ribonu-

klease A.
Eichprotein \ Molekulargewicht [Da] \ Retentionsvolumen [ml]
Ferretin 450.000 7,0
Catalase from bovine 240.000 9,9
(-Laktoglobulin 36.500 14,0
Ribonuklease A 13.700 16,1
10000 -
. 1000 A
S n
H
£ 100-
5
= 10
1 T T T T T T
5 7 9 11 13 15 17

Retentionszeit [ml]

Abbildung 33.: Halblogarithmische Eichgerade der Superdex S200-Gelfiltrationssaule zur
Molekulargewichtsbestimmung der angereichterten verkirzten GatDH251.
Das Molekulargewicht wurde gegen die Retentionszeit als Elutionsvolumen
von der Saule aufgetragen. Als Eichproteine dienten Ferretin, Catalase, (-
Laktoglobulin und Ribonuklease A.

Anhand der bekannten Ausschlussgrenze des Saulenmaterials und der ermittelten
Eichgerade lie3en sich die theoretischen Retentionszeiten fir die verschiedenen Po-
lymerzustande der GatDH bestimmen. Als mdgliche Strukturen kamen das Monomer
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(26 kDa), ein Dimer (52 kDa) und das Tetramer (104 kDa) des Enzyms in Frage. Dem-
nach musste das Monomer nach 15 ml, das Dimer nach 14,5 ml und das Tetramer
nach 13,4 ml von der Saule eluiert werden. Um die Genauigkeit dieser Werte und
den Zustand des Saulenmaterials zu Uberprifen, wurde als Vergleich ein Lauf mit der
angereicherten nativen GatDH durchgefihrt (siehe Abbildung 34). Das Enzym wurde
dafiir in den gleichen salzhaltigen Puffer der GatDH251 Gelfiltration umgepuffert.

2
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Absorption 280 nm [mAU]
3
1

Volumen [ml]

Abbildung 34.: Elutionsdiagramm der angereicherten nativen GatDH an der Superdex S200-
Saule. Absorption bei 280 nm [mAU] (blau) gegen das Elutionsvolumen [ml].
Die Peakfraktionen wurden im Enzymassay auf GatDH-Aktivitat getestet. Der
erste schwarze Pfeil (1) gibt den Elutionspeak nach 6,7 ml an, fir den keine
GatDH-Aktivitat bestimmt werden konnte. Der zweite Pfeil (2) markiert den
Elutionspeak der nativen GatDH nach 12,5 ml.

Die native GatDH wurde nach 12,5 ml Retentionsvolumen von der Saule eluiert (2,
schwarzer Pfeil). Das Protein kam somit um 0,9 ml friiher von der Saule, als theo-
retisch fir das Tetramer errechnet wurde. Die Fraktionen dieses Peaks zeigten im
Enzymassay allerdings eindeutig Aktivitat und konnten so dem aktiven GatDH-Protein
zugeordnet werden. Dagegen wurde die verklrzte Variante bereits nach ca. 6,7 ml
von der Saule eluiert (siehe Abbildung 30). Auch bei der nativen GatDH war ein zwei-
ter kleinerer Peak bei etwa 6,7 ml vorhanden (1, schwarzer Pfeil), fir dessen Fraktio-
nen im Enzymassay jedoch keine GatDH-Aktivitdt gemessen werden konnte. Da das
Eichprotein Ferretin mit einer GréBe von 450 kDa nach 7 ml eluiert wurde, misste
demnach das Molekulargewicht der bei 6,7 ml eluierten GatDH251 sogar gro3er als
450.000 Da sein. Das Retentionsvolumen der Variante lief3 sich somit keinem der er-
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warteten Proteinstrukturen zuweisen. Die vereinigten Fraktionen dieses Peaks wurden
durch die MALDI-Analyse jedoch als GatDH-Protein identifiziert. Durch die Gelfiltration
konnte keine eindeutige Molekulargewichtsbestimmung der verkirzten Variante vorge-
nommen werden.

b) GréBenbestimmung durch eine native PAGE

Die native PAGE stellt ebenfalls eine Option dar, um das Molekulargewicht eines Pro-
teins zu bestimmen. Dazu wird ein Gradientengel verwendet, das von oben nach unten
in seinem Vernetzungsgrad zu- und somit in der Porengréf3e abnimmt. Kleinere Pro-
teine kdnnen im Gel am weitesten wandern, wahrend die gro3en Proteine bei einer
gewissen Porengrofe, die ihrem Molekulargewicht entspricht, zurlickgehalten werden.
Die nach der Gelfiltration aufkonzentrierte GatDH251-Probe wurde daher zusammen
mit der nativen GatDH als Kontrolle auf ein 4-20%iges natives Gradientengel aufgetra-
gen (siehe Abbildung 35).

G

GatDH251 — > ~— -

<— native GatDH

Abbildung 35.: Native PAGE der angereicherten C-terminal verkirzten GatDH251. Es wurden
jeweils 30 ul der eingeengten Probe der GatDH251 nach der Gelfiltration (G)
und der nativen GatDH als Positivkontrolle (+) aufgetragen. Die Banden der
beiden GatDH-Proben werden durch Pfeile markiert. Die Farbung erfolgte mit
Coomassie Brilliant Blue.

Im Gegensatz zur nativen GatDH (Pfeil rechts) wanderte die Probe der angereicherten
verklrzten GatDH251 gar nicht erst durch das Gel, sondern blieb bereits in der Tasche
hangen (Pfeil links). Da das verwendete Gradientengel im Bereich der Probenapplika-
tion eine relativ niedrige Konzentration von nur 4% besaf3, wies auch diese Methode
auf eine erhebliche GréRe der Variante hin. Eine genaue Bestimmung des Molekular-
gewichts der GatDH251 war auch mit der nativen PAGE nicht mdglich.
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c) GréBenbestimmung durch Mikroskopie

Da aufgrund der Ergebnisse der Gelfiltration und der nativen PAGE auf ein relativ
groBBes Molekulargewicht der verklrzten GatDH251-Variante geschlossen werden kon-
nte, wurden wenige Mikroliter der angereicherten und aufkonzentrierten Probe nach
der Gelfiltration unter dem Mikroskop untersucht (siehe Abbildung 36).

Abbildung 36.: Mikroskopische Aufnahme der angereicherten C-terminal verkirzten
GatDH251. Die vermessene Gro3e der sichtbaren Proteinkomplexe ist in um
angegeben.

In der mikroskopischen Aufnahme der GatDH251-Probe zeigten sich tatsachlich sicht-
bare Protein-Aggregate, deren GrofBe sich mit der zugehoérigen Software vermessen
lie3. Dabei wurde flr die Proteinkomplexe eine durchschnittliche GréBe von 0,34 ym
bestimmt.

3.4.3. Kristallisation der verkiirzten GatDH251

Die angereicherte Probe, die sich nach der Gelfiltration in 20 mM BisTris-Puffer mit
250 mM NaCl befand und einen pH-Wert von 7,5 aufwies, wurde in einer Konzentra-
tion von 2 mg/ml an die Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. A. Scheidig (Strukturbio-
logie, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel) verschickt, um dort eine Kristallisation
des Polymers der verklrzten GatDH251 durchzufihren. Erste Experimente lieBen eine
Kristallisation der GatDH251 allerdings noch nicht zu, da das aufkonzentrierte Protein
unter den getesteten Bedingungen eine hohe Neigung zeigte, auszufallen (persdnliche
Mitteilung, Prof. Scheidig).
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4. Identifizierung kompetitiver Inhibitoren

Wenn es gelange, die GatDH mit einem gebundenen Substrat oder Inhibitor zur kri-
stallisieren, konnten neue Erkenntnisse Uber die Substratbindung im aktiven Zentrum
gewonnen und somit auch der katalytische Mechanismus des Enzyms besser verstan-
den werden. Zu diesem Zweck wurden im Oxidations- bzw. Reduktionsassay verschie-
dene Substanzen, von denen bereits eine schlechte Umsatzrate der GatDH bekannt
war (Schneider et al., 1995 [188]; Diplomarbeit Jakel, 1994 [88]), getestet.

Fir die Reduktionsreaktion wurden zusammen mit dem Substrat Hydroxyaceton se-
parat die Substanzen: Aceton, 2-Butanon, 2-Pentanon, 3-Hexanon, Cyclohexanon und
3-Heptanon eingesetzt. Es konnte allerdings fiir keine der getesteten Substanzen eine
kompetitive Hemmung festgestellt werden.

Als Substrat fir die Oxidationsreaktion diente 1,2-Hexandiol. Dieses wurde mit den
auf einen hemmenden Effekt zu Gberprifenden Substanzen: 2-Propanol, 1-Butanol,
1-Pentanol, Isoamylalkohol, Cyclopentanol, 1-Hexanol und Cyclohexanol in den Oxi-
dationsassay eingesetzt. Von den getesteten Substanzen konnte lediglich 1-Hexanol
als potenzieller Inhibitor identifiziert werden. Der Einfluss des 1-Hexanols auf die Akti-
vitat des nativen GatDH-Enzyms wurde in unterschiedlichen Konzentrationen getestet
(vgl. Tabelle 29 und Abbildung 37).

Tabelle 29.: Untersuchung des Einflusses verschiedener Konzentrationen des kompetitiven
Inhibitors 1-Hexanol [c(1-Hexanol)] auf die Aktivitat der nativen GatDH im Oxi-
dationsassay. Die Aktivitat wurde jeweils mit 100 mM 1,2-Hexandiol als Substrat
und ca. 4 mg GatDH-Protein gemessen.

Ci—Hezanol [MM] Volumenaktivitat [U/ml]
0 77
10 66
25 56
50 32
75 18
100 13
100 (ohne 1,2-Hexandiol) 0

Besonders ab einer Konzentration von 75 mM wirkte sich das 1-Hexanol stark negativ
auf die Aktivitat des GatDH-Enzyms aus. Ohne 1,2-Hexandiol in der Klivette war kei-
ne Aktivitdt messbar. Bei einem aquivalenten Anteil beider Substanzen von 100 mM
wurde die Volumenaktivitat des Enzyms um 83% gesenkt. Somit konnte fir 1-Hexanol
ein hemmender Effekt auf die Oxidationsaktivitat der GatDH nachgewiesen werden.
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Abbildung 37.: Grafische Darstellung der Abnahme der Volumenaktivitat des GatDH-Enzyms
in Anwesenheit ansteigender Konzentrationen des kompetitiven Inhibitors 1-
Hexanol im Oxidationsassay.

5. Modifizierung der Galaktitol-Dehydrogenase aus
Rhodobacter sphaeroides D zur vereinfachten
Anreicherung und Immobilisierung

Die Galaktitol-Dehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroides D gehdrt dem soge-
nannten lzumoring an (Granstrom et al., 2004 [60]; Izumori, 2002 [85]), verfugt Uber ein
relativ breites Substratspektrum und ist dazu fahig, prochirale Hydroxyketon-Verbin-
dungen stereoselektiv zu reduzieren. Daher ist die GatDH ein sehr interessantes En-
zym fir die Synthese enantiomerenreiner optisch aktiver Alkohole und somit auch ein
Kandidat fir evolutives Proteindesign. Flr Umsatze im industriellen MafBBstab missen
die Enzyme in ausreichenden Mengen zur Verfligung gestellt werden. Daher ist eine
schnelle und effiziente Anreicherungsmethode von Vorteil. In dieser Arbeit sollte die
GatDH fir eine Integration in einen enzymatischen Bioreaktor mit elektrochemischer
Cofaktor Regenerierung vorbereitet bzw. optimiert werden.

5.1. Immobilisierung der GatDH Uber das GA/BSA-System

Eine Biofunktionalisierung von Metalloberflachen findet haufig Anwendung im Bereich
der analytischen und klinischen Diagnostik (Portaccio et al., 2007 [157]), sowie flr
die Herstellung biologischer Brennstoffzellen (Heller, 2006 [72]). Elektroenzymatische
Reaktionen kénnten zudem in Zukunft eine wichtige Rolle bei der praparativen Syn-
these enantiomerenreiner Feinchemikalien fir die pharmazeutische Industrie einneh-
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men (Tienhaara and Meany, 1973 [217]). Eine Immobilisierung aller fiir die Reaktion
bendtigter Komponenten auf der Elektrodenoberflache kann die nachfolgenden Tren-
nungsschritte reduzieren, wenn folglich nur das Substrat und das Produkt in Lésung
gehalten werden. Um auch die Biokatalysatoren an die Elektrode binden zu kénnen,
wird die Metalloberfache Ublicherweise zuvor mit einer sogenannten self-assembled
monolayer (SAM) modifiziert (Stoica et al., 2006 [203]).

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, den Cofaktor und das gewtinschte Enzym Uber
ein Glutardialdehyd/Rinderserum Albumin-System an eine Elektrode zu fixieren. Dabei
wird das aktive Enzym in einem Netz aus Glutardialdehyd und damit quervernetztem
BSA eingebunden. Die beiden Aldehydgruppen des Glutardialdehyds werden durch
Ausbildung einer Iminbindung mit den Aminogruppen des Enzyms kovalent verknUpft
(Miao et al., 2001 [134]). Um eine Veranderung der Struktur und damit eine Inaktivie-
rung des Enzyms zu verhindern, wird BSA im Uberschuss zugegeben. Dieses System
wurde bereits erfolgreich fiir die Sorbitol-Dehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroi-
des gezeigt (Gajdzik et al., 2007 [50]).

Um zu untersuchen, ob dieses Immobilisierungssystem ebenfalls fir die Galaktitol-
Dehydrogenase geeignet ist, musste der Einfluss des Glutardialdehyds auf die Aktivitat
des Enzyms vorab getestet werden. Neben den Ublichen Komponenten des Oxidati-
onsassays wurden eine BSA-L6sung (Endkonzentration 1,0% (w/v)) und verschiede-
ne Konzentrationen des Glutardialdehyds eingesetzt. Da bei Gajdzik et al. eine GA-
Endkonzentration von 0,2% (w/v) fir die Immobilisierungsreaktion eingesetzt wurde,
sollten im Enzymassay GA-Konzentrationen bis zu 1,0% (w/v) getestet werden (vgl.
Tabelle 30 und Abbildung 38).

Tabelle 30.: Untersuchung des Einflusses verschiedener Glutardialdehyd-Konzentrationen
[c(GA)] auf die Volumenaktivitat des angereicherten GatDH-Enzyms. Die Aktivitat
wurde mit 1,2-Hexandiol als Substrat und ca. 4 mg GatDH-Protein im Oxidations-
assay gemessen. Im Assay war aufBerdem abweichend zum Standardansatz eine
BSA-Ldsung in einer einprozentigen Endkonzentration enthalten.

caa [% (w/iv)] | Volumenaktivitat [U/ml]

0 81,5
0,05 29,0
0,10 13,0
0,25 2,6

0,50 0,9
1,00 -
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Abbildung 38.: Grafische Darstellung der Abnahme der Volumenaktivitit des GatDH-
Enzyms in Anwesenheit ansteigender Glutardialdehyd-Konzentrationen im
Enzymassay.

Bereits bei der niedrigsten eingesetzen GA-Konzentration von 0,05% (w/v) wurde die
Aktivitat der GatDH mit 29,0 U/ml auf 35% der Ausgangsaktivitat (81,5 U/ml ohne GA)
verringert. Der Aktivitatsverlust bei 0,5% (w/v) GA in der Klvette betrug sogar 99%
(0,9 U/ml). Selbst eine Inkubation der GatDH mit sehr geringen GA-Konzentrationen
wirkte sich stark negativ auf die Aktivitat der GatDH aus. Obwohl es der Abteilung
fir Physikalische Chemie gelang, eine Goldelektrode durch Auftropfen einer Losung
aus Enzym, Mediator, Cofaktor, Calciumchlorid, BSA und nur 0,05% (w/v) GA mit der
GatDH zu immobilisieren (Gajdzik, 2007 [49]), zeigte die modifizierte Elektrode keine
sehr gute Reproduzierbarkeit. Dies lasst sich auf die fast vollstandige Denaturierung
des Enzyms zurlckflhren, was sich in den hohen Aktivitatsverlusten auBBerte. Das
GA/BSA-System ist fur die Immobilisierung der GatDH somit nicht geeignet.

5.2. Generierung von Cystein-getagten Varianten zur
Immobilisierung auf Goldoberflachen

Da sich das GA/BSA-System als ungeeignet erwies, musste eine Alternative flr die
Immobilisierung der GatDH an eine Goldelektrode gefunden werden. Um auf den Ein-
satz derartiger Vernetzungssysteme oder anderer Linkermolekdle als Hilfsmittel flr die
Immobilisierung verzichten zu kénnen, entstand die Idee, die GatDH direkt an die Elek-
trode zu binden. Voraussetzung fir eine selbststandige Immobilisierung eines Enzyms
ist eine hohe Affinitat zur verwendeten Oberflache, die durch Schwefelverbindungen
wie Thiole und Disulfide vermittelt werden kann (Zhou et al., 1999 [241]). Da in der
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Literatur Cystein-modifizierte Goldelektroden als SAM beschrieben wurden (Meng et
al., 2001 [133]; Wu et al., 1999), die eine stabile Bindung zwischen der Thiolgrup-
pe der Cysteine und der Goldoberflache zeigten, sollte das GatDH-Enzym mit einem
zusatzlichen Cystein-Tag versehen werden. Mit den zusatzlichen Cysteinresten sollte
also eine direkte, gerichtete und kovalente Immobilisierung der GatDH an die verwen-
deten Goldelekiroden ermdglicht werden, ohne dass diese zuvor mit weiteren Linker-
molekilen vorbehandelt werden mussten. Um die Aktivitat des Enzyms maoglichst nicht
zu beeintrachtigen, sollte der zusatzliche Cystein-Tag vor dem zuvor bereits etablier-
ten Hisg-Tag angebracht werden (siehe Abbildung 39), da so eine Lokalisierung an der
Proteinoberflache gewahrleistet werden kann. Zudem liegen im Tetramer immer zwei
N-Termini nahe beieinander (siehe Abbildung 27), so dass eine stabile Verankerung
des Enzyms auf der Goldoberflache zu erwarten ist.

GatDH

Cystz_m-Tag Hisg-Tag

Abbildung 39.: Balkenschema des Konstruktionsprinzips eines zweiten zusatzlichen Tags
aus einer verschieden groBen Anzahl von Cysteinen vor dem His(6)-Tag am
N-Terminus des Enzyms. Tag aus 2-5 Cysteinen zur Immobilisierung (rot),
His(6)-Tag zur Anreicherung der Varianten (griin), GatDH-Sequenz (orange).

Da im Vorfeld nicht abschatzbar war, wie viele Cysteine pro Enzymuntereinheit fur ei-
ne erfolgreiche Selbstadsorption des Enzyms an die Goldoberflache notwendig waren,
sollten mehrere Varianten mit einer unterschiedlichen Anzahl an Cysteinen hergestellt
werden. Die verschiedenen Cystein-Varianten wurden in einer Proofstart™-PCR mit
der NHis-GatDH als Template und den jeweiligen Primern GDH-Ndel-Cys(2-5)/His und
GDH-BamHlI-r als Gegenprimer amplifiziert. Die bei der PCR erhaltenen Amplifikate
wurden auf ein Agarosegel (2,5%) aufgetragen, um die ansteigende GrdéBe der Frag-
mente deutlich zu machen (siehe Abbildung 40). Die erwarteten PCR-Fragmente mit
den Langen von 783 bp fur die NHis-GatDH, 789 bp flur die 2Cys-GatDH, 792 bp far
die 3Cys-GatDH, 795 bp fur die 4Cys-GatDH und 798 bp flir die 5Cys-GatDH lie3en
sich auf dem Gel jeweils nachweisen. Die native GatDH mit einer FragmentgréBe von
765 bp diente als Positivkontrolle fir die PCR-Reaktion. Alle neu generierten PCR-
Fragmente wurden aufgereinigt und nach einer 5 minttigen Restriktion bei 37°C mit
den FastDigest Enzymen Ndel- und BamHI| (Fermentas) wiederum in den Expressi-
onsvektor pET24a(+) kloniert (siehe Abbildung 41).
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Abbildung 40.: 2,5%ige Agarose-Gelelektrophorese der mittels PCR amplifizierten, N-

terminal modifizierten Varianten der GatDH. (0): native GatDH, (1): NHis-
GatDH, (2): 2Cys-GatDH, (3): 3Cys-GatDH, (4): 4Cys-GatDH, (5): 5Cys-
GatDH. Marker, (M1): 1 kb Leiter (Fermentas), (M2): HyperLadderlV (Bioline).
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Abbildung 41.: Schema der verschiedenen GatDH-Varianten: GatDH, NHis-GatDH und 2-

5Cys-GatDH, kloniert in den Expressionsvektor pET24a(+) (Novagene). Die
charakteristischen Bestandteile des Vektors: MCS, Resistenz-Gen, sowie
die verwendeten Restriktions-Schnittstellen und die Elemente des Lac/T7-
Expressionssystems sind ebenfalls dargestellt. Die Abbildung wurde mit dem
Programm VectorNTI Advance 10 (Invitrogen) erstellt.

Nach der Ligation wurde der Expressionsstamm E. coli BL21-Gold(DES3) jeweils mit ei-
nem der neuen Expressionsplasmide transformiert und die positiven Klonen anschlie-

Bend kultiviert.
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5.3. Vergleich der N-terminal modifizierten GatDH-Varianten

Die rekombinanten Cystein-Varianten wurden fir eine erste Test-Expression zunachst
in einem 25 ml Ansatz unter den Standardbedingungen kultiviert. Nach Aufschluss der
Zellen wurden die zellfreien Rohextrakte und Pelletfraktionen aller Varianten in einem
SDS-Gel analysiert (siehe Abbildung 42).

M1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5

75 — —
50 -
37

— — <4 —
25 i — -—
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- —
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Abbildung 42.: SDS-Gelelektrophorese der Rohextrakte (links) und Pellets (rechts) der mo-
difizierten GatDH-Varianten aus 25 ml Testansatzen. (1): NHis-GatDH, (2):
2Cys-GatDH, (3): 3Cys-GatDH, (4): 4Cys-GatDH, (5): 5Cys-GatDH. Marker
(M): Dual Color (Bio-Rad). Die schwarzen Pfeile zeigen jeweils die 26 kDa
groBe Bande des GatDH-Monomers an.

In Abbildung 42 wird deutlich, dass grundsatzlich der grof3te Anteil der Enzyme als
Inclusion bodies gebildet wurde und somit als unlésliches Protein in den Zellpellet-
Fraktionen vorhanden war (rechts). Der kleinere Anteil befand sich als aktives l6sliches
Protein im Rohextrakt (links), wobei die NHis-GatDH-Variante den prominentesten An-
teil im Vergleich zu den anderen Varianten zeigte. Der Anteil an aktiv exprimierter
GatDH verringerte sich mit steigender Anzahl an Cysteinresten.

Um die katalytischen Aktivitaten der verschiedenen Enzyme besser vergleichen zu
konnen, wurden alle Varianten nochmals im Anreicherungsmafstab von je 250 ml
Kulturen angezogen, abgeerntet und aufgeschlossen. Die native GatDH diente als
Vergleich fur die neu konstruierten Varianten und erreichte im Rohextrakt eine Ge-
samtaktivitat von 1387 Units (vgl. Tabelle 31). Fir die NHis-GatDH und die 2Cys-
GatDH wurden mit 1204 Units bzw. 1108 Units ahnlich hohe Gesamtaktivitaten er-
halten. Die Varianten mit einer groBeren Anzahl an Cysteinresten zeigten verringerte
Aktivitaten (3Cys-GatDH: 735 Units, 4Cys-GatDH: 441 Units, 5Cys-GatDH: 79 Units),
was in der SDS-PAGE bereits an den niedrigeren Expressionslevel an léslichem Prote-
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in zu sehen war. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den spezifischen Aktivitaten der
Rohextrakte des nativen Enzyms (5,4 U/mg), der NHis-GatDH (5,8 U/mg), der 2Cys-
GatDH (6,2 U/mg) und der Varianten mit dem gréBeren Cystein-Tag der 3Cys-GatDH
(3,4 U/mg), der 4Cys-GatDH (2,3 U/mg) und der 5Cys-GatDH (0,6 U/mg) wieder.

Tabelle 31.: Gesamt- und spezifische Aktivititen der rekombinanten GatDH-Varianten aus
250 ml Kulturen. Alle Aktivitaten wurden mit 1,2-Hexandiol als Substrat bestimmt.
(*): Die nicht-modifizierte, native GatDH wurde nicht Gber eine HisTrap-Saule an-
gereichert, sondern wie bei Schneider et al., 1995 beschrieben. Von den Va-
rianten mit sehr geringer Gesamtaktivitat, 4Cys- und 5Cys-GatDH, wurden die
spezifischen Aktivitaten des angereicherten Proteins nicht bestimmt (n.b.).

Variante Modifikation | Gesamt- Spezifische Aktivitat
aktivitat [U/mg]
[Units]
Rohextrakt HisTrap
native GatDH | keine 1387 5,4 19,0*
(heterol. expr.
in E. coli)
NHis-GatDH N-terminaler 1204 5,8 14,8
His(6)-Tag
2Cys-GatDH | Cys(2)-Tag, 1108 6,2 12,2
N-terminaler
His(6)-Tag
3Cys-GatDH | Cys(3)-Tag, 735 3,4 10,6
N-terminaler
His(6)-Tag
4Cys-GatDH | Cys(4)-Tag, 441 2,3 n.b.
N-terminaler
His(6)-Tag
5Cys-GatDH | Cys(5)-Tag, 79 0,6 n.b.
N-terminaler
His(6)-Tag

Die Rohextrakte der His-getagten Varianten wurden bis zur Homogenitat mittels ei-
ner Affinitatschromatographie angereichert (vgl. nachstes Kapitel 5.4). Dabei konnte
gezeigt werden, dass sich mit steigender Anzahl zusatzlicher Aminosaurereste am N-
Terminus die spezifische Aktivitat des angereicherten Proteins verringert. Die Varian-
ten 4Cys-GatDH und 5Cys-GatDH wurden wegen ihrer zu geringen Gesamtaktivitat im
Rohextrakt nicht angereichert. Die native GatDH ohne N-terminale Modifikation zeigte
mit 19,0 U/mg die hochste spezifische Aktivitat im Vergleich zu 14,8 U/mg der NHis-
GatDH, 12,2 U/mg der 2Cys-GatDH und 10,6 U/mg der 3Cys-GatDH. Diese Ergebnis-
se wiesen die 2Cys-GatDH als die beste Variante fir die Immobilisierungsexperimente
an den Goldelektroden aus, da sie noch Uber eine geniigend hohe Aktivitat verflgte
und sich tber den His-Tag leicht in groBeren Mengen anreichern lief3.
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5.4. Anreicherung der His-getagten Varianten

Da alle modifizierten Varianten, mit oder ohne zusatzlichen Cystein-Tag, Gber einen N-
terminalen His-Tag verflgten, wurden sie mittels einer Affinitatschromatographie an-
gereichert. Wegen der hohen Affinitat der Hisg-getagten Proteine zu der mit Nickelio-
nen beladenen HisTrap-Saule lie3 sich das Anreicherungsprotokoll der modifizierten
Varianten auf zwei chromatographische Schritte beschranken.

5.4.1. Anreicherung der NHis-GatDH

Die rekombinanten Zellen wurden zunachst als eine 25 ml gro3e Vorkultur Gber Nacht
bei 28°C in kanamycinhaltigem Komplexmedium angezogen. Diese Kultur diente als
Inokulum fir die 250 ml groBe Hauptkultur mit dem gleichen Medium. Nach dem Er-
reichen einer optischen Dichte von 0,6 bis 0,8 wurden die Zellen mit IPTG (Endkon-
zentration 0,1 mM) induziert. Die Induktionszeit betrug 18 h bei 28°C, danach wurden
die Zellen pelletiert. Der fir den Zellaufschluss verwendete Arbeitspuffer enthielt be-
reits eine geringe Menge an Imidazol (20 mM), um Fremdproteine mit einer geringen
Metallionenaffinitat an einer Bindung an die Saule zu hindern. Dagegen waren die flr
die Aktivitat der GatDH notwendigen Magnesiumionen in Form von MgCl, nicht in die-
sem Puffer enthalten, da diese lonen die Nickelionen auf der HisTrap-Saule kompetitiv
verdrangen und somit die Effizienz dieser Anreicherungsstrategie hatten herabsetzen
kdnnen.

Die far die Chromatographie verwendeten Puffer wurden auf denselben pH-Wert von
6,5 titriert, da sich dieser positiv auf die Stabilitat der GatDH auswirkte. Ein pH-Wert,
der leicht ins saure Milieu verschoben ist, unterdriickt zudem eine unspezifische Bin-
dung von Fremdproteinen an die Saule. Der Bindungspuffer, mit dem die Saule vorab
aquilibriert und nach Auftragen der Probe gewaschen wurde, enthielt ebenfalls schon
eine geringe Menge an Imidazol von 30 mM. Eine niedrige Imidazolkonzentration in
diesem Puffer stellt eine Alternative zu einem zweistufigen Elutionsprogramm dar, bei
dem fUr die erste Stufe, vor der eigentlichen Elution, ein relativ niedriger Imidazol-
Gradient aus dem Elutionspuffer und einem Bindungspuffer ohne Imidazol gemischt
wird. Der Vorteil der in dieser Arbeit verwendeten Methode war eine kirzere Laufzeit
des Programms, sowie die bereits vor dem Auftragen der Probe erfolgte Aquilibrierung
der Saule mit dem imidazolhaltigen Puffer. Der Anteil unspezifisch gebundener Fremd-
proteine lie3 sich somit nochmals verringern. Der zellfreie Extrakt wurde in einem
Verhaltnis von 1:2 mit Arbeitspuffer verdiinnt und nach Filtration mit einer Gesamt-
proteinmenge von maximal 140 mg pro Lauf auf die Ni-Sepharosesaule geladen. Das
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His-getagte Protein wurde in einem Einstufengradienten mit 0,5 M Imidazol eluiert (sie-
he Abbildung 43).

N

1
~
o

1
3000 - m l 1 7|48
2500 k i 480

2000

[+2]
o

(9]
o

—

1
I
o

1500

Gradient [%]

1000 4

Absorption 280 nm [mAU]
1
S 5]
Leitfahigkeit [mS/cm]

20

1
o
|

o

N no

0 20 40 60 80
Volumen [ml]

Abbildung 43.: Anreicherung der NHis-GatDH an Nickelsepharose. Absorption bei 280 nm
[mAU] (blau), Leitfahigkeit [mS/cm] (braun), Stufengradient von 0 auf 100%
Eluent B mit 0,5 M Imidazol (griin). Die GatDH-Aktivitat wurde in den 2 ml
Fraktionen mit dem Standard-Enzymassay bestimmt. Der erste Pfeil (1) zeigt
den Absorptionspeak der Fremdproteine beim Auftragen der Proben auf die
Saule an. Der Elutionspeak der aktiven NHis-GatDH Fraktionen wird durch
den zweiten Pfeil (2) markiert.

Das Chromatogramm in Abbildung 43 zeigt, dass beim Auftragen der Probe eine grof3e
Menge Protein nicht an die HisTrap-S&ule binden konnte (1. Pfeil). Hierbei handelte
es sich ausschlie3lich um Fremdprotein, da das entsprechende Eluat keine GatDH-
Aktivitat im Enzymassay zeigte. Nach dem Auswaschen der ungebundenen Protein-
menge konnte mit einem Stufengradient das an die Nickelionen gebundene Enzym
von der Saule eluiert werden. Dabei liel3 sich nach Einsetzen von 100% Eluent B, dem
imidazolhaltigen Elutionspuffer, nur ein einziger Peak im Diagramm erkennen (2. Pfeil).
Die Peakfraktionen wurden im Enzymassay untersucht und die Fraktionen mit GatDH-
Aktivitat gepoolt. Da die Aktivitat des GatDH-Enzyms bei einer langeren Inkubation
im Elutionspuffer der Affinitatschromatographie stetig abnahm, musste die Probe der
vereinigten aktiven Fraktionen direkt einem Pufferwechsel unterzogen werden. Die ein-
fachste und schnellste Methode mit den geringsten Verlusten stellte das chromatogra-
phische Umpuffern dar. Es stellte sich zudem heraus, dass die GatDH beim Wechsel
von einem Puffer mit relativ hohem Salzgehalt in einen Puffer ohne Salz, oder mit
einem sehr niedrigen Salzgehalt, eine starke Tendenz zeigte, auszufallen. Dies lief3



KAPITEL Ill. EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE 127

sich anhand niedrigerer Aktivitatswerte bzw. eines deutlichen wei3en Niederschlags
in der Probe feststellen. Der Elutionspuffer enthielt einen insgesamt 1 M hohen Salz-
gehalt (500 mM Imidazol, 500 mM NaCl). Um die Aktivitatsverluste méglichst gering
zu halten, wurde die Probe daher in einen Puffer mit erhohter BisTris-Konzentration
(100 mM), einem NaCl-Gehalt von ebenfalls 100 mM und 1 mM MgCl, umgepuffert. In
Tabelle 32 sind die Ergebnisse der angereicherten NHis-GatDH dargestellt.

Tabelle 32.: Anreicherung der N-terminal His-getagten GatDH (NHis-GatDH) aus einer 250 ml
Kultur (bzw. ca. 2 g feuchte Zellen).

Gesamt- Gesamt- Spez. Aktivitait Anreicherung Ausbeute

aktivitat protein [U/mg] [-fach] [%]

[V] [mg]
Rohextrakt 1204 207 5,8 1 100
Ni-Sepharose 1047 - - - 87
Umpufferung 995 67,2 14,8 2,6 83

Der Verlust an Gesamtaktivitat nach der Umpufferung betrug 17%, wobei die spezi-
fische Aktivitat um den Faktor 2,6 von 5,8 U/mg auf 14,8 U/mg erhdht wurde. Nach
der HisTrap waren noch 87% der Ausgangsunits vorhanden. Die Gesamtproteinmen-
ge und damit auch die spezifische Aktivitat sowie der Anreicherungsfaktor konnten
flr diese Probe nicht bestimmt werden, da das Imidazol im Elutionspuffer die Protein-
bestimmung beeinflusst. Der Aktivitatsverlust bei der Umpufferung konnte auf 3-15%
beschrankt werden. Um die Effizienz der Anreicherungsstrategie fiir die Hiss-getagten
Proteine zu Uberprifen, wurde eine SDS-PAGE mit den Proben angefertigt (siehe Ab-
bildung 44), die eine reine Enzympraparation dokumentierte.
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Abbildung 44.: SDS-PAGE der angereicherten NHis-GatDH. Als Marker (M) dienten 7 ul des
Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad). Es wurden 5 ul des Pellets (P)
und jeweils 10 ul des Rohextraktes (R), der HisTrap (H) und der Umpufferung
(U) auf das Gel geladen. Von der angereicherten NHis-GatDH wurden 28 g
aufgetragen. Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.
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Durch die hohe Affinitat der Histidine fir die Nickelionen ist somit eine einzige chro-
matographische Trennmethode fir das Entfernen der Fremdproteine ausreichend. Die
Anreicherung der Variante aus einer Fermentation erfolgte aquivalent. Das pelletierte
Zellmaterial wurden dazu in jeweils ca. 2 g Portionen pro Anreicherung aufgeteilt.

5.4.2. Anreicherung der 2Cys-GatDH

Nach dem Prinzip der Anreicherung der NHis-GatDH lieen sich auch die mit einem
zusatzlichen Cystein-Tag versehenen GatDH-Varianten anreichern. Da aufgrund der
héheren Gesamt- und spezifischen Aktivitat (vgl. Tabelle 31) die 2Cys-GatDH zur Im-
mobilisierung verwendet werden sollte, wird in diesem Abschnitt nur die Anreicherung
dieser Variante dargestellt. Das Elutionsdiagramm der 2Cys-GatDH mit dem entspre-
chenden Elutionspeak (2. Pfeil) ist in Abbildung 45 zu sehen.
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Abbildung 45.: Anreicherung der 2Cys-GatDH an Nickelsepharose. Absorption bei 280 nm
[mAU] (blau), Leitfahigkeit [mS/cm] (braun), Stufengradient von 0 auf 100%
Eluent B mit 0,5 M Imidazol (grtin). Die GatDH-Aktivitat wurde in den 2 ml
Fraktionen mit dem Standard-Enzymassay bestimmt. Der erste Pfeil (1) zeigt
den Absorptionspeak beim Auftragen der Proben auf die Saule an. Der Eluti-
onspeak der aktiven 2Cys-GatDH Fraktionen wird durch den zweiten Pfeil (2)
markiert.

Bei der Affinitatschromatographie gingen 7% der Gesamtaktivitat der 2Cys-GatDH
verloren. In Tabelle 33 sind die Ergebnisse der Anreicherung der 2Cys-GatDH zu-
sammengefasst. Die Gesamtaktivitat der 2Cys-GatDH im Rohextrakt einer 250 ml
Komplexmedium-Kultur schwankte in der Regel zwischen 1000 und 1100 Units, die
spezifische Aktivitat betrug im Mittel 5,0 U/mg. Nach der Umpufferung betrug die Aus-
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beute noch insgesamt 80% bei gleichzeitigem Entfernen von 75% Fremdprotein und
einer Steigerung der spezifischen Aktivitat um Faktor 3,2 auf 12,6 U/mg.

Tabelle 33.: Anreicherung der N-terminal mit zwei Cysteinen modifizierten und His-getagten
GatDH (2Cys-GatDH) aus einer 250 ml Kultur (bzw. ca. 2 g feuchte Zellen).

Gesamt- Gesamt- Spez. Aktivitit Anreicherung Ausbeute

aktivitat protein [U/mg] [-fach] [7%]

[U] [mg]
Rohextrakt 1037 259 4,0 1 100
Ni-Sepharose 964 - - - 93
Umpufferung 829 65,8 12,6 3,2 80

Die Reinheitskontrolle durch eine SDS-PAGE (siehe Abbildung 46) zeigte eine reine
2Cys-GatDH-Praparation. Die Ergebnisse der Anreicherung der Variante mit einem
zusatzlichen Cystein-Tag sind mit den Ergebnissen der NHis-Variante vergleichbar.
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Abbildung 46.: SDS-PAGE der angereicherten 2Cys-GatDH. Als Marker (M) dienten 7 ul des
Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad). Es wurden 5 ul des Pellets (P)
und jeweils 10 ul des Rohextraktes (R), der HisTrap (H) und der Umpufferung
(U) auf das Gel geladen. Von der angereicherten 2Cys-GatDH wurden 27 ug
aufgetragen. Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

5.4.3. Isoelektrische Fokussierung der NHis- und 2Cys-GatDH

Der isoelektrische Punkt der nativen Galaktitol-Dehydrogenase wurde von Schnei-
der et al., 1995 bei einem pl-Wert von 4,2 beschrieben. Dagegen wurde anhand der
Internet-Software Protein Prospector und dem Programm VectorNTI Advance 10 (In-
vitrogen) ein pl-Wert von 5,1 fiir die GatDH berechnet. Mit den gleichen Programmen
wurden fir die mit den Aminosaure-Tags verlangerten Varianten, NHis- und 2Cys-
GatDH, ein pl-Wert von 5,9 errechnet. Um zu untersuchen, ob sich die modifizierten
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Varianten in ihrem isoelektrischen Punkt von der unmodifizierten GatDH unterschei-
den, wurde eine isoelekirische Fokussierung (IEF) durchgefihrt (siehe Abbildung 47).
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Abbildung 47.: Isoelektrische Fokussierung der angereicherten NHis- und 2Cys-GatDH. Die
Varianten wurden in einem pH-Gradienten-Gel (pH 3-10) aufgetrennt. Als
Marker (M) diente Protein 9 von Serva. Unverdinnte Proben der NHis-GatDH
(N) und 2Cys-GatDH (C).

Im pH-Gradientengel (pH 3-10) wurde der pl-Wert beider Enzyme bei 6,0 ermittelt, da
dort jeweils die prominenteste Bande zu erkennen war. Obwohl die Proteine elek-
trophoretisch rein waren, traten bei der IEF mehrere distinkie Banden auf. Die N-
terminale Modifizierung der GatDH hatte im Vergleich zum nativen Enzym auf jeden
Fall eine Anderung der Oberflachenladung um mehrere pH-Einheiten zur Folge.

5.5. Immobilisierung der 2Cys-GatDH auf einer polykristallinen
Goldelektrode

5.5.1. Uberpriifung der Adsorptionsfiahigkeit durch SPR Spektroskopie

Der Cystein-Tag sollte eine gerichtete kovalente Immobilisierung der GatDH durch Bil-
dung von Thiolbindungen auf der Goldelektrode ermdglichen, ohne dass es dabei ei-
ner weiteren Modifizierung der Elektrodenoberflache bedarf. Die erfolgreiche Immobi-
lisierung der 2Cys-GatDH lief3 sich anhand einer SPR (surface plasmon resonance)-
Messung in der Abteilung fir Organische Makromolekulare Chemie (Arbeitsgruppe
Prof. Dr. G. Wenz) bestatigen (siehe Abbildung 48). Bei der SPR-Spektroskopie han-
delt es sich um eine Methode zur quantitativen Bestimmung von Schichtdicken, wobei
es zur einer kollektiven Anregung freier Elektronen in Metallen zu Plasmaschwing-
ungen kommt (Plasmonen).
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Abbildung 48.: SPR-Messung einer Goldelektrode nach Zugabe von 55 U/ml 2Cys-GatDH.
Die Addition des Enzyms sowie der Beginn des Waschprozesses sind durch
einen Pfeil angezeigt. Der Resonanzwinkel [°] wurde gegen die Zeit [min] auf-
getragen. Abbildung aus Kornberger et al., 2009 [111].

Ein Goldblattchen mit bekanntem Brechungsindex wurde in einer Durchflusszelle zu-
nachst etwa 40 min mit BisTris-Puffer gespult und anschlieBend 100 pl 2Cys-GatDH
eingespritzt (erster Pfeil). Die Anderung des Resonanzwinkels wurde in Abhangigkeit
der Zeit bestimmt. Durch Adsorption des Enzyms an die Goldoberflache anderte sich
der Brechungsindex und es kam zu einem Anstieg des Winkels um etwa 1,0 Grad.
Der zweite Pfeil zeigt den Beginn des Waschschrittes mit BisTris-Puffer fir insgesamt
ca. 3 h an. Da der vergréBerte Winkel beim Spulen als gleichbleibendes Plateau vor-
handen blieb, konnte auf eine kovalente Adsorption des Enzyms an die Elektrode ge-
schlossen werden. Eine lediglich elektrostatische Bindung des Enzyms hatte einen
Abfall des Winkels zum Ausgangswert zur Folge haben missen. Unter der Annahme,
dass der Brechungsindex der GatDH dem der HRP (Horseradish Peroxidase) ahnelt
(n = 1,55) (Arakawa et al., 1997 [8]), wurde eine Schichtdicke von 6-7 nm mit dem
Programm Winspall, Version 2.10 (Prof. Dr. Knoll, Max-Planck-Institut fir Polymerfor-
schung, Mainz) ermittelt. In Anlehnung daran, dass 1 Da eines kugelférmigen Protei-
nes etwa einer GroBBe von 1,37 * 1073 nm? entspricht (Zipper et al., 1971 [244]), lie
sich fir die aktive 2Cys-GatDH als Tetramer mit 110 kDa ein Durchmesser von 6,6 nm
errechnen. Dieses Ergebnis Iasst darauf schlieBen, dass von der 2Cys-GatDH eine
Monolayerschicht auf der Goldoberflache gebildet wurde.
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5.5.2. Uberpriifung der Aktivitat anhand Cyclischer Voltammetrie (CV)

Die Modifizierungen erfolgten am N-Terminus der GatDH, da die Kristallstruktur des
Enzyms (Carius und Scheidig, Publikation in Vorbereitung) dessen Lokalisation an der
Proteinoberflache zeigte. Der Cystein-Tag sollte das aktive Zentrum des Enzyms so-
mit nicht beeinflussen und eine freie Bindungsoption fir die gerichtete Adsorption an
die Elektrode ermoglichen.

Die Aktivitat des immobilisierten Enzyms lief3 sich durch Cyclische Voltammetrie (CV)
demonstrieren. Alle CV-Messungen wurden von Dr. Gajdzik aus der Physikalischen
Chemie (Arbeitskreis Prof. Dr. R. Hempelmann) durchgefiihrt. In dem verwendeten
System wurde ein Redoxmediator (CTFM) benétigt, um die Elektonentransferrate zu
erhdhen und gleichzeitig ein Uberpotential der elektrochemischem Cosubstrat Re-
generierung zu minimieren. Der Cofaktor NAD* und der Mediator CTFM (4-carboxy-
2,5,7-trinitrofluorenyliden-malonnitril) wurden dabei in Losung gehalten. Das in der en-
zymatischen Reaktion reduzierte NADH kann mit den Ca?* -lonen eine Calciumbriicke
zum Mediator bilden und so seine Elektroden wieder abgeben. Der reduzierte Media-
tor diffundiert zur Elektrode und wird dort reoxidiert. Der gemessene Stromanstieg
lasst sich auf die elektrochemische Regenerierung des Cofaktors zurtickfihren (sie-
he Abbildung 49). Voraussetzung fir diese Reaktion ist die vorherige enzymatische
Oxidation des Substrats 1,2-Hexandiol unter gleichzeitiger Reduktion des NAD" zu
NADH.

Eine mit der 2Cys-GatDH modifizierte Goldelektrode wurde in eine elektrochemische
Zelle mit einer Lésung aus 1,85 mM NAD™, 18,52 mM CaCl, und 0,74 mM CTFM in
100 mM BisTris-Puffer mit 1 mM MgCl; (pH 7,5) getaucht. Die Mediatormolekule wur-
den durch cyclische Voltammetrie aktiviert (Gajdzik et al., 2007 [50]; Mano and Kuhn,
1999 [127]). Die Nitrogruppen werden dabei zu dem reversiblen Redoxpaar NHOH/NO
umgesetzt. In Abbildung 49a) ist zu erkennen, dass der irreversible Oxidationspeak
der Cofaktor Regenerierung bei +100 mV erst nach einer zusatzlichen, sogenannten
kathodischen Vorpolarisierung von +200 mV bis -300 mV bei einer Scangeschwin-
digkeit von 100 mV/s zu beobachten war (gepunktete Linie). Ohne diese Vorreaktion
war selbst nach Substratzugabe (gestrichelte Linie) im Vergleich zur Messung ohne
Hexandiol (durchgezogene Linie) kein Stromanstieg zu verzeichnen. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass sich die Mediatormolekile in diesem Ansatz als frei diffun-
dierende Molekile in Losung befanden und durch die Vorpolarisierung sozusagen in
Richtung der Elektrode gedrlickt wurden. Dadurch wurden noch mehr Molekile als
zuvor aktiviert, wodurch sich die Elektronentransferrate erhdhte.
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Abbildung 49.: Modifizierte Enzymelektrode mit 1,85 mM NAD* und 18,52 mM Calciumchlo-
rid vor (durchzogene Linie) und nach (gestrichelte Linie) Zugabe von 34,5 mM
1,2-Hexandiol, sowie nach der kathodischen Vorpolarisierung (gepunktete Li-
nie). Die CVs wurden a) mit, b) ohne und c) wieder mit 0,74 mM CTFM bei
10 mV/s gegen Ag/AgCl und gegen die normale Wasserstoffelektrode (NHE)
gerechnet aufgenommen. Abbildung aus Kornberger et al., 2009 [111].

In einem weiteren Experiment wurde zudem festgestellt, dass eine Vorpolarisierung
notwendig war, um den irreversiblen Oxidationspeak bei +100 mV zu erhalten. Diese
erfolgte entweder von +200 mV bis -300 mV um zwei Nitrogruppen, beziehungswei-
se von +200 mV bis -500 mV, um alle drei Nitrogruppen des Mediators zu aktivieren.
Da im gemessenen Potentialbereich die oxidierten CTFM-Molekule nur durch das bei
der enzymatischen Reaktion entstandene NADH reduziert werden kdnnen, beweist
die Reoxidierung des Cofaktors indirekt die katalytische Aktivitat der immobilisierten
2Cys-GatDH.

Da der Mediator Gber freie Cyanogruppen verflgt und Uber diese ebenfalls an die
Goldelektrode adsorbieren kénnte, wurden die Messungen nochmals ohne die Me-
diatormolekule wiederholt (Abbildung 49b). Auch bei einer erneuten Vorpolarisierung
wurde keine elektrochemische Cofaktor-Regenerierung mehr erhalten. Auf diese Wei-
se lieR3 sich eine mégliche Coimmobilisierung ausschlieBen. Die Messungen wurden
anschliefBend nach den Bedingungen von a) wiederholt und genau die gleichen Ergeb-
nisse erhalten (Abbildung 49c)). Dies ist ein Beweis daflr, dass das Enzym wahrend
aller Prozeduren an der Elektrode gebunden blieb und dabei keine Aktivitat einbifte.
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Bei einer Langzeitmessung wurde ein Aktivitatsverlust der adsorbierten 2Cys-GatDH
von nur 1,3% nach finf Tagen festgestellt (siehe Abbildung 50).

Au/ GatDH Cyst in 1,85 mM NAD® / 18,52 mM CaCl, / 0,74 mM CTFM
+ 34,5 mM 1,2-Hexandiol (nach 600 s) + 2 Cylen bis 500 mV
g 1——Tag0; 10mVis
124 nach 5 Tagen; 10 mVis
4 Auf GatDH-Cyst in Puffer + 0,74 mM CTFM
10 o (nach 600 s + 2 Cyclen bis -500 mV)

i 34 5 mM 1,2-Hexandiol; 10 mV/s

jfuA*em?

/ 7
s

T T . . T T
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Abbildung 50.: Vergleich der CVs der mit 2Cys-GatDH modifizierten Goldelektrode bei
10 mV/s mit 1,85 mM NAD*, 18,52 mM Calciumchlorid und 0,74 mM CTFM
in Lésung nach Zugabe von 34,5 mM 1,2-Hexandiol und kathodischer Vorpo-
larisierung bis -500 mV bei direkter Messung (schwarz), ohne Cofaktor NAD™
(grtin) und nach 5 Tagen (rot). Abbildung aus Gajdzik, 2007 [49].

Die mit der 2Cys-GatDH modifizierte Elektrode wurde dabei in 100 mM BisTris-Puffer
bei 4°C gelagert und nach flinf Tagen unter gleichen Bedingungen gemessen (rot). Die
katalytische Aktivitat des adsorbierten Enzyms blieb somit auch Uber einen langeren
Zeitraum erhalten. Die gleiche Messung wurde zudem ohne die Anwesenheit des
Cofaktors NAD" durchgeflihrt (griin), um eine nicht-enzymatisch katalysierte Oxida-
tion des Substrats 1,2-Hexandiol auszuschlieBen. Ohne Cofaktor wurde kein Oxidati-
onspeak erhalten.

In einem weiteren Experiment wurde eine Goldelektrode zunachst mit der 2Cys-GatDH
und anschlieBend in einer CTFM-L6sung inkubiert. Die Elektrode wurde nach der be-
reits beschriebenen Methode in mediatorfreier Losung gemessen. Da kein Stroman-
stieg zu verzeichnen war, konnte eine Coimmobilisierung des Mediators auf die en-
zymfunktionalisierte Elekirode ausgeschlossen werden. Auch eine gleichzeitige Inku-
bation in Enzym-Mediator-Lésungen unterschiedlicher Mischungsverhaltnisse fihrte
zu keiner nachweisbaren Coimmobilisierung. Eine Adsorption aller fiir die Reaktion
bendtigten Elemente ist daher zur Zeit noch nicht moglich. Eine Adsorption der GatDH
unter gleichzeitigem Erhalt der katalytischen Aktivitat konnte allerdings erfolgreich ge-
zeigt werden, sofern dabei der Mediator in Lésung gehalten wurde.



IV. Diskussion

1. Untersuchungen zur modifizierten
GatDH-Genexpression in Rhodobacter sphaeroides
Stamm D gegeniuber Stamm Si4

In der Natur sind Bakterien den stéandigen Veranderungen in ihrer unmitteloaren Um-
gebung ausgesetzt. Fur die meisten Mikroorganismen ist daher ein Nahrstoffmangel
in ihrem Okosystem normal (Schlegel, 1992 [182]). Zum Uberleben miissen sie sich
den vielfaltigen und wechselnden Umweltbedingungen anpassen konnen. Das initiale
Ereignis fir einen evolutionaren Adaptionsprozess stellt die Entstehung neuer geneti-
scher Varianten durch ein oder mehrere spontane Mutationsereignisse dar (Hall, 1988
[66]). Nach Hall, 1989 [67] existieren flr die Evolution neuer metabolischer Funktionen
drei Hauptstrategien. Zum einen kann ein Gen durch regulatorische Mutationen unter
ungewohnlichen Bedingungen exprimiert werden, wenn dieses eine Genprodukt be-
reits zu einer Verwertung des neuen Substrates flihrt (Hall, 1981 [65]). Zum anderen
konnen strukturelle Mutationen innerhalb eines Gens die katalytischen Eigenschaften
eines Enzyms verandern. SchlieB3lich kbnnen durch Mutationen oder bewegliche Gen-
elemente auch ganze Operons aktiviert werden. Zu den moglichen Mutationsarten
zahlen Basenpaaraustausche, Deletionen, Insertionen, Inversionen und Transpositio-
nen von Genabschnitten (Brock, 2003 [21]). Dabei kbnnen transposable Insertions-
elemente neue Promotorsequenzen flr andere Gene enthalten (Prentki et al., 1986
[158]; Ciampi et al., 1982 [28]) und kryptische Gene durch eine Insertion in upstream
lokalisierte Regionen aktivieren (Reynolds et al., 1981 [164]). Kryptische Gene kodie-
ren zwar flr funktionsfahige Proteine, kdnnen von dem jeweiligen Organismus aber
normalerweise nicht exprimiert werden. Andern sich die Umweltbedingungen, kénnen
diese Gene aktiviert werden und dem Organismus einen Selektionsvorteil verleihen,
daher bleiben diese Gene auch als solche im Genpool erhalten.

Der Organismus Rhodobacter sphaeroides Si4 kann aufgrund verschiedener Poly-
oldehydrogenasen ein breites Spektrum an Zuckern und Zuckeralkoholen als Koh-
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lenstoffquelle nutzen. Allerdings kann er nicht auf dem Zuckeralkohol der Galaktose,
dem Galaktitol wachsen. Die zum smo-Operon (Stein et al., 1997 [202]) gehdrende
Sorbitol-Dehydrogenase (SDH) (Philippsen et al., 2005 [156]; Schauder et al., 1995
[179]) und Mannitol-Dehydrogenase (MDH) (Schafer et al., 1997 [181]; Schneider and
Giffhorn, 1994 [187]; Schwartz et al., 1994 [192]; Schneider and Giffhorn, 1989 [186])
wurden bereits isoliert und charakterisiert und kdnnen das Galaktitol nur zu einer ge-
ringen Rate umsetzen (Schneider et al., 1995 [188]). AuBerdem wurde noch eine
Ribitol-Dehydrogenase (RDH) beschrieben (Kahle et al., 1992 [97]). Bei einer Kultivie-
rung des Stammes Si4 in einer kontinuierlichen Chemostatenanzucht mit D-Glucitol
in wachstumsbegrenzender Konzentration und Galaktitol im Uberschuss, konnte auf-
grund des herrschenden Selektionsdruckes nach 54 Tagen eine Galaktitol-metaboli-
sierende Mutante, Rhodobacter sphaeroides Stamm D, isoliert werden. Die oxidative
Umsetzung des Galaktitols zur L-Tagatose konnte einer neu exprimierten, von den
bereits bekannten Enzymen des Wildtypstammes zu unterscheidende, Polyoldehy-
drogenase zugeordnet werden. Anhand einer vollstandigen Sequenzbestimmung des
type-strains Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 (Zhou et al., 2003 [240]) konnte schlief3-
lich durch einen Abgleich mit den Ergebnissen einer MALDI-Fingerprint-Analyse und
einer N-terminalen Ansequenzierung des neuen Enzyms, ein homologer ORF identi-
fiziert werden (Zimmer, 2006 [242]). Das Gen der Galaktitol-Dehydrogenase (GatDH)
wurde heterolog exprimiert und zeigte die erwartete GatDH-Aktivitat im Enzymassay.
Durch die Identifizierung des Gens lie3 sich bestatigen, dass es sich bei dem Protein
nicht um eine evolutiv veranderte Variante einer der bereits beschriebenen Polyol-
dehydrogenasen handelte, sondern im Mutationsstamm ein stillgelegtes kryptisches
Gen wieder aktiviert wurde (Zimmer 2006 [242]). Von Zimmer 2006 wurde der ORF
des Gens, sowie die das Gen flankierenden Sequenzen auf Sequenzunterschiede in
den verschiedenen Rhodobacter sphaeroides Stammen untersucht. Auffallig war eine
21 Basenpaar grof3e Verdopplungssequenz im 5°-Sequenzbereich des GatDH-Gens,
die ausschlie3lich im Stamm D zu finden war. Ansonsten zeigten sich keine weiteren
Unterschiede zwischen dem Parentalstamm Si4 und dem Mutationsstamm D, nur zum
type strain 2.4.1 wurden einige Basenaustausche gefunden.

Da die kodierende Sequenz des GatDH-Gens in den Stammen Si4 und D identisch
war, kann die lediglich im Stamm D vorhandene konstitutive Expression der GatDH
nur auf einer Veranderung in der Gensequenzumgebung beruhen. Daher wurde zum
einen der bereits von Zimmer 2006 ermittelte Sequenzeinschub im Stamm D noch-
mals genauer untersucht und zum anderen der bekannte Sequenzabschnitt upstream
des GatDH-Gens erweitert und ebenfalls auf Unterschiede in den Stdmmen analy-
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siert. Zur Ermittlung der unbekannten Sequenzbereiche wurde die von Tan et al. 2005
erstmals beschriebene SiteFinding-Methode verwendet. Dabei handelt es sich um ei-
ne PCR-Methode, mit der es anhand einer Kombination aus sequenzunspezifischen
SiteFinding-Primern und genspezifischen Primern madglich ist, relativ gro3e unbekann-
te Sequenzabschnitte schnell und einfach zu amplifizieren (vgl. Kapitel 6.3). Im Prinzip
handelt es sich bei dieser Methode um ein Chromosome-Walking, das eine kosten-
glnstige Alternative zu einem Whole-Genome-Sequencing darstellt, vor allem, wenn
nur bestimmte Sequenzbereiche vorrangig von Interesse sind. Zur Isolierung unbe-
kannter DNA-Fragmente, unmittelbar vor bekannten Sequenzabschnitten, wurden be-
reits verschiedene andere PCR-Methoden entwickelt und beschrieben. Dazu gehdren
beispielsweise die hoch spezifische Inverse PCR (Keim et al., 2004 [105]; Arveiler
and Porteous, 1991 [10]; Huckaby et al., 1991 [78]; Ochman et al., 1988 [144]; Trig-
lia et al., 1988 [219]), Ligations-vermittelte PCRs (Dai et al., 2000 [32]; Warshawsky
and Miller, 1994 [225]; Rosenthal and Jones, 1990 [168]) und die zufallsbasierten pri-
med PCRs (Antal et al., 2004 [6]; Singer and Burke, 2003 [196]; Terauchi and Kahl,
2000 [215]). Im Gegensatz zur SiteFinding bringen diese Methoden jedoch auch ei-
nige Nachteile mit sich. Dazu gehoren eine begrenzte Produktlange von weniger als
1 kb, komplizierte Manipulationsprozesse oder eine Amplifizierung von nicht zu den
Zielmolekllen gehorenden Fragmenten (Tan et al., 2005 [214]). Dagegen lasst sich
die SiteFinding-PCR als effiziente, verlassliche, kostenglnstige und zeitsparende Me-
thode fir Molekule einsetzen, flr die schon genspezifische Primer verfigbar sind.

Grundsatzlich wurden in dieser Arbeit zwei mogliche Ursachen fir die konstitutive Ex-
pression der GatDH im Stamm D gegeniber den Stammen Si4 und 2.4.1 untersucht.
Der Einfluss eines in allen Stammen kodierten GntR-ahnlichen Proteins, als moglicher
Regulator der GatDH-Expression, und die Entstehung neuer genetischer Elemente
durch die Einschubsequenz, wie eine Promotorsequenz und ribosomale Bindungs-
stellen, zur veranderten genetischen Regulation der GatDH-Expression im Mutations-
stamm Rhodobacter sphaeroides D. Beide Theorien werden im Folgenden getrennt
voneinander diskutiert.

1.1. Moglicher Einfluss des GntR-Proteins auf die Expression

Mikroorganismen mussen auf die Konzentration vieler Metabolite in ihrer Umgebung
ansprechen und ihre Stoffwechselwege Uber mannigfaltige Mechanismen entspre-
chend anpassen kénnen (Stryer, 2007 [207]). Wichtig fir die Bestimmung des Ablaufs
zellularer Prozesse ist die Kontrolle der Genexpression, wobei die Syntheserate ei-



KAPITEL IV. DISKUSSION 138

niger Proteine entsprechend dem Nahrungsangebot oder der Umweltveranderungen
variiert wird. Die Genaktivitat wird dabei in erster Linie auf der Ebene der Transkription
reguliert. In Bakterien werden viele Gene in sogenannten Operons zusammengefasst
und deren koordinierte Transkription kann durch Regulatorproteine beeinflusst werden
(Stryer, 2007 [207]). Man unterscheidet zwischen der positiven Kontrolle, bei der ein
Aktivatorprotein die Transkription induziert und der negativen Kontrolle, bei der ein Re-
pressorprotein konstitutiv die Transkription eines Gens verhindert, bis ein Induktor die
Initiation der Transkription induziert. Dabei spielen sogenannte cis-acting Kontrollele-
mente eine Rolle, die meist nur die Regulation von Genen beeinflussen kénnen, die
sich auf dem selben DNA-Molekul befinden. Interaktionen zwischen diesen spezifi-
schen, palindromartigen DNA-Sequenzen und regulatorischen trans-acting Faktoren,
die als Proteine frei diffundieren kdnnen, sind bekannt dafiir die Genexpression zu
steuern (Drew et al., 2000 [38]). Einer der bekanntesten und am besten untersuchten
trans-acting Faktoren, der ein bestimmtes Gen hemmt, von diesem aber nicht sel-
ber kodiert wird, ist der Repressor des 3-Galaktosidase-Gens (Straney and Crothers,
1987 [206]; Deuschle et al., 1986 [34]). Jacob und Monod publizierten 1961 anhand
des Laktose-Metabolismus in E. coli das erste Modell fir eine genetische Regulation
(Jacob and Monod, 1961 [86]). Wurde dem Wachstumsmedium Laktose oder des-
sen Analogon zugegeben, wurde der Repressor inaktiviert und die Expression der
Enzyme des Laktose-Operons induziert. Neben Bindemotiven wie Zinkfinger, Leucin-
zipper, Homeodomanen und (-Faltblattern findet sich bei vielen prokaryotischen Re-
gulatoren ein N-terminales Helix-Turn-Helix Motiv zur Protein-DNA-Wechselwirkung
(siehe Abbildung 51). Dieses Motiv wurde erstmals fiir das ACro-Protein beschrie-
ben (Pabo and Sauer, 1984 [146]). Die spezifische DNA-Bindung beruht darauf, dass
eine der beiden Helices genau in die groBBe Furche der DNA passt (Stryer, 2007
[207]). Anhand ahnlicher Funktionsweisen, gleicher Abstammung und Sequenziden-
titaten lieBBen sich die bekannten Regulatorproteine in verschiedene Superfamilien ein-
teilen, wie z.B. die A\Cro-, LysR- und CRP-Familie (Schell, 1993 [180]). Haydon und
Guest klassifizierten zuvor die GntR-Familie als eine neue Familie der bakteriellen
Regulatorproteine, welche als Helix-Turn-Helix (HTH) DNA-Bindeproteine charakteri-
siert wurden (Haydon and Guest, 1991 [71]). Die Familie wurde nach dem Repressor
des Gluconat-Operons (GntR) von Bacillus subtilis benannt (Fujita and Miwa, 1989
[48]; Fujita and Fujita, 1987 [47]). Desweiteren zahlen die Regulatoren der Histidin-
Verwertung (HutC) aus Pseudomonas putida bzw. Klebsiella aerogenes, der Repres-
sor (FadR) des Fettsaureabbaus, KorA und die drei weiteren Proteine GenA, P30 und
PhnF aus Escherichia coli (Buck and Guest, 1989 [22]) zu dieser Familie. Von Rigali et
al. wurde die mittlerweile aus Uber 1300 sequenzierten, bakteriellen Regulatoren be-
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stehende HTH-GntR-Superfamilie weiter in die vier Hauptfamilien FadR, HutC, MocR
und YtrA (Rigali et al., 2004 [166]; Rigali et al., 2002 [165]) und zwei weitere Neben-
familien AraR und PImA (Lee et al., 2003 [121]; Mota et al., 1999 [138]) unterteilt. Da
die HTH-Regulatorproteine ein hoch konserviertes N-terminales Bindemotiv besitzen,
wurden sie anhand einer dagegen relativ variablen C-terminalen Effektor- bzw. Oligo-
merisierungsdomane klassifiziert.

Abbildung 51.: Darstellung des A-Repressor/Operator-Dimerkomplexes. Das Helix-Turn-He-
lix-Motiv beider Proteinuntereinheiten ist schwarz markiert. (a): Das Protein
ist als Cartoon dargestellt, das DNA-Molekil im Stickmodell. (b): Detaillierte
Rasmoldarstellung des HTH-Motivs. Abbildung aus Jones et al., 2003 [90].

In dem vollstandig sequenzierten type strain Rhodobacter sphaeroides 2.4.1 ist in di-
rekter Sequenzumgebung upstream des GatDH-Gens ein ORF fiir einen Transkriptions-
Regulator der GntR-Familie (RSP_2362) hinterlegt. Bei Zimmer 2006 wurde bereits
versucht anhand degenerierter Primer, abgeleitet aus konservierten Sequenzberei-
chen, das GntR-Gen aus der genomischen DNA von Stamm Si4 und D zu amplifi-
zieren und somit nachzuweisen. Da dies nicht gelang, wurde eine mogliche Deletion
des Gens vorgeschlagen, die einen Einfluss auf die konstitutive GatDH-Expression im
Stamm D haben kénnte. Da das Gen jedoch im Stamm Si4 ebenfalls nicht nachweis-
bar war, konnte diese Annahme nicht als alleinige Erklarung dienen.

Mit Hilfe der SiteFinding-PCR wurde in dieser Arbeit ein Uber 1 kb groB3er neuer Se-
quenzabschnitt upstream des GatDH-Gens fir beide Stamme Si4 und D erhalten und
analysiert. Etwa 200 bp 5°-warts der GatDH wurde ein ORF ermittelt, der eine ho-
he Homologie zu dem GntR-Regulator aus dem type strain zeigte. Eine Datenbank-
analyse der jeweiligen 783 bp groBen kodierenden Sequenz aus Stamm Si4 und D
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ergab je eine Ubereinstimmung von 95% zu Transkriptions-Regulatoren anderer Rho-
dobacter sphaeroides Stamme. Bei einem genauen Sequenzvergleich von Stamm Si4
und Stamm 2.4.1 wurden 34 Basenunterschiede ermittelt, die in drei Aminosaureaus-
tauschen resultierten. Ein Datenbankabgleich der Aminosauresequenz lieferte sogar
eine 98%ige Sequenzhomologie zu Transkriptions-Regulatoren der GntR-Familie an-
derer Rhodobacter sphaeroides Stamme. Auch die weiteren, weniger gut Ubereinstim-
menden Datenbanktreffer lieferten fast ausschlieBlich Ahnlichkeiten zu Transkriptions-
Repressoren der GntR-Familie anderer Organismen. Beim Vergleich der Sequenz des
Parentalstammes Si4 zum Mutationsstamm D zeigte sich nur ein Basenunterschied
im GntR-Gen, der an Position 26 den Austausch der Aminosaure Prolin im Stamm
Si4 gegen Leucin im Stamm D zur Folge hat. Der type strain hat an gleicher Position
ebenfalls wie Stamm Si4 ein Prolin, der Austausch ist also lediglich im Stamm D zu fin-
den. Prolin kommt als zyklische Aminosaure innerhalb von Proteinen sowohl in cis- als
auch in trans-gebundener Konfiguration vor. Es kann aufgrund einer cis-Amidbindung
Sekundarstrukturen wie a-Helices und (-Faltblatter unterbrechen und somit einen er-
heblichen Einfluss auf die Faltung von Proteinen nehmen.

Der Aminosaureaustausch kdnnte eine unterschiedliche Funktionalitat des GntR-Pro-
teins und somit womaglich eine veranderte Regulation der GatDH-Expression in den
Stammen zur Folge haben. Um dies zu Gberprifen, wurde flr beide Stamme Si4 und D
eine Quikchange-Mutante hergestellt, die den jeweiligen Aminosaureaustausch in der
GntR-Sequenz enthielt. Die veranderten GntR-Proteine wurden, genau wie die GntR-
Proteine ohne den jeweiligen Aminosaureaustausch, gemeinsam mit dem GatDH-
Enzym als Coexpressionsvarianten in E. coli exprimiert. Die GntR-Proteine waren fr
die Varianten beider Stamme als l6sliches Protein in einem SDS-Gel nachzuweisen.
Ihre ldentitat wurde anhand einer MALDI-Fingerprintanalyse bestatigt und dabei wie-
derum gute Homologien zu anderen Transkriptions-Repressoren der GntR-Familie ge-
funden. Fir die coexprimierten Varianten von Stamm D konnten im Enzymassay ein-
deutig eine GatDH-Aktivitat bestimmt werden. Im SDS-Gel konnte direkt unterhalb der
etwa bei 28 kDa liegenden Bande des GntR-Proteins die 26 kDa Bande der GatDH
identifiziert werden. Dass das GatDH Enzym in einer niedrigeren Konzentration als
beispielsweise bei der NHis-GatDH Variante (vgl. Kapitel 3.1) gebildet wurde, konnte
daran liegen, dass es als zweites Gen auf dem cotranskribierten Konstrukt lag (siehe
Abbildung 52). Das GntR-Protein unterliegt als erstes Gen direkt dem starken Promo-
tor und der ribosomalen Bindestelle (RBS) des Vektors. Die GatDH wird zwar auf der
gemeinsamen mRNA transkribiert, als RBS kommen jedoch nur die moglichen RBS
der Originalsequenz aus Rhodobacter sphaeroides in Frage, die sich zwischen den
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kodierenen Bereichen beider Gene befinden. Dabei lasst sich nur schwer abschatzen,
inwiefern die fir den Organismus R. sphaeroides geeigneten RBS auch von dem Wirt
E. coli erkannt und verwendet werden kdnnen.

Si4 | GntR | | GatDH -
-10
p GntR | W GatbH |
Einschub
4 >

Zwischensequenz (ZWS)

Y

4l
|

Vorsequenz-Varianten

Coexpressions-Varianten

Abbildung 52.: Schematische Darstellung der verschiedenen Konstrukte aus Rhodobacter
sphaeroides Si4 und D im Expressionswirt E. coli. Die kodierenden Sequen-
zen des GntR- und GatDH-Gens sind als orangefarbene Balken dargetellt. Die
Einschubsequenz im Stamm D wird durch die gepunktete schwarze Linie mar-
kiert, die Sequenz der putativen -10-Region ist als schwarz/weif3-gestrichelter
Balken gekennzeichnet. Die potenziellen RBS sind in den Farben blau, grin
und rot dargestellt, wobei die rote RBS in beiden Stdmmen zu finden ist. Die
Vorsequenz-Varianten wurden so kloniert, dass die vektoreigene RBS nicht
mehr vorhanden ist. Alle Elemente sind in ihrer GréBe bzw. Position nicht im
getreuen MafB3stab dargestellt.

Fir die coexprimierten Varianten aus Stamm Si4 konnte weder eine Aktivitat, noch ei-
ne GatDH-Bande im SDS-Gel bestimmt werden. Das GntR-Protein kdnnte also auch
in der Wirtszelle eine Expression der GatDH in der Si4-Sequenz blockieren, wohin-
gegen beim Konstrukt aus Stamm D wegen der veranderten Sequenz keine Bindung
mehr moglich ist. Dieses Ergebnis spiegelt somit die Expressionssituation in den ur-
springlichen Stammen wieder. Da sich bei den Aminosaureaustausch-Varianten kei-
ne Unterschiede zeigten, lassen sich die Ergebnisse nicht auf eine unterschiedliche
Funktionalitat des GntR-Proteins aus Stamm Si4 gegenlber Stamm D zurlckflhren.
Vielmehr spricht dieses Ergebnis dafiir, dass das GntR-Protein nur im Stamm Si4 an
eine entsprechende Operatorsequenz binden kann und dadurch die Transkription des
GatDH-Gens verhindert. Die bekannte Sequenz aus Stamm Si4 und Stamm D unter-
scheidet sich auBer in der Punktmutation im GntR-Gen ansonsten nur noch in der Ver-
dopplungssequenz im Stamm D. Durch den Einschub an der Stelle vor dem GatDH-
Gen kénnte das passende cis-aktive Element unterbrochen und somit inaktiviert sein.
Eine passende Bindesequenz fir das GntR-Regulatorprotein lie3 sich aber anhand
bereits bekannter Repressor-Erkennungssequenzen (Frunzke et al., 2008 [44]; Colson
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et al., 2007 [29]; Rigali et al., 2002 [165]) noch nicht nachweisen. Die gute Uberein-
stimmung bei den verschiedenen Homologievergleichen zu anderen Transkriptions-
Repressoren lasst darauf schlieBen, dass es sich bei dem GntR-Protein um einen
Regulator der Transkription und nicht um einen Repressor der Translation handelt.

Dagegen zeigte das Konstrukt der Si4-Variante aus einem Teilstlick der zwischen bei-
den Genen lokalisierten Sequenz und dem GatDH-Gen (Vorsequenz-Variante) GatDH-
Aktivitat. Dies lief3e sich dadurch erklaren, dass in diesem Konstrukt kein GntR-Protein
exprimiert wird, welches die GatDH-Transkription ansonsten wie in der Coexpressions-
variante unterdriicken wirde. Dass diese Aktivitat nur sehr gering ausfiel, Iasst sich
sowohl auf die unbekannte Effizienz der einzig mdglichen RBS in diesem Konstrukt
aus R. sphaeroides in E. coli, als auch auf deren ungtnstigen Position zurickflhren.
Warum beim aquivalenten Konstrukt aus Stamm D keine Aktivitat und nur ein ver-
gréBertes inaktives GatDH-Protein nachgewiesen werden konnte, muss andere Grin-
de haben und wird spater erlautert. Dass bei der Anzucht der Coexpressionsvarianten
ohne IPTG-Induktion trotzdem GatDH-Aktivitat in den Konstrukten von Stamm D ge-
messen wurde, lie3e sich fur die Theorie der Regulation durch den GntR-Repressor
nur dadurch erklaren, dass trotz der spezifischen Lacl-T7-Expressionskontrolle des
Vektors eine Basalexpression der beiden Gene stattfindet. Der Anteil der gemesse-
nen Volumenaktivitdt ohne Induktion ist mit bis zu Uber 50% jedoch im Vergleich zu
den Werten unter IPTG-Zugabe als zu hoch flr eine Basalexpression anzusehen. Au-
Berdem konnte anhand weiterer Kontrollexperimente grundsatzlich ein Nachweis einer
durch eine Basalexpression hervorgerufenen Aktivitat nicht erbracht werden, da weder
die SDH noch die NHis-GatDH unter den nicht-induzierenden Bedingungen exprimiert
wurde.

Anhand der Gesamt-RNA beider Stamme Si4 und D sollte mit Hilfe der Reversen
Transkription auf die jeweilige mMRNA des GntR- und/oder des GatDH-Gens getestet
werden. Der Nachweis einer solchen mRNA ware ein Beweis daflir, dass das entspre-
chende Gen in dem jeweiligen Stamm exprimiert wird. Dabei lie3e sich auch zeigen, ob
sich beide Gene auf einer polycistronischen mRNA befinden und somit zu einem Ope-
ron gehdren kdnnten oder auf getrennten mRNAs transkribiert werden. Ein Hinweis
auf letztere Moglichkeit ware die Determination einer Terminatorsequenz downstream
des GntR-Gens, die einen Stopp der Transkription und die Freisetzung der gebildeten
mMRNA einleitet (Alberts, 2005 [3]). Eine solche Sequenz liel3 sich in dem bekannten
Sequenzstick zwischen den beiden Genen des GntR und der GatDH jedoch nicht
bestimmen. Eine gemeinsame mRNA sprache allerdings dafir, dass auch beide Ge-



KAPITEL IV. DISKUSSION 143

ne translatiert werden und wirde die Theorie der Regulation durch das GntR-Protein
unterstitzen. Dabei bestande die Mdglichkeit, dass der GntR-Regulator Uber eine Au-
toregulation verfligt, seine eigene Transkription also beim Erreichen eines bestimmten
Expressionslevels wieder herrunter regulieren kann. Jedoch konnte auch innerhalb
der GntR-Sequenz keine Terminationssequenz ermittelt werden. Wirden beide Gene
auf einer polycistronischen mRNA transkribiert, misste sich zudem eine Promotorse-
quenz und eine eigene RBS vor dem GntR-Gen finden lassen. Dies wirde gegen die
Expression der GatDH durch einen neuen Promotor sprechen. In dem sequenzierten
Bereich von Stamm D, der aus der Sitefinding-PCR erhalten wurde, lieBen sich die-
se regulatorischen Elemente allerdings nicht bestimmen. Bei der RT-PCR wurde flr
keinen der beiden Stamme die Bande eines gemeinsamen Amplifikats erhalten, was
das Vorhandensein einer polycistronischen mRNA als unwahrscheinlich erscheinen
lasst. Durch die Analyse der Gesamt-RNA des Stammes Si4 konnte weder die mRNA
des GntR-Gens, noch die des GatDH-Gens nachgewiesen werden. Da dieser Stamm
nachweislich nicht auf Galaktitol wachsen kann und sich beim Aufschluss der Zellen
auch keine GatDH-Aktivitat messen lasst, sollte auch keine mRNA fir das GatDH-Gen
zu finden sein. Ware eine mRNA vorhanden, wirde diese auch unweigerlich in das
GatDH-Protein translatiert. Die Regulation misste dann auf der Ebene der Translation
stattfinden, was aber aufgrund der hohen Ubereinstimmungen der GntR-Sequenz zu
anderen Transkriptions-Regulatoren als wenig wahrscheinlich erscheint. Diese Situa-
tion ware zudem flr die Zelle 6konomisch ungunstig, da die Transkription des Gens
dann unnaétig erfolgen wirde. Die mMRNA des GntR-Gens, die einen Beweis flr die Ex-
pression des GntR-Proteins und somit womdglich auch fir die Repression der GatDH
im Stamm Si4 erbringen konnte, wurde aber ebenfalls nicht gefunden. Dies spricht
gegen die Repressortheorie, jedoch kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass
sich das negative Ergebnis auf die verwendete Versuchsmethode zurlckflihren Iasst.
Eine erfolgreiche Praparation der Gesamt-RNA Iasst sich nur schwer Uberprifen, da
beim Messen der Nukleinsaure-Konzentration gegebenenfalls noch vorhandene DNA-
Rackstande mitvermessen werden. Zudem ist die RNA im Allgemeinen sehr instabil
und kann selbst bei einer sorgfalltigen und zigigen Verarbeitung schnell zersetzt wer-
den. Mittels der RT-PCR konnte im Stamm D ein Amplifikat fir das GatDH-Gen nach-
gewiesen werden. AuBBerdem wurde ein Amplifikat fir das GntR-Protein erhalten. Dies
ware ein Hinweis darauf, dass das GntR-Protein im Stamm D zwar funktional gebildet
wird, auf die Expression des GatDH-Gens aber keinen Einfluss nehmen kann. Da in
der Negativkontrolle fir DNA-Verunreinigungen jedoch ebenfalls ein, wenn auch viel
schwacheres, Signal fir das GntR-Gens sichtbar war, kann der Nachweis einer GntR-
kodierenden mRNA nicht mit Sicherheit bestatigt werden. Anhand der RT-PCR lief3
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sich aber zumindest die Existenz der mRNA fir das GatDH-Gen im Stamm D nach-
weisen.

FUr das Gram-positive Bodenbakterium Corynebacterium glutamicum konnte eine ko-
ordinierte Regulation des Gluconat-Katabolismus und der Glukose Aufnahme durch
Transkriptions-Regulatoren der GntR-Familie gezeigt werden (Frunzke et al., 2008
[44]). Dabei reprimieren die beiden Regulatorproteine GntR1 und GntR2 in Abwesen-
heit von Gluconat die Expression der Gene des Gluconat-Metabolismus und aktivieren
gleichzeitig die Gene fir die Glukose- und Sucroseaufnahme. Fir eine Reihe anderer
GntR-Regulatoren, wie den MatR aus Rhizobium leguminosarum, konnte auch eine
Aktivierung der Genexpression gezeigt werden (Rigali et al., 2002 [165]). Durch ein
einfaches Anzuchtsexperiment der Stamme 2.4.1, Si4 und D sollte getestet werden,
ob sich eine mdgliche funktionale und konstante Repressorwirkung des GntR-Proteins
in den Stammen 2.4.1 und Si4 aufheben und dadurch eine Expression des GatDH-
Enzyms induzieren lasst. Dazu wurden die Stdmme jeweils auf Mineralmedium mit
Gluconat als einziger Kohlenstoffquelle angezogen, um zu Uberprifen, ob dieses Sub-
strat eine ahnliche Wirkung auf den GntR-Regulator besitzt, wie die von Laktose oder
IPTG auf den Lac-Repressor. Ein regulatorisches Protein erfahrt durch die Bindung ei-
nes sogenannten Coregulator-Molekiils eine allosterische Veranderung und kann sei-
ne Bindungsfunktion an die DNA nicht mehr austben (Brock, 2003 [21]). Theoretisch
ware auch eine Aktivierung eines Aktivatorproteins durch das Gluconat denkbar, das
erst nach seiner Bindung an die DNA eine Transkription durch die RNA-Polymerase
moglich macht. Fir den verwandten Organismus Rhodobacter capsulatus wurde bei-
spielsweise eine Aktivierung der Expression der Gene des Taurin-Metabolismus durch
den Regulator TauR beschrieben, der zur MocR Unterfamilie der GntR-Regulatoren
gehort (Wiethaus et al., 2008 [230]). Alle Stdmme wurden zunachst zur Reinheits-
kontrolle unter aeroben und anaeroben Bedingungen auf MV-Medium mit Galaktitol
angezogen. Wie erwartet, konnte lediglich der Stamm D auf diesem Medium wach-
sen. Es wurden Kulturen aller Stamme auf Malatmedium bis zu einer optischen Dichte
von 1 angezogen und diese schlief3lich nach einem Pelletieren und mehrfachen Wa-
schen der Zellen in das Gluconatmedium Gberimpft. Alle Stamme konnten das Glu-
conat als Kohlenstoffquelle metabolisieren. Die Stamme Si4 und 2.4.1 zeigten dabei
allerdings keine GatDH-Aktivitat. Auch die im Stamm D gemessene Aktivitat liel3 keine
Rackschlisse auf eine veranderte Expressionsrate des GatDH-Enzyms zu. Die Ex-
pressionsrate des GatDH-Enzyms blieb in den Stammen im Vergleich zur normalen
Anzucht auf Malat gleich und hatte sich bei einer Bindung des Gluconats an das Re-
gulatorprotein jeweils umgekehren missen. Fir Stamm D war im Prinzip auch keine
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Anderung zu erwarten, da das GatDH-Enzym konstitutiv exprimiert wird. Somit konnte
kein Nachweis auf einen Einfluss von Gluconat auf die Expression der GatDH erbracht
werden. Das Kultivierungsexperiment der verschiedenen Stdmme auf dem die Funk-
tion des Regulators als Coregulator moglicherweise beeinflussenden Substrat Gluco-
nat, konnte also weder eine negative Repressor-Regulation im Stamm Si4, noch eine
positive Aktivatorfunktion fiir die Expression der GatDH im Stamm D bestatigen.

Die Ergebnisse, der mit IPTG induzierten Coexpressionsvarianten stimmten mit der
GntR-Repressor-Hypothese Uberein, da genau wie in den jeweiligen Rhodobacter-
Stammen nur im Stamm D GatDH-Aktivitat zu messen war. Dass in dem Konstrukt
mit der nicht vollstandig klonierten Sequenz aus Stamm Si4 Aktivitat vorhanden war,
kann so interpretiert werden, dass die reprimierende Wirkung des hier nicht exprimier-
ten GntR-Proteins fehlte. Allerdings kann anhand der GntR-Regulationstheorie nicht
erklart werden, warum im gleichen Konstrukt aus Stamm D, im Vergleich zur coex-
primierten Variante, keine GatDH-Aktivitat mehr gemessen werden konnte. Zudem ist
durch diese Theorie nicht zu begrinden, wieso bei der Anzucht ohne IPTG-Induktion
in den coexprimierten Varianten aus Stamm D immer noch eine relativ hohe GatDH-
Aktivitat zu bestimmen war, obwohl eine Basalexpression vorher ausgeschlossen wur-
de. Insgesamt konnen die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefihrten Experimen-
te zwar einen Einfluss des GntR-ahnlichen Proteins auf die GatDH-Expression in den
Rhodobacter sphaeroides Stammen nicht widerlegen, lassen aber eine derartige Re-
gulation als unwahrscheinlich erscheinen. Die jeweiligen Argumente fir bzw. gegen
die GntR-Regulationstheorie sind in Tabelle 34 zusammengefasst.

Tabelle 34.: Aus den durchgefliihrten Experimenten erhaltene Argumente fiir und gegen ei-
ne Repression der GatDH-Expression im Stamm Rhodobacter sphaeroides Si4
durch das GntR-ahnliche Protein.

GntR-Theorie

pro contra

- Coexpressionsvarianten in E.coli aus - kein Unterschied der QuikChange-Mutan-
Stamm D mit Aktiviat, aus Stamm Si4 ten mit einzigem AS-Austausch im GntR
ohne Aktivitat

- Aktivitat der Si4 Variante in E.coli - keine GntR-Erkennungssequenz gefunden
ohne GntR-Expression

- keine Terminationssequenz hinter GntR- | - Aktivitat der Coexpressionsvarianten aus
Gen gefunden Stamm D, obwohl keine Basalexpression

bei Anzucht ohne IPTG nachweisbar

- mRNA des GntR im Stamm D mdéglicher- | - keine mRNA des GntR im Stamm Si4
weise vorhanden gefunden

- keine polycistronische mRNA im Stamm
D nachweisbar
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In Zukunft kdnnten noch Experimente zur Aufklarung der Funktion des GntR-Proteins
durchgefihrt werden. Um mogliche Erkennungssequenzen fir das GntR-Protein zu
identifizieren, kdnnten sogenannte Gel-Mobilitats-Shift-Assays durchgeflihrt werden
(Frunzke et al., 2008 [44]). Das Regulatorprotein muss dazu zunachst Uberexprimiert
und bis zur Homogenitat angereichert werden. Der Bindungstest fir eine direkte Inter-
aktion des Proteins erfolgt in vitro mit der DNA-Sequenz in unmittelbarer Sequenz-
nachbarschaft des zu regulierenden Gens. Das Protein wird dabei in unterschied-
lichen Konzentrationen mit den zu analysierenden DNA-Fragmenten inkubiert. Das
Ergebnis lasst sich dann auf einem nativen Trenngel Uberprifen. Zur Bestimmung
der Operatorsequenz lieBe sich ein Gemisch aus DNA-Fragmenten und dem Re-
gulatorprotein auch durch eine Nitrocellulosemembran filtrieren (Stryer, 2007 [207]),
wobei nicht gebundene DNA-Fragmente den Filter passieren und die DNA-Protein-
Komplexe gebunden werden. Nach einer Dissoziation der Proteine kdnnen die DNA-
Fragmente analysiert werden. Anhand bereits bekannter Erkennungssequenzen las-
sen sich auch Uber verschiedene Algorithmen mit speziellen Computerprogrammen
DNA-Bindestellen fir ein Protein ermitteln bzw. vorhersagen (Stormo, 2000 [204]). Das
angereicherte GntR-Protein konnte auch zur Aufklarung dessen Struktur kristallisiert
werden. Anhand der Proteinstruktur lieBe sich das HTH-Motiv der GntR-Regulatoren
identifizieren, analysieren und so das Protein einer der GntR-Unterfamilien zuordnen.
Uber eine GntR-Knockout-Mutante lieBe sich womdglich ebenfalls der Einfluss des
GntR-Proteins auf die GatDH-Expression in den Rhodobacter sphaeroides-Stammen
testen. Dabei kdnnten mittels einer DNA Microarray-Analyse Veranderungen in dem
Expressionsmuster der Knockout-Mutante gegeniber dem Wildtypstamm durch einen
Vergleich des mRNA-Levels bestimmt werden (Gao et al., 2008 [52]). Eine Inaktivie-
rung der chromosomalen Kopie eines Regulatorproteins kann dabei zu einer konsti-
tutiven Expression des von ihm reprimierten Gens flhren (Penfold and Pemberton,
1994 [149]). Gelange es die Zellen kompetent zu machen, kénnten Zellen des Stam-
mes Si4 auch mit einem Plasmid transformiert werden, das den entsprechenden Se-
quenzbereich mit der Einschubsequenz aus Stamm D tragt. Findet eine homologe Re-
kombination statt, kdnnen die Si4-Zellen die Fahigkeit das GatDH-Gen zu exprimieren
Ubernehmen.

1.2. Konstitutive Expression der GatDH durch eine neue putative
Promotorsequenz im Stamm D

Neben der Theorie einer unterschiedlichen Expression des GatDH-Gens in den be-
trachteten Rhodobacter sphaeroides-Stammen durch den Einfluss eines GntR-Regu-
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latorproteins, wird die Entstehung einer neuen Promotorsequenz durch den Einschub
im Stamm D postuliert. Die bekannten Sequenzbereiche in den Stammen Si4 und D
unterscheiden sich insgesamt nur an zwei Stellen, namlich in einer Punktmutation in-
nerhalb des GntR-kodierenden Gens und einer Duplikationssequenz in der 5"-Region
des GatDH-Gens, die lediglich im Stamm D zu finden ist (siehe Abbildung 53). Da-
her wurde die Insertionssequenz auf neu entstandene regulatorische Elemente, wie
Promotor- oder Operatorsequenzen und ribosomale Bindestellen (RBS) untersucht,
die eine konstitutive Expression der GatDH im Stamm D gegenlber den Stdmmen
Si4 und 2.4.1 erklaren kdnnte. Ein cis-aktives Element fiir die Bindung eines Regu-
latorproteins lief3 sich in der unmittelbaren Sequenznachbarschaft des GatDH-Gens
weder im Stamm Si4 noch im Stamm D identifizieren. Innerhalb der Duplikationsse-
quenz im Stamm D konnten jedoch zwei neue RBS gefunden werden (siehe Abbildung
53). Die erste RBS (blau) ist in der Sequenz vor dem GatDH-Gen nun zweimal vor-
handen und lasst sich auch in der Sequenz von Stamm Si4 finden. Direkt vor dieser
AGGAA-Sequenz befindet sich im Stamm D durch den Einschub die neuartige RBS
AGGAG (grin). Diese Sequenz stellt nicht nur eine der idealsten ribosomalen Erken-
nungssequenzen dar, sondern ist auch in der optimalen Position von acht bis zehn
Basenpaaren vor dem Translationsstart lokalisiert (Suzek et al., 2001 [211]).

-35-Region -10-Region
-35 -12 -5 +1
| 2>
R.sph. s5id CTGGGAAGGATCTAGACGATCCTCGGGAGGAACCTTCGGETCCEGEECTCCGCETICAGG . . . o o v v v s o u CRetAR .GAGGMGAATGGACTACAGGi
_35 -12 -5 +1 -
R.sph. D CTGGGAAGGATCTAGACGATCCTCGGGAGGMCCTTCGGGI‘Cl:"’:':}GC.TCCG'CG [‘CAGGGRGGJ&AG'AATG:':‘ACTACAI':'lG'ASAGGAAGAATGGACTACAGGA
> >
R.sph. puf GCGCTACCG TATGCG
R.sph. puc CTGACATTG AATGTG
R.sph. bchC GACACTTCA ALATGTT
R.sph. cycA TTTGCTCCG CATAGT
E. coli o™ TTGACA TATAAT
Consensus ..g.c..cg .ATg. .

Abbildung 53.: Vergleich der moglichen genetischen Regulationselemente in der Vorsequenz
der untersuchten Stdmme Si4 und D. Die -35- und -10-Region einer pu-
tativen neuen Promotorsequenz im Stamm D wurde mit den in der Litera-
tur fr Rhodobacter sphaeroides beschriebenen Promotoren puf, puc, bchC,
cycA und mit der Konsensussequenz o-abhangiger E. coli-Promotoren ver-
glichen. Die Insertionssequenz wird durch die langen Pfeile, der Translati-
onsstart durch die kleinen Pfeile angegeben. Die Promotorsequenzen sind
unterstrichen, zusatzlich sind alle Basen, die mit der Sequenz von Stamm
D Ubereinstimmen rot markiert. Die vorhandenen RBS sind blau und griin
gefarbt.
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In der Insertionssequenz lasst sich zudem eine passende -10-Region eines Promo-
tors identifizieren, welche mit den in der Literatur beschriebenen Pribnow-Boxen ver-
schiedener anderer Promotoren aus Rhodobacter sphaeroides: puf, puc, bchC (Bau-
er, 1995 [12]) und cycA (Karls et al., 1999 [101]; Nickens and Bauer, 1998 [141]) hin-
reichend Ubereinstimmt. Die Promotoren puc (LH-1I-Antennenkomplex), puf (LH-I-AK)
und bchC (Bakteriochlorophyll) sind fir die Regulation verschiedener Operons zustan-
dig, die alle Teil des Photosynthese-Apparates des fakultativ anaeroben Organismus
sind und unter reduzierten Sauerstoffbedingungen aktiviert werden (Bauer et al., 1988
[13]). Der cycA-Promotor kontrolliert die Expression des Elektronen-Carrier-Proteins
Cytochrom ¢, (Karls et al., 1999 [101]). Die Nukleotid-Erkennungssequenz eines Pro-
motors, an die die RNA-Polymerase binden und somit die Transkription eines Gens er-
folgen kann, besteht insgesamt aus zwei Elementen, der -35-Region und der Pribnow-
Box (-10-Region) (Alberts, 2005 [3]). Die Synthese der mRNA beginnt wenige Basen
nach der Pribnow-Box und endet, nachdem die Polymerase auf ein Stopp-Signal trifft
und sich von dem DNA-Matrixenstrang wieder ablést. Die 5°-Sequenz der entstande-
nen mMRNA muss ein Sequenzmotiv enthalten, welches dem 3°-Ende der 16S rRNA
der Ribosomen komplementar ist, um von diesen in eine Proteinsequenz translatiert
werden zu kénnen. Auch flr die -35-Region lief3 sich vor dem Einschub ein passen-
der Sequenzbereich finden, auch wenn dieser keine so guten Ubereinstimmungen zu
den anderen Promotoren wie die putative -10-Region zeigte. In der Vorsequenz aus
Stamm Si4 lieBen sich dagegen, mit Ausnahme der einen RBS, keine weiteren regu-
latorischen Elemente bestimmen.

Es ist grundsatzlich in Frage zu stellen, ob sich die Bedingungen, die einem Organis-
mus vorzufinden sind, in einer Wirtszelle nachstellen lassen. So kann nicht garantiert
werden, dass die genetischen Elemente, die in Rhodobacter sphaeroides funktional
sind, auch genauso in E. coli erkannt und abgelesen werden. Von Subudhi et al., 2008
[208] konnte allerdings gezeigt werden, dass ein isolierter Promotor fir das D6D-Gen
aus Spirulina in Escherichia coli funktional war. Um die Funktionalitat der neuen ge-
netischen Elemente analysieren zu kénnen, wurden die in Abbildung 53 dargestellten
Sequenzen als sogenannte Vorsequenz-Varianten in E. coli kloniert. Die vektoreigene
ribosomale Bindestelle wurde dabei Uber Verwendung bestimmter Restriktionsschnitt-
stellen entfernt. Bei Anzucht der Varianten mit IPTG-Zugabe konnte lediglich auf die
RBS getestet werden, da der starke T7-Promotor unter induzierenden Bedingungen
die Wirkung eines sequenzeigenen Promotors Uberlagert. Fir die Si4-Variante konnte
unter diesen Bedingungen eine geringe GatDH-Aktivitat gemessen werden, was sich
nur auf die einzige RBS AGGAA direkt vor dem GatDH zurtckfihren lasst. Die sehr
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geringe Aktivitat kann entweder von einer ungiinstigen Lokalisation oder einem nicht
optimalen Sequenzmotiv verursacht werden. Fir die gleiche Variante aus Stamm D
konnte unter identischen Bedingungen keine Aktivitat gemessen werden. Es wurde
jedoch ein vergroBertes GatDH-Protein identifiziert. Dieses kann nur dadurch entstan-
den sein, dass die erste mogliche RBS AGGAA der Einschubsequenz abgelesen und
so das in frame liegende ATG der Insertion als alternatives Startcodon verwendet
wurde. Es ware aber eigentlich zu erwarten gewesen, dass alle drei mdglichen RBS
sozusagen in Konkurrenz zueinander abgelesen werden und dadurch auch die aktive
GatDH-Variante gebildet wirde. Diese Vermutung lie3 sich aufgrund einer fehlenden
GatDH-Aktivitat allerdings nicht bestatigen. Ware die vektoreigene RBS nicht entfernt
worden, ware vermutlich ebenfalls die inaktive GatDH-Variante gebildet worden, da
die RBS des Vektors auch upstream des ersten ATG lokalisiert gewesen ware. Gerade
weil aber die Sequenz AGGAG grundsatzlich in Kombination mit einer Position ca. 10
Basenpaare vor dem Translationsstart als eine der idealsten RBS in E. coli beschrie-
benen wurde (Suzek et al., 2001 [211]), lasst sich nicht erklaren, warum nicht auch
diese RBS in der Vorsequenz-Variante aus Stamm D zur Translation des GatDH-Gens
genutzt wurde. In diesem Fall hatte aufgrund der Lage downstream des ersten ATG die
Translation in einem aktiven GatDH-Enzym resultiert. Genauere Kenntnisse Uber die
Funktionalitat der RBS und die daraus resultierenden Enzymprodukte kénnten dann
erhalten werden, wenn es gelange, die einzelnen RBS gezielt abzuschalten. Da die
Sequenzumgebung der drei moglichen RBS jedoch sehr ahnlich ist, gelang eine Her-
stellung entsprechender Quikchange-Varianten bisher nicht.

Da fur das Lacl/T7-Kontrollsystem des Expressionsvektors bzw. der Wirtszellen keine
Basalexpression nachgewiesen werden konnte, lie3 sich auf einen sequenzeigenen
Promotor einfach dadurch testen, dass die plasmidtragenden Zellen ohne IPTG-In-
duktion kultiviert wurden. Der Lac-Repressor ist in Abwesenheit des Induktors an
den Operator gebunden und blockiert somit die Transkription (Stryer, 2007 [207]). Die
Si4-Variante zeigte ohne die Aktivierung des T7-Promotors entsprechend auch keine
GatDH-Aktivitat mehr. Allerdings konnte flr die Variante aus Stamm D immer noch
keine Aktivitat gemessen werden, obwohl hier die potenzielle Promotorsequenz zur
Verfiigung stand. Die Sequenz aus Stamm D wurde direkt hinter den Lac-Operator
des Vektors kloniert, der auf dem Plasmid downstream des T7-Promotors lokalisiert ist
(siehe Abbildung 21). Unter nicht-induzierenden Bedingungen sind die Lacl-Homotetra-
mere, mit einem Molekulargewicht von je 37 kDa pro Untereinheit, an diesen Operator
gebunden. In der Variante aus Stamm D ist zwischen dem Lacl-Operator und der
putativen -35-Region des neuen GatDH-Promotors lediglich noch eine 42 Basenpaar
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groBBe Sequenz lokalisiert. Die nicht zum T7-System gehérenden RNA-Polymerasen
der Wirtszelle kbnnten aufgrund sterischer Hinderungen, verursacht durch die gebun-
denen Lacl-Molekile, keinen Zugang zu der Promotorsequenz finden. In den coex-
primierten Varianten aus Stamm D konnte dagegen unter identischen Bedingungen
GatDH-Aktivitat gemessen werden. Zwischen dem potenziellen Promotor und dem
Operator befand sich in diesen Varianten jedoch eine wesentlich gréBere Sequenz, die
aus dem vollstandigen Zwischenbereich beider Gene und dem GntR-Gen bestand. Da
im gleichen Experiment fUr die Si4-Varianten keine Aktivitat zu verzeichnen war, kann
die Aktivitat nur auf die neue Promotorsequenz in der Einschubsequenz von Stamm D
zurickzufuhren sein. Far die coexprimierten Varianten schien auch die konkurrierende
Situation der RBS zuzutreffen, da auch bei der Anzucht mit IPTG-Induktion Aktivitat
zu messen war. Diese Aktivitat fiel jedoch wesentlich geringer aus als in den ande-
ren klonierten GatDH-Varianten. Aufgrund des sehr ahnlichen Molekulargewichts des
aktiven und des inaktiven, vergroBerten GatDH-Enzyms lieBen sich allerdings keine
unterschiedlichen Protein-Varianten im SDS-Gel bestimmen bzw. wegen der gleichen
Aminosaurekomposition auch keine sinnvolle MALDI-Analyse durchfiihren. Die ver-
doppelte N-terminale Sequenz Iasst sich lber den Ublicherweise verwendeten Trypsin-
verdau nicht nachweisen, da Trypsin innerhalb dieser Sequenz schneiden kann. Eine
funktionale Erkennung der Promotorsequenz und einer entsprechenden RBS, die zu
einer messbaren GatDH-Aktivitat fihrten, war somit nur in dem wesentlich groBeren
Coexpressionskonstrukt nachzuweisen. Um auszuschlieBen, dass das GntR-Protein
dabei nicht doch einen Einfluss auf die Expression nimmt, konnte das Coexpressions-
konstrukt zunachst so verandert werden, dass das GntR-Protein nicht mehr exprimiert
werden kann. Dies kdnnte beispielsweise durch ein Mutieren des Start- oder Stoppco-
dons erfolgen. Die Sequenz musste dann nach und nach verklrzt werden, um einen
endgultigen Beweis daflrr zu erhalten, dass die neuen genetischen Elemente, entstan-
den durch die Duplikation der 21 bp groBen Sequenz, fir die Expression des GatDH-
Gens im Stamm D verantwortlich sind.

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente bezuglich der Un-
tersuchung der veranderten GatDH-Expression im Rhodobacter sphaeroides Stamm
D gegeniiber Stamm Si4 lieBBen noch keinen endgiltigen Beweis flr eine der bei-
den Theorien, eine negative Repression Uber ein Regulatorprotein im Stamm Si4
oder eine positive Regulation tber eine neue Promotorsequenz im Stamm D, zu. Bei-
de Maoglichkeiten konnen auf der durch Mutation entstandenen Einschubsequenz im
Stamm D beruhen und fir die modifizierte Regulation verantwortlich sein. Die Ergeb-
nisse dieser Arbeit lassen jedoch die konstitutive Bildung der GatDH in Rhodobacter
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sphaeroides D als Folge der neuen Promotorsequenz als wahrscheinlicher erscheinli-
cher. Ob die neue potenzielle Promotorsequenz im Stamm D auch als solche erkannt
wird, lieB3e sich durch in vitro Experimente zur DNA-Bindung dieses Bereichs anhand
der verschiedenen RNA Polymerase Holoenzyme aus Rhodobacter sphaeroides auf-
klaren. Karls et al., 1993 [100] analysierten Ahnlichkeiten in der Proteinstruktur und
von Promotor-Erkennungssequenzen der RNA-Polymerasen aus Rhodobacter sphae-
roides zu denjenigen aus Escherichia coli. Fir die Expression des Cytochrom c,-Gens
liel sich auf diese Weise bereits die notwendige Kernerkennungssequenz fiir den ent-
sprechenden cycA P1 Promotor und das passende RNA Polymerase Holoenzym iden-
tifizieren (MacGregor et al., 1998 [123]).

2. Untersuchung der Magnesiumionen-Abhangigkeit
der GatDH

Die Kristallstruktur der nativen Galaktitol-Dehydrogenase wurde mit einer Auflésung
von 1,25 A bereits von Carius und Scheidig (Publikation in Vorbereitung) aufgeklart.
Als Modell diente dabei die Kristallstruktur der Gluconat-5-Dehydrogenase (TM0441)
aus Thermotoga maritima. Die Kristallstruktur des aktiven GatDH-Proteins zeigte eine
homotetramere Konformation Uber die Komplexierung zweier Magnesiumionen (siehe
Abbildung 54A). Die Tertiarstruktur des Enzyms kommt somit durch eine Dimerisie-
rung zweier Dimer zustande. Die jeweils benachbarten Monomere A1 und A2 bzw.
B1 und B2 interagieren tber hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoff- und Salz-
bricken miteinander. Auch die Wechselwirkungen am Interface der Untereinheiten
A1/B1 und A2/B2 wirken sich stabilisierend auf die Struktur aus. Die diagonal ge-
gentberliegenden Monomere A1 und B2 sowie B1 und A2 koordinieren tber die Car-
boxylgruppen ihrer C-Termini je ein Magnesiumion (siehe Abbildung 55). Das kom-
plexierte Mg>"-lon wird dabei von einer oktaedrischen Koordinationssphare umgeben,
die aus vier Wassermolekilen und der Carboxylgruppe der letzten Aminosaure (Tryp-
tophan 254) von beiden Monomeren besteht (Carius, 2009).
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Abbildung 54.: Cartoon-Darstellung des aktiven Tetramers (A) und eines Monomers (B)
der Galaktitol-Dehydrogenase. A: Die einzelnen Monomere sind unterschied-
lich gefarbt. Die beiden Magnesiumionen, die die Monomere A1 mit B2 so-
wie B1 mit A2 komplexieren, sind als rote Kugeln dargestellt. B: Das Mo-
nomer besteht aus einem sieben-strangigen g-Faltblatt (violett), welches
von sieben a-Helices (hellblau) umgeben ist. Der Cofaktor NAD(H) ist in
Stabchenkonfiguration dargestellt und bindet in einer Tasche oberhalb der
Faltblattstrange. Am C-Terminus (C) bindet ein Mg-lon (rote Kugel). Der N-
Terminus (N) liegt frei an der Peripherie des Enzyms. Abbildungen aus Carius,
2009 [24].

Die GatDH wurde gemeinsam mit ihrem Cofaktor NAD* cokristallisiert, der in einer
tiefen Tasche oberhalb der s-Faltblattstrange bindet (siehe Abbildung 54B). Die Kri-
stallstruktur des Monomers besteht insgesamt aus einem siebenstrangigen ;-Faltblatt,
welches wiederum auf jeder Seite von drei a-Helices umgeben ist. Das alternierende
Auftreten von Faltblattern und Helices entspricht der flr short-chain-Dehydrogenasen
typischen Rossmann-Faltung (Kavanagh et al., 2008 [104]; Rossmann et al., 1974
[169]; Rao and Rossmann, 1973 [161]).

Die meisten short-chain-Dehydrogenasen sind nur als Dimer oder Tetramer aktiv. So
ist beispielsweise die Glucose-Dehydrogenase aus Bacillus megaterium lediglich als
Tetramer aktiv, nicht jedoch in der monomeren Form (Yamamoto et al., 2001 [234]).
Auch die Sorbitol-Dehydrogenase aus Rhodobacter sphaeroides zeigt nur als Dimer
Aktivitat (Philippsen et al., 2005 [156]; Schauder et al., 1995 [179]).
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Abbildung 55.: Bindung eines Magnesiumions {ber die C-Termini zweier diagonal ge-
genuberliegener Monomere. Es sind die jeweils flnf letzten Aminosaurereste
dargestellt, wobei die Kohlenstoff-Atome griin, die Sauerstoff-Atome rot, die
Stickstoff-Atome blau und das Magnesiumion violett eingefarbt sind. Das Ma-
gnesiumion besitzt eine oktaedrische Koordinationssphare, die aus vier Was-
sermolekilen und jeweils einem Sauerstoffatom der Carboxylatgruppe an bei-
den C-Termini gebildet wird. Abbildung aus Carius, 2009 [24].

Um den Einfluss der koordinierten Magnesiumionen auf die Struktur und die Aktivitat
der Galaktitol-Dehydrogenase aufzuklaren, wurden in der Variante GatDH251 die letz-
ten drei Aminosauren (Threonin 252, Valin 253 und Tryptophan 254) am C-Terminus
entfernt. Wie die Daten der Kristallstruktur zeigen, sind jene Aminosauren an der Di-
merisierung der diagonalen Monomere (B1 und A2) Uber die Komplexierung der Ma-
gnesiumionen beteiligt (siehe Abbildung 56A). Durch die Verklrzung sollte die Bin-
dung der Mg?*-lonen und folglich die daraus resultierende Dimerisierung nicht mehr
maoglich sein.

Dagegen kénnte jedoch immer noch ein Dimer Uber die (-Faltblatter (Pfeil) an den C-
Termini der benachbarten Monomere (B1 und B2) entstehen (siehe Abbildung 56B).
Die verkirzte Variante GatDH251 kénnte somit entweder als Monomer und/oder als
Dimer vorliegen. Eine Kristallisation der Deletionsvariante sollte grundsatzlich die Ab-
hangigkeit des Faltungsmechanismus und der Aktivitat des Enzyms von der Anwesen-
heit der Metallionen verstandlicher machen.
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Abbildung 56.: Cartoon-Darstellung der mdglichen Dimerstrukturen der Galaktitol-
Dehydrogenase. A: Dimerisierung der Monomere B1 und A2 dber ein
Magnesiumion, welches als rote Kugeln dargestellt ist. B: Eine Dimerisierung
kann ebenso Uber die §-Faltblatter (Pfeil) an den C-Termini benachbarter Mo-
nomere (B1 und B2) erfolgen. Die Abbildungen wurden aus den Strukturdaten
von Yvonne Carius erstellt.

2.1. Einfluss auf die Aktivitat der GatDH

Far die um drei Aminosauren verklrzte GatDH251 konnte keine Aktivitat gemessen
werden. Jedes Monomer bzw. Enzymuntereinheit verflgt Uber ein aktives Zentrum,
welches sich bei dem in Abbildung 56A dargestellten NAD*-Molekiil befindet. Die Va-
riante muss somit mindestens Uber ein aktives Zentrum verfligen. Das native GatDH-
Enzym zeigt dagegen auch, wie bereits fir andere Enzyme der SDR-Familie beschrie-
ben, nur als Tetramer Aktivitat. Obwohl sich die aktiven Zentren des Holoenzyms nicht
an der Koordinationsstelle der Magnesiumionen befinden, scheinen die Mg?**-lonen
dem GatDH-Enzym eine fUr die Aktivitat notwendige Konformation zu verleihen bzw.
diese zumindest zu stabilisieren. Die verkirzte Variante, bei der eine Koordination der
Magnesiumionen nicht mehr méglich sein sollte, konnte somit keine GatDH-Aktivitat
aufweisen. Diese Schlussfolgerung wurde dadurch bestatigt, dass bei einer Dialyse
der aktiven nativen GatDH gegen Mg-freien Phosphatpuffer ebenfalls die Aktivitat stark
zurlick ging, nach Zugabe von Magnesiumchlorid sich jedoch wieder vollstandig her-
stellen lie3. Die Ergebnisse bestatigen die bereits in der Literatur beschriebene Eigen-
schaft der GatDH, nur in Anwesenheit bivalenter Kationen aktiv zu sein (Kohring et al.,
2003 [110]; Schneider et al., 1995 [188]). Eine weitere short-chain-Dehydrogenase fir
die in der Struktur C-terminale lonen-Bindungsstellen und eine strikte Abhangigkeit
der Aktivitat von Magnesiumionen gefunden wurde, ist die R-Alkohol Dehydrogenase
aus Lactobacillus brevis (Niefind et al., 2000 [143]).
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Alternativ die native GatDH komplett ohne Magnesiumionen anzureichern, zu ana-
lysieren und somit Erkenntnisse Uber die Struktur und Funktionsweise zu erhalten,
durfte sich allerdings als ebenso schwierig erweisen. Magnesium-freie Medien und
Lésungen lassen sich wegen Verunreinigungen praktisch nicht herstellen. Da sich die
lonen nach einer bereits erfolgten Komplexierung im Enzym wahrscheinlich nicht wie-
der vollstandig entfernen lassen, kdnnte bei einer so nachgewiesenen Struktur eine
vollstandige Abwesenheit von Magnesiumionen nicht garantiert werden. Wie schwierig
es sich gestaltet die Magnesium-Komplexierung aufzuheben, zeigte ein Experiment,
bei dem der Metallionenfanger EDTA in einem molaren Uberschuss (bis 10 mM) zu ei-
ner GatDH-Enzymldésung gegeben wurde. Im nachfolgenden Aktivitatsassay war prak-
tisch kein Verlust an GatDH-Aktivitat zu verzeichnen. Nur durch die bereits erwahnte
Dialyse lief3 sich die Aktiviat verringern, jedoch nicht vollstandig aufheben.

2.2. Einfluss auf die Struktur der GatDH

Um die moglicherweise Uber die g-Faltblatter der C-Termini verknipften Dimere nach-
zuweisen, wurde die verklrzte Variante GatDH251 angereichert. Bereits bei der Va-
riante ohne His-Tag wurde der gro3te Anteil des Proteins als Inclusion bodies gebil-
det. Beim Anfligen eines Tags steigerte sich die Rate an unléslichem Protein sogar
auf praktisch 100%. Auch eine Coexpression mit verschiedenen Chaperonen, unter-
schiedliche Induktionskonzentrationen und eine Verlangsamung des Zellwachstums
durch Temperaturerniedrigung konnten den Anteil 16slichen Proteins nicht erhdhen.
Somit wurden die Varianten mit N-terminalem His-Tag und einem N-terminalen His-
Tag mit einer zusatzlicher TEV-Schnittstelle, zum Entfernen des Tags zur Kristallisa-
tion der Variante, nicht weiter verwendet. Von einer Rickfaltung der Inclusion bodies
wurde abgesehen, da aufgrund der grundsatzlich fehlenden Aktivitat der Variante ei-
ne Uberpriifung der korrekten Riickfaltung nicht gewéhrleistet werden konnte. Zudem
konnte Carius 2009 zeigen, dass die Rickfaltung der unmodifizierten GatDH nicht er-
folgreich war, da sich fir die rlickgefalteten Proteine keine Aktivitat bestimmen lief3.

Die Proteinvariante neigte grundsatzlich zur Aggregatbildung, wie in der Gelfiltration
durch die Elution des Proteins im Ausschlussvolumen der Saule gezeigt wurde. Dies
machte den Nachweis von Dimeren unmd@glich. Auch bei der nativen PAGE lief3 sich
die eingeengte Fraktion nach der Gelfiltration nicht auftrennen, da die Probe nicht in
das Gel einwanderte, sondern bereits in der Tasche hangen blieb. Eine GréBenbestim-
mung durch die Gelfitration oder native PAGE, wie sie sich normalerweise flr globulare
Proteine durchflhren lasst, war somit flr die GatDH251 nicht méglich. Durch den Ver-
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gleich der bei der MALDI-Analyse erhaltenen Fingerprints der einzelnen Proben mit
dem in silico verdauten GatDH251-Protein konnten der Rohextrakt, die Probe nach
der AAC und nach der Gelfitration als GatDH identifiziert werden. Bei insgesamt al-
len MALDI-Analysen des GatDH-Proteins in dieser Arbeit wurde der dem C-Terminus
zugeordnete Massenpeak nur ein einziges Mal gefunden und zwar in der Probe nach
der AAC. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das Peptidfragment des C-Terminus im
MALDI-Flugzeitanalysator grundsatzlich nicht gut fliegt und daher nicht detektiert wer-
den kann. Bei den nicht-verklrzten Varianten kénnte eine Erklarung fir diese Be-
obachtung sein, dass ein Magnesiumion immer noch tber die C-Termini zweier Mo-
nomere komplexiert war.

Die veranderte Aminosaure-Sequenz am C-Terminus und die dadurch fehlende Kom-
plexierung der Magnesiumionen konnte bewirkt haben, dass bei der verkirzten Va-
riante bestimmte Domanenbereiche an der Oberflache des Proteins als Interaktions-
flachen fir die Zusammenlagerung weiterer Untereinheiten zur Verflgung standen,
die bei der Tetramerstruktur im Innern geschitzt liegen. Dadurch kénnte ein relativ
groBBes Proteinaggregat entstanden sein, was auch die Tendenz der Variante, zum
Beispiel beim Einengen der Probe schnell auszufallen, erklaren kénnte. Ein weiterer
Hinweis flr diese Interpretation lieferte die Betrachtung der Probe unter dem Mikro-
skop, bei der sich Proteinaggregate mit einer Gré3e von durchschnittlich 0,3 ym er-
kennen lieBen. Da sich die verkirzte Variante in den Experimenten grundsatzlich nicht
wie ein globulares Protein verhielt, wurde das Molekulargewicht nicht berechnet. Die
erwartete Dimerstruktur oder auch Monomere der verkirzten Varianten konnten nicht
nachgewiesen werden. Die Aggregatbildung ist wahrscheinlich auch der Grund dafdr,
dass bisher keine Kristalle fur die Strukturaufklarung der GatDH251-Variante erhalten
wurden.

Die bisher vorliegenden Ergebnisse lassen insgesamt darauf schlie3en, dass die bei-
den in der Kristallstruktur komplexierten Mg?*-lonen sowohl die Tertiarstruktur des
Enzyms stabilisieren, als auch der GatDH die fUr die Aktivitdt notwendige Konfor-
mation verleihen. Die funktionale Tertiarstruktur der GatDH besteht aus einer Dime-
risierung zweier Dimere. Es bestande die Moglichkeit, dass zur Bildung der aktiven
Konformation zunachst die Dimerbildung der diagonal gegentiberliegenden Unterein-
heiten erfolgen muss, bevor die antiparallel ausgerichteten, benachbarten Monomere
Uber das B3-Faltblatt in einer zweiten Dimerisierung stabilisiert werden. Dies konnte
auch eine Erklarung dafir sein, warum far sich fir die verkirzte Variante kein Dimer
nachweisen lief3, obwohl eine Dimerfusion Uber die C-terminalen Faltblatter weiter-
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hin moglich gewesen sein sollte. Anhand der durchgefiihrten Experimente lie3 sich
nicht abschlieBend klaren, ob die Magnesium-Komplexierung fir die funktionale Bil-
dung der Tertiarstruktur unbedingt notwendig ist, oder diese nur stabilisiert. Da die
vorletzten drei Aminosauren Y251, T252 und V253 des C-Terminus eine m-Helix bilden
(Carius, 2009 [24]), kbnnte die Deletion zweier dieser Aminosauren bei der verkiirzten
Variante GatDH251 zusatzlich zur Destabilisierung der Tetramerstruktur beigetragen
haben. Um die Koordination der Magesiumionen genauer zu untersuchen, kdnnte der
C-Terminus nach und nach um einzelne Aminosauren verkirzt werden, anstatt alle
drei Aminosauren auf einmal zu entfernen. So kdnnte ermittelt werden, welche der
Aminosauren des C-Terminus genau fir die Komplexierung der Magnesiumionen ver-
antwortlich sind. Die Deletion nur einer oder zweier Aminosauren kdnnte zudem die
Konformation der Variante weniger beeinflussen, die Stabilitat des Proteins erhdhen
und somit auch die Anreicherung erleichtern.

2.3. Inhibitor-Studie fir die nicht-verkirzte GatDH

Von Yvonne Carius (Carius, 2009 [24]) wurden bereits Kristallisationsversuche mit ver-
schiedenen putativen Inhibitorsubstanzen fiir die GatDH durchgeflihrt. Allerdings han-
delte es sich bei den getesteten Substanzen nur um eher schwach bindende Inhibito-
ren, fir die zudem keine Aussage Uber einen kompetitiv hemmenden Effekt getroffen
werden konnte.

In dieser Arbeit konnte dagegen eine kompetitive Hemmung von Gber 80% flr die po-
tenzielle Inhibitorsubstanz 1-Hexanol auf die Aktivitat der GatDH im Oxidationsassay
nachgewiesen werden. Der Vorteil einer Cokristallisation mit einem Inhibitor anstatt
mit einem Substrat besteht darin, dass der Inhibitor-Protein-Komplex aufgrund der
fehlenden Katalyse vermutlich stabiler ist, als ein potenzielles Gemisch aus Edukt
und Produkt bei der Substratumsetzung. Grundsatzlich ware eine genaue Kenntnis
des Reaktionsmechanismus der GatDH fur eine gerichtete Enzymevolution hinsicht-
lich biotechnologischer Anwendungen interessant.

3. Gerichtete Modifizierung des GatDH-Enzyms

In der chemischen Industrie steigt der Bedarf an enzymatisch katalysierten Produkti-
onsprozessen immer weiter an. Die Anzahl bedeutender Biotransformationen erhohte
sich dabei in den letzten Jahrzehnten bis zum Jahr 2002 auf Uber 130 (Straathof et
al., 2002 [205]) und der weltweite Marktwert an industriellen Enzymen lag bereits im
Jahr 2000 bei 1,5 Milliarden US-Dollar (McCoy, 2000 [131]). In einer Marktstudie wur-
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de fir das Jahr 2010 ein Anteil von 20% an der Herstellung von Chemieprodukten
far die biotechnologische Produktion in einer Gré3enordnung von rund 310 Mrd. US-
Dollar vorausgesagt (Festel et al., 2004 [41]). In der griinen und weil3en Biotechnologie
wird auf nachhaltige und umweltvertragliche biochemische Reaktionsschritte gesetzt.
Die enzymatischen Synthesen bieten gegenliber den chemischen Katalysen Vortei-
le bezlglich ihrer hohen Stereo- und Enantioselektiviat (Anastas and Kirchhoff, 2002
[5]). Da kommerziell erhaltliche Enzyme allerdings oft in ihrer Langzeitstabilitat unter
den gegebenen Reaktionsbedingungen limitiert sind, fehlende Aktivitat in organischen
Lésungsmitteln zeigen oder nur ein begrenztes Substratspektrum besitzen, gibt es
einen konstanten Bedarf nach neuen Biokatalysatoren zu screenen oder eine Protein-
evolution bekannter Enzyme durchzufihren (Arnold and Moore, 1997 [9]; Hummel,
1997 [81]).

Die zu der Enzymklasse der Oxidoreduktasen gehérenden Dehydrogenasen stellen
aufgrund ihrer hohen Regiospezifitdt und Enantioselektivitat bei der Oxidation von Hy-
droxylgruppen bzw. Reduktion von Ketonverbindungen eine besonders interessante
Enzymfamilie fUr die Produktion von Feinchemikalien und reaktiven building blocks
fir die pharmazeutische und agrochemische Industrie dar. Der Einsatz von Dehy-
drogenase in der industriellen Produktion, beim Design von Biosensoren und in der
Konstruktion biologischer Brennstoffzellen hat in den letzten Jahren daher stark an
Bedeutung zugenommen. Flr katalytische Umsatze werden allerdings die fur die De-
hydrogenasen notwendigen Cofaktoren bendtigt, die einen hohen Kostenfaktor fir die
Biotransformation darstellen. Daher muss ein geeignetes Regenerierungssystem fur
das Cosubstrat in den Produktionsprozess integriert werden.

Die Galaktitol-Dehydrogenase (GatDH) ist aufgrund ihres relativ breiten Substratspek-
trums in der Lage eine Vielzahl von Polyolen zu oxidieren bzw. prochirale Verbin-
dungen stereoselektiv zu reduzieren. Daher ist das Enzym beispielsweise flr eine
asymmetrische Synthese enantiomerenreiner Diole interessant, wobei bei kurzketti-
gen Diolen bevorzugt die S-Konfiguration gebildet wird. Zum anderen besteht auch die
Méoglichkeit die GatDH zum Anreichern des R-Enantiomers aus racemischen Gemi-
schen zu verwenden, in dem lediglich das S-Enantiomer stereoselektiv oxidiert wird
(Kohring et al., 2003 [110]).

Im Rahmen des Seventh Framework Programme des EU-Projektes ERUDESP: De-
velopment of Electrochemical Reactor Using Dehydrogenases for Enantiopure Syn-
thon Preparations sollte die GatDH in einer Weise modifiziert werden, um diese flr
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praparative Anwendungen an mesostrukturierte Oberflachen binden zu kdnnen. Um
die praparative Effizienz des Katalysatorsystems zu optimieren, missen mdglichst al-
le an dem Reaktionsmechanismus beteiligten Molekile, das Enzym, das Cosubstrat
und die Mediatoren, als Monoschicht auf einer Goldelekirode immobilisiert werden,
wobei der Cofaktor elektrochemisch regeneriert wird. Dabei sollte das Enzym so an
die Oberflache adsorbiert werden, dass seine katalytische Aktivitat nicht beeintrachtigt
wird. Nach diesem Prinzip kdnnte ein elektroenzymatischer Mikroreaktor aufgebaut
werden, der eine enzymatische Synthonsynthese unter elektrochemischem Cofaktor
Recycling im Durchflussbetrieb darstellt. In dieser Arbeit wurde die GatDH derart mo-
difiziert, dass diese selbstandig und gerichtet, ohne Verwendung von Linkermolekdlen,
an eine Goldoberflache adsorbiert (siehe Abbildung 57).

x /Cx
NADH
Produkt — < >, Mediator-NO <~
" Mediator-NHOHJ
3 SH
Substrat 2e-
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Abbildung 57.: Schematisches Prinzip der Immobilisierung der cysteinmodifizierten GatDH
mit elektrochemischer Cosubstrat Regenerierung. Dargestellt ist die Oxidati-
on eines Substrates unter gleichzeitiger Regenerierung des reduzierten Co-
faktors NAD(H) Uber einen Mediator an einer Goldoberflache. Das Uber zwei
Magnesiumionen komplexierte Homotetramer der GatDH verflgt pro Unter-
einheit Uber die angefluigten Modifizierungen.

Der Elektronentransfer zwischen Enzym und Elektrode erfolgt meist nicht auf direktem
Wege, sondern wird durch die Mediator-Molekile vermittelt. Diese sorgen zudem fir
einen niedrigeren Potentialbereich und kénnen dadurch eine magliche Uberspannung
verhindern. Voraussetzung flr die Messung eines elektrischen Signals, z.B. eines
Stromanstiegs, ist die katalytische Substratumsetzung durch das immobilisierte En-
zym. Dabei kann, wie bei dem in dieser Arbeit verwendeten System, das reduzierte
Cosubstrat NADH Uber Calciumbriicken an den Mediator binden, seine Elektronen
an diesen abgeben und so regeneriert werden. Der reduzierte, in diesem Ansatz in
Lésung befindliche Mediator diffundiert zur Elekirodenoberflache und wird durch die
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dortige Abgabe der Elektronen wieder reoxidiert. Die enzymatische Reaktion lasst sich
also indirekt Uber die elektrochemische Regenerierung des Cofaktors in Form eines
irreversiblen Oxidationspeak in einem Cyclovoltamogramm beobachten.

3.1. Anreicherung uber einen Histidin-Tag

Zur einfachen und schnellen Anreicherung wurde die GatDH zunachst mit einem His-
Tag versehen. Die GatDH gehort zu der Enzymfamilie der short-chain-Dehydrogenasen
und besitzt am N-Terminus das fir diesen Dehydrogenase-Typ charakteristische NAD-
Bindemotiv GXXXGXG (Jornvall et al., 1995 [94]). Der N-Terminus erschien daher
zunachst far das Anflgen des Tags als ungeeignet. Da jedoch die Kristallstruktur der
GatDH zur Verfigung stand (Carius und Scheidig, Publikation in Vorbereitung) wurde
deutlich, dass der N-Terminus an der Oberflache des Proteins lokalisiert ist, wohinge-
gen der C-Terminus an der Konformation der Tertiarstruktur des Enzyms massgeblich
beteiligt zu sein scheint (siehe Abbildungen 54 und 56).

Das C-terminal His(6)-getagte Protein resultierte dem entsprechend in einer inakti-
ven Enzymvariante. Es kann davon ausgegangen werden, dass die zusatzlichen Ami-
nosauren die Dimerisierung tber den -Faltblattstrang am C-Terminus beeintrachtigen,
beziehungsweise die stabilisierenden Wechselwirkungen der 7-Helix stéren. Moglicher-
weise wird durch Anfligen des Tags auch die Koordinierung der Magnesiumionen be-
einflusst. Die sechs Histidine kdnnten dabei die Magnesiumionen aufgrund ihrer ho-
hen Affinitat fir zweiwertige Metallionen abfangen. Diese stdnden dann fir die Sta-
bilisierung der Tetramerstruktur des Enzyms nicht mehr zur Verfligung. Bereits von
Jakel 1994 konnte gezeigt werden, dass sich ohne verfligbare Magnesiumionen keine
GatDH-Aktivitat messen lasst.

Dagegen zeigte die Variante mit N-terminalem His-Tag im Rohextrakt eine hohe GatDH-
Gesamtaktivitat (ca. 1200 Units pro 250 ml Kultur) und lief3 sich Gber den Tag mit einer
guten Effizienz aufreinigen. Die Variante konnte somit in wesentlich groBeren Men-
gen als im nativen Organismus Rhodobacter sphaeroides D exprimiert und mit einer
hoheren spezifischen Aktivitat (~15 U/mg gegentber 5,2 U/mg) sowie einer besse-
ren Ausbeute (Uber 80% gegenlber 36%) angereichert werden (Schneider et al., 1995
[188]). Bei einer Verringerung des immer noch relativ hohen Anteils an gebildeten In-
clusion bodies und gleichzeitiger Erh6hung des Anteils an l6slichen Proteins, lief3e
sich die Ausbeute der NHis-Variante sogar noch weiter steigern. Auch im Vergleich
zur Anreicherung der unmodifizierten, heterolog exprimierten GatDH lief3 sich durch
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die His-Tag Anreicherung eine héhere Ausbeute erzielen (nGatDH: ~50% Ausbeu-
te). FUr die unmodifizierte GatDH wurde allerdings innerhalb der Arbeitsgruppe eine
hohere spezifische Aktivitat von 19 U/mg erreicht. Dagegen wurde in dieser Arbeit bei
der Anreicherung der unmodifizierten Variante jedoch nur ein Wert von etwa 13 U/mg
ermittelt.

Bei der Anzucht der rekombinanten Zellen wurde die Expression der Enzymvariante
bei einer optischen Dichte von 0,6 bis 0,8 statt bei einer ODgy = 1 mit IPTG induziert.
Durch die etwas friihere Induktion konnte die Gesamtaktivitat im Rohextrakt bis zu 30%
gesteigert werden. Bei der HisTrap-Chromatographie wurden jedoch geringe Enzym-
verluste erhalten. Wegen der Metallionen-Abhangigkeit des aktiven GatDH-Enzyms
und der im magnesiumfreien Puffer vorliegenden Probe, konnten die Magnesiumbin-
destellen der C-Termini mit den Ni*"-lonen der Saule besetzt werden. Dadurch kénnte
ein Teil des Enzyms irreversibel an der Saule hangen bleiben. Darlberhinaus zeig-
te die GatDH die Tendenz im Elutionspuffer der HisTrap-Anreicherung zunehmend
mit der Inkubationsdauer an Aktivitat zu verlieren. Dieses Problem konnte durch ei-
ne zigige Weiterverarbeitung der Probe in Form einer Umpufferung gelést werden.
Doch auch bei der Umpufferung wurden zunachst groBe Enzymverluste erhalten, da
die GatDH beim Ubergang von dem sehr salzhaltigen Elutionspuffer (0,5 M Imidazol)
in den normalen Arbeitspuffer (20 mM BisTris, 1 mM MgCl,) ausfiel. Diese Verluste
lieBen sich wiederum durch eine Erhéhung der lonenstarke im Arbeitspuffer (100 mM
BisTris, 100 mM NaCl, 1 mM MgCl;) minimieren. Ebenso wie Imidazol dissoziert Koch-
salz (NaCl) sehr stark. Moglicherweise erfahrt das Protein unter diesen Bedingungen
eine leichte Konformationsanderung. Die Tendenz der GatDH auszufallen, lasst sich
aber vermutlich auf eine veranderte Hydrathdlle bzw. Ladung des Proteins in der hoch-
konzentrierten Salzlésung zurtickfihren. Das Enzym zeigt normalerweise eine nega-
tive Ladung auf seiner Oberflache, wodurch sich die einzelnen Molekille abstoRen.
Durch den hohen lonenanteil im Imidazolpuffer verandert sich vermutlich die Ladung
des Proteins so, dass sie sich seinem pl annahert. In diesem Zustand kdnnen sich die
Molekule nicht mehr abstof3en und es kommt zu einem Ausfallen der Proteine, wenn
die lonen durch den Pufferwechsel wieder entfernt werden. Das NaCl im an diese Si-
tuation angepassten Arbeitspuffer kann das Imidazol beim Umpuffern ersetzen und
das Enzym so stabilisieren. Da das GatDH-Enzym jedoch grundsatzlich in salzfreiem
BisTris-Puffer aktiv und stabil ist, sollte es mdglich sein, wiederum in diesen Puffer
durch einen zweiten Pufferwechsel umzupuffern. Fir die native unmodifizierte GatDH
wurde in vorherigen Arbeiten (Schneider et al., 1995 [188]; Jakel, 1994 [88]) ein pl von
4,2 bestimmt. Anhand verschiedener Software-Programme wurde fir das Enzym in
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dieser Arbeit jedoch ein um fast einen pH-Wert hoherer pl von 5,1 errechnet. In glei-
cher Weise wurde fir die modifizierten Varianten ein im Vergleich zur nativen GatDH
veranderter pl von 5,9 bestimmt, der durch eine isoelektrische Fokussierung bei einem
pl von etwa 6 bestatigt werden konnte.

3.2. Immobilisierung uber einen Cystein-Tag

Der Cystein-Tag zur gerichteten Immobilisierung der GatDH auf einer polykristallinen
Goldoberflache wurde als Verlangerung des His-Tags ebenfalls an den N-Terminus
angeflgt. Die Adsorption der Variante beruht dabei auf einer natlrlichen Affinitat zwi-
schen Schwefelverbindungen wie Thiolen oder Disulfiden und Metalloberflachen, wo-
bei besonders oft Gold fur elektrochemische Anwendungen verwendet wird (Zhou et
al., 1999 [241]). Zwei Aminosauren verfligen Uber ein Schwefelatom in ihrer unpolaren
Seitenkette, Methionin und Cystein. Da beim Methionin eine weitere Methylgruppe an
das Schwefelatom gebunden ist, beim Cystein der Schwefel dagegen als Thiolgruppe
(-SH) vorliegt, wurde Cystein statt Methionin flr den Affinitats-Tag verwendet. Zudem
wurden in der Literatur bereits Cystein-modifizierte Goldelektroden beschrieben (Wu
et al., 1999 [233]), die eine stabile Gold-Schwefel-Bindung zwischen den Thiolgrup-
pen der Cystein-Molekile und der Goldoberflache zeigten (Meng et al., 2001 [133]).
Um eine kovalente Bindung der GatDH an das Gold zu gewahrleisten, dabei aber
gleichzeitig die katalytische Aktivitat des Enzyms mdglichst wenig zu beeintrachtigen,
wurden Varianten mit verschieden langen Cystein-Tags (2 bis 5 Cysteine) hergestellt.
Alle Varianten zeigten GatDH-Aktivitat, jedoch verminderte sich die Expressionsrate
und damit auch die Aktivitat des Enzyms, je mehr Aminosauren zusatzlich an den be-
reits etablierten His-Tag angefligt wurden. Durch die eingebauten Cysteine kénnten
neue mogliche Disufidbriicken innerhalb der Proteinstruktur gebildet werden und da-
mit die Expressionsrate herab und gleichzeitig die Aggregationsneigung herauf set-
zen. Bei einer Addition von bis zu drei Cysteinen konnte die oxidative Aktivitat des
GatDH-Enzyms in Lésung allerdings noch aufrecht erhalten werden. Das Enzym mit
zwei Cysteinen (2Cys-GatDH) stellte schlieBlich die beste Variante fir die Immobi-
lisierungsexperimente dar. Alternativ konnte noch eine Variante mit lediglich einem
Cystein pro Untereinheit kloniert werden, um zu testen, ob dieses flr die kovalente
Adsorption ausreicht und dabei noch weniger Aktivitat im Vergleich zur 2Cys-Variante
einbUBt. In einer aktuellen Arbeit wird dieser Ansatz mit einer Sorbitol-Dehydrogenase
aus Rhodobacter sphaeroides getestet, die nach dem Vorbild dieser Arbeit mit den
verschiedenen Tags modifiziert wurde.
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Anhand der SPR-Messung lie3 sich zeigen, dass die GatDH an der Goldoberflache
der Elektrode selbstandig haften blieb, da nach Zugabe des Enzyms trotz mehrstiin-
digem Spulen der Durchflusszelle der Resonanzwinkel auf gleichem Niveau blieb und
sich nicht wieder verringerte. Durch die kovalente Immobilisierung an die Goldober-
flache kdnnte das Enzym eine Konformationsanderung erfahren oder aufgrund einer
ungtinstigen Orientierung des aktiven Zentrums keine Aktivitat vorhanden sein. Die
katalytische Aktivitat des gebundenen Enzyms konnte jedoch durch die cyclischen
Voltammetriemessungen indirekt nachgewiesen werden. Auch hier wurde die Elek-
trode zunachst sorgfaltig gespdlt, um nicht gebundenes Enzym zu entfernen. In den
CVs lief3 sich nach einer vorherigen Vorpolarisierung, die zur Erhéhung der Anzahl
genug vorhandener Mediator-Molekile notwendig war, der charakteristische irreversi-
ble Oxidationspeak der Cofaktor Regenerierung nachweisen. Grundbedingung flr die-
sen Stromanstieg war die enzymatische Oxidation des Substrates 1,2-Hexandiol, wo-
bei das lber Wasserstoffbriicken mit dem Enzym interagierende Cosubstrat gleichzei-
tig aufgrund des Reaktionsgleichgewichts reduziert wurde. Das NADH kann Uber die
im Puffer vorhandenen Ca?*-lonen elektrostatisch an die aktivierten CTFM-Mediator-
Molekule binden, seine Elektronen an diese abgeben und somit regeneriert werden.
Die reduzierten Mediator-Molekiile werden wiederum an der Elektrodenoberflache re-
cycelt, was sich in dem messbaren Stromanstieg zeigt. Durch die verwendeten Metho-
den konnte jedoch keine Aussage dartiber getroffen werden, Gber welche und Uber wie
viele Cysteinreste bzw. Untereinheiten das modifizierte GatDH-Protein an die Gold-
oberflache adsorbiert. Da die GatDH mit jeweils zwei Cysteinen pro Unterheit aus-
gestattet wurde und in aktiver Konformation als Homoteramer vorliegt, stehen theo-
retisch acht Thiolgruppen flr die Immobilisierung zur Verfigung. Bei Betrachtung der
Kristallstruktur und der Orientierung der flexiblen N-Termini kommen prinzipiell zwei
Mdoglichkeiten in Frage, wobei nur eine als wahrscheinliche Alternative erscheint (sie-
he Abbildung 58A).

Bei der Kristallisation erwies sich der N-terminale Tag aufgrund seiner Flexibilitat als
stérend. Daher wurde das Enzym ohne den Tag kristallisiert. In dem Bandermodell
der GatDH-Struktur wurde die erste Aminosaure Methionin (rot) als Balls and Sticks
dargestellt, um trotzdem auf die ungefahre Position der jeweiligen Cysteine der mo-
difizierten Variante rtickschlieBen zu kdnnen. Eine Adsorption Uber die benachbarten
Monomere A1/B1 oder A2/B2 lasst sich gegeniber der Immobilisierung tber die dia-
gonal verbundenen Monomere A1/B2 bzw. B1/A2 favorisieren, da letztere aufgrund
der Konformation des Tetramers als sterisch unglnstiger erscheint (siehe Abbildung
58B). Durch die in der Abbildung dargestellte Lokalisation der N-Termini lasst sich ver-
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muten, dass die 2Cys-GatDH tber zwei Untereinheiten an die Goldoberflache bindet.
Anhand der Experimente liel3 jedoch nur bestatigen, dass das Enzym mindestens Uber
ein Monomer kovalent adsorbiert.

Abbildung 58.: Cartoon-Darstellung der mdglichen Bindungsalternativen der immobilisierten,
cysteinmodifizierten GatDH. Die komplexierten Magnesiumionen sind als rote
Kugeln dargestellt. Die Cosubstrate NAD(H) sind lila, die erste Aminosaure
Methionin des unmodifiziert kristallisierten N-Terminus ist jeweils rot im Balls
and Sticks-Modell zu sehen. A: Immobilisierung Gber die benachbarten Mo-
nomere A1 und B1 oder A2 und B2. B: Immobilisierung Uber die diagonal
Uber die Mg-lonen koordinierten Monomere A1 und B2 oder B1 und A2. Die
Abbildungen wurden aus den Strukturdaten von Yvonne Carius erstellt.

Die mit Cysteinen modifizierte GatDH-Variante stellt eine erfolgreiche und neuartige
Methode zur gerichteten Enzymimmobilisierung an Goldelektroden dar, die in dieser
Form bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wurde. Der Cystein-Tag ermdglicht
dabei eine selbstandige, gerichtete und kovalente Adsorption, ohne dabei weitere Lin-
kermolekile zu bendtigen. In bereits bekannten Systemen ist dagegen eine vorherige
Modifikation der Metalloberflachen mit einer sogenannten self-assembled monolayer
(SAM) notwendig, um die gewlinschten Biomolekile an die Elektrode zu binden (Ma-
no et al., 2001 [129]; Zimmermann et al., 2000 [243]; Mano and Kuhn, 1999 [127];
Song et al., 1993 [198]). Im Allgemeinen basieren diese Immobilisierungstechniken
entweder auf einer Adsorption bzw. kovalenten Immobilisierung angereicherter Protei-
ne auf chemisch aktivierten Oberflachen oder der Expression eines Proteins mit einem
Fusionspolypeptid, welches die Immobilisierung an eine entsprechend derivatisierte
Oberflache vermittelt (Kindermann et al., 2003 [109]). Eine Expression rekombinanter
Proteine mit einem Oligohistidin-Tag an einem ihrer Termini stellt eine gebrauchliche
Methode zur schnellen Anreicherung eines Proteins Uber eine Metallionen-Affinitats-
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chromatographie in einem einzigen Schritt dar. Die Histidine ermdglichen dartber-
hinaus in Gegenwart von Ni**-lonen eine Immobilisierung Uber eine reversible Che-
latbindung des Proteins an einen NTA (N-Nitrilotriessigsaure)-Liganden, der an der
Oberflache einer Biosensor-Durchflusszelle gebunden vorliegt (Gershon and Khilko,
1995 [54]). Doch auch diese Modifizierung bedingt eine vorherige Funktionalisierung
der Elektrodenoberflache mittels eines Thiols. Das konventionelle NTA/His-Tag Che-
latsystem wurde daher zu selbstandig adsorbierenden, mehrwertigen Thiol-Chelator-
Chips weiter entwickelt, um die Langzeitstabilitat und einheitliche Orientierung der im-
mobilisierten His-getagten Proteine zu ermdglichen (Tinazli et al., 2005 [218]). Diese
Methode hat jedoch den Nachteil, dass fur die Immobilisierung mehrere Modifizie-
rungsschritte der Elektrodenoberflache notwendig sind, die die katalytische Aktivitat
der Enzyme negativ beeinflussen kdnnen. Auf3erdem ist die Bindung der Proteine re-
versibel und lasst sich durch einen niedrigen pH-Wert oder durch die Zugabe von
Imidazol oder EDTA wieder aufheben.

Alternative Methoden zur Immobilisierung der GatDH, wie Uber eine Quervernetzung
mit Glutardialdehyd oder den Einschluss tber eine Nafionmembran, die bereits in der
Arbeit von Gajdzik 2007 beschrieben wurden, konnten sich dagegen nicht durchset-
zen. So zeigten die mit Glutardialdehyd und BSA modifizierten Elektroden keine gu-
te Reproduzierbarkeit. Zudem wurde die katalytische Aktivitat des Enzyms selbst bei
niedrigsten GA-Konzentrationen, wie sie bei Gajdzik et al. 2007 zur Immobilisierung
der SDH verwendet wurden, fast vollstandig inhibiert. Grundsatzlich lassen sich Ele-
mente auch durch Einschluss in eine Nafionmembran auf eine Elektrodenoberflache
fixieren. Die Elektroden werden dazu mit einer 2,5%igen Nafionlésung durch ein Air-
Brush-Verfahren bespriiht. Nafion (Firma DuPont) ist ein sogenanntes lonomer und
besteht aus einem sulfonierten Tetrafluorethylen-Polymer (PTFE). Uber anionische
Sauregruppen kann es als Membranmaterial Protonen leiten. Obwohl derartig be-
schichtete Elektroden sich als relativ stabil erwiesen, besteht der Nachteil dieser Me-
thoden jedoch darin, dass die Enzyme nicht gerichtet an die Elektrode fixiert werden
kénnen.

Die Integration der GatDH Uber den Cystein-Tag in eine Art Vorstufe eines Minire-
aktorsystems reprasentiert ein proof of concept fir die Entwicklung elektrochemischer
Reaktoren zur Erzeugung enantiomerenreiner Feinchemikalien als building blocks fur
pharmazeutische und agrochemische Produkte. Im bisher etablierten System war je-
doch eine Coimmobilisierung aller an der Reaktion beteiligter Komponenten noch
nicht moglich. Der verwendete Mediator CTFM besitzt aufgrund vorhandener Cyano-
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Gruppen zwar eine eigene Affinitat zur Goldoberflache, eine Coimmobilisierung kénnte
aber aufgrund sterischer Effekte, wegen des im Vergleich viel gréBeren Enzyms, ver-
hindert werden. Der reduzierte Mediator kann somit zwar noch in die Nahe der Elek-
trodenoberflache gelangen und seine Elektronen abgeben, nicht jedoch selber an
die Oberflache adsorbieren. Eine weitere Erklarung daflrr, dass bei einer versuch-
ten Coimmobilisierung kein Stromanstieg mehr gemessen werden konnte, ware, dass
zwar beide Molekule an die Elektrode adsorbieren, das Enzym mit seinem an den Me-
diator gebundenen Cosubstrat NAD™ aber aufgrund ungtinstiger Abstande und einer
fehlenden Mobilitat nicht mehr interagieren kann. Um dieses Problem zu I6sen, kdnnte
ein anderer Mediator verwendet werden, der in diesem System womadglich besser fir
eine Coimmobilisierung geeignet ist. Die entsprechenden Molekile kénnten aber auch
Uber Linkermolekule an die Elektrode gebunden werden, wodurch sich eine glnstigere
Flexibilitat der Molekdile fur eine Enzym-Cosubstrat-Interaktion gewahrleisten lieB3e. In
einem coimmobilisierten System sollte der Mediator aufgrund einer vorher notwendi-
gen Aktivierung der Molekile unter relativ hohen Spannungsverhaltnissen zuerst ad-
sorbiert werden. Dabei musste auBerdem eine Kontrolle dariiber moglich sein, in wel-
chem Abstand und Verhaltnis die Enzym- und Mediator-Molekile zueinander immobi-
lisiert werden. Desweiteren war im Rahmen dieser Arbeit bisher nur die elektrochemi-
sche Reoxidierung des reduzierten Cosubstrates NADH mdglich. Die Etablierung der
elektrochemischen Regenerierung des flir die Reduktionsreaktion benétigten Cofak-
tors NADH ware fir eine enantioselektive Reduktion prochiraler Ketone fiir die Her-
stellung desoxygenierter Zucker und optisch reiner Alkoholverbindungen interessant.
Aktuell wird daran gearbeitet einen passenden Mediator flir den Reduktionsansatz zu
finden. An einen solchen Mediator werden jedoch, aufgrund der Schwierigkeit eine di-
rekte Reduktion des Cofaktors zu erhalten, verschiedene Anforderungen gestellt. So
musste ein solcher Mediator ein Hydridion oder zwei Elektronen in einem Schritt auf
den Cofaktor Ubertragen und seine elektrochemische Aktivierung musste bei weni-
ger negativen Potentialen als -0,9 V gegen eine gesattigte Kalomelelektrode erfolgen,
um eine Dimerbildung zu vermeiden (Steckhan, 1994 [199]). Der Elektronen- bzw.
Hydridionentransfer sollte zudem nur an das NAD* und nicht an das Substrat er-
folgen und nur das enzymatisch aktive 1,4-NADH, gebildet werden. Als Mediatoren
dieser Art wurden beispielsweise verschiedene Rhodium-Komplexe beschrieben, de-
ren Anwendbarkeit sich fir die elektrochemische Regenerierung von NADH, bereits
bewahrte (Beley and Collin, 1993 [14]).

FUr eine optimierte Funktionsweise der GatDH in dem elektroenzymatischen Reaktor
ist ein weiteres Engineering des Enzyms notwendig. Im vorgestellten Ansatz war das
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adsorbierte Enzym noch mehrere Tage lang stabil und zeigte nur einen geringflgigen
Aktivitatsverlust. Der Nachweis des Reaktionsproduktes war allerdings aufgrund der
noch zu niedrigen Umsatzrate noch nicht moglich. Nicht nur die Langzeitstabilitat an-
sich, sondern auch eine grundsatzliche Anpassung des Enzyms an die vorherrschen-
den Reaktionsbedingungen kdnnte weiterhin zur einer gesteigerten Effizienz des Sys-
tems beitragen. Daher wird in einer Diplomarbeit zur Zeit versucht die Stabilitat der
GatDH zu verbessern. Durch rationales Proteindesign kdnnten anhand der bekann-
ten Kristallstruktur noch weitere Verbesserungen des Proteins vorgenommen werden.
Zum Beispiel kdnnte durch einen Austausch von bestimmten Aminosauren gegen Me-
thionine an gezielter Position eine noch optimalere Bindung des Enzyms bezlglich
eines freien Zugangs des aktiven Zentrums erreicht werden.

Die hier erzielten Ergebnisse lassen es moglich erscheinen einen elektroenzymati-
schen Reaktor zur enantiomerenreinen Feinchemikaliensynthese zu konstruieren, der
prochirale Ketone in chirale Alkohole umsetzt (siehe Abbildung 59). Durch hinterein-
anderschalten mehrerer Module mit unterschiedlichen Enzymen werden auch mehr-
stufige Synthesen denkbar.

Abbildung 59.: Schematische Darstellung eines elektroenzymatischen Mikroreaktors im Re-
duktionsbetrieb. Dargestellt ist die mesostrukturierte Kathode mit immobili-
siertem Enzym und Mediator, der Cofaktor NADH/NAD™, die Wasserstoffver-
zehranode sowie der Edukt-/Produkt-Stoffstrom. Die Abbildung wurde von Dr.
Harald Natter erstellt.



V. Zusammenfassung

Die konstitutive Expression der Galaktitol-Dehydrogenase in der gain of function Mu-
tante Rhodobacter sphaeroides D ist auf eine Sequenzverdopplung von 21 Nukleo-
tiden upstream vom Gen zurlckzufiihren, was als Effekt die Bindung eines GntR-
Regulatorproteins als Repressor verhindern oder die Einfihrung einer neuen Promo-
torsequenz erlauben wirde. Die Untersuchungen zeigen, dass mit hoher Wahrschein-
lichkeit der neue Promotor flr die Transkription verantwortlich ist.

Die Strukturrelevanz von Mg?*-lonen fiir die Bildung katalytisch aktiver GatDH-Tetra-
mere konnte durch eine Variante nachgewiesen werden, die C-terminal um die drei
Mg?* komplexierenden Aminosauren verkilrzt war. Die Variante zeigte keine Aktivitat
mehr und neigte bei der Anreicherung zur Aggregatbildung, was eine ungeordnete
Zusammenlagerung der Monomere belegt und eine strukturelle Untersuchung verhin-
derte.

Zur gerichteten Immobilisierung an Goldelektroden wurde die GatDH mit einem N-
terminalen Cystein-Tag versehen. Diese Variante wurde mit einer Ausbeute von Uber
4400 U/l exprimiert und bis zu einer Reinheit von 12,2 U/mg angereichert. Eine SPR-
Messung bewies die feste Bindung des Enzyms an die Goldoberflache als Monolayer
und CV-Messungen belegten katalytische Aktivitat. Diese neuartige Enzymimmobili-
sierung ist die Grundlage fur die Entwicklung eines Enzymreaktors mit elektrochemi-
scher Cofaktor Regenerierung zur enantiomerenreinen Feinchemikalien-Herstellung
mit immobilisierten Enzymen, Cofaktoren und Mediatoren.
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VI. Abstract

A 21 nucleotide duplication sequence upstream of the gene is responsible for the con-
stitutive expression of galactitol dehydrogenase in the gain of function mutant Rho-
dobacter sphaeroides D which could either hamper the binding of a GntR-repressor
protein or allow the insertion of a new promoter sequence. Investigations show with
high plausibility that the new promoter is responsible for the transcription.

The structure relevance of Mg**-ions for the formation of catalytically active GatDH-
tetramers could be demonstrated by a variant where the three C-terminal Mg?* bin-
ding amino acids were removed. The variant was no longer active and showed a high
tendency to accumulate during purification. Hence, a disordered clustering of the mo-
nomers was demonstrated and structural investigations were hampered.

For a directed immobilization on gold electrodes the GatDH-enzyme was supplied
with an N-terminal cysteine-tag. The variant was expressed with an activity yield of
about 4400 U/I and purified to a specific activity of 12,2 U/mg. SPR-measurement
confirmed the covalent binding of the enzyme to the gold surface as a monolayer and
CV-measurements proofed the catalytic activity. This new principle of enzyme immobi-
lization provides a basis for the development of an enzymatic bioreactor with electro-
chemical cofactor regeneration for the production of enantiopure fine chemicals with
immobilized enzymes, cofactors and mediators.
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VIl. Anhang

1. Verwendete Vektoren

1.1. Expressionsvektor pET24a(+)

pET-24a(+) sequence landmarks
T7 promoter 311-327
T7 transcription start 310

T7=Tag coding sequence 207-239
Multiple cloning sites

(BamH 1- Xhol) 158-203
His*Tag coding sequence  140-157
T7 terminator 26-72
lacl coding sequence 714-1793
pBR322 origin 3227

Kan coding sequence 3936-4748
f1 origin 1844-5299

The maps for pET-24b(+), pET-24¢(+) and
pET-24d(+) are the same as pET-24a(+)
{shown) with the following exceptions:
pET-24b(+) is a 5309bp plasmid; subtract
1bp from each site beyond BamH [ at 198.
pET-24c(+) is a 5308bp plasmid; subtract
2bp from each site beyond BamH 1 at 198.
pET-24d(+) is a 5307bp plasmid; the BamH |
site is in the same reading frame as in pET-
24c(+). An Neo| site is substituted for the
Nde 1 site with a net 1bp deletion at position
238 of pET-24c(+). As a result, Neo | cuts
pET24d(+) at 234, and Nhe I cuts at 229, For
the rest of the sites, subtract 3bp from each
site beyond position 239 in pET-24a(+). Nde
I does not cut pET-24d(+). Note also that
Sty 1is not unigue in pET-24d (+).

Hind I1l(173)
Sal I{179)
Sac l{190)
Sty 1(57) EcoR I(192)
BamH I(198)

Nhe l{231)

Dra lll(5068)

Pyu lj4367)
Sqgf 1(4367) Miu I(1064)

Sma l{4241) Bel I(1078)

Cla 1(4058)

BStE 111245
Nru l(4024)

ET-24a + Apa 1{1275)
P (5310bp)( )

(6s1-p1L) O2

BssH ll{1475
EcoR V(1514

Eco57 1(3713) Hpa 1(1570)

AlwN [(3581)

PshA I{1909)
BssS 1(3338)

Bgl l{2128)
Fsp l(2146)
Psp5 li2171)

BspLU11 I(3165)
Sap 1(3049)

Bst1107 1{2936)

Tth111 I(2a10)

ATGGE
MetThrilyGlyGInGinMetG] yArghiys

T7 promaoter primer #69348-3
T7 promoter
—_—

ATTAATACGACTCACTATASGGGAAT TGTGAGCGGATAACAATTCCCCTC T

lac operator Xbal rhs

CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGSAGA
Eagl
Not |

72“°BSII'HIEGORJ Sacl Sal | Hind Il
TG CGA

Xhol His*Tag

pET-24p GGTCGEGATCCGAATICGAGC TCCGTCGACAAGCT TGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACT
GlyArghspProAsnSerSerSerValAsplysleudlaflon laleul luH sHisHisHIsHISH I SEnd
pET-2dc.d GGICGGATCCGAATTLG, GTCGACAAGCTIGCGGCCGCACT CCACCACCACCACCACTGA
Glyhrgllafragl leArgllaProSerThrSerleubrgProHiss rThrTheTheTheThrThrGlu
Bpu1102 | T7 terminator
AAGCCCGAAAGGAAGC TGAGTTGGCTGE TELCACCEL

!l.

AATAAC "\JC-'-T-MCZIQU’G:}EGF}: TE'T GTIE’TIT‘#'..'\GGE.&']"WU

T7 terminator primer #69337-3

pET-24a-d(+) cloning/expression region

Abbildung 60.: Vektorkarte von pET24a(+) (Novagen, Darmstadt).
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1.2. pCR® 1I-TOPO® -vektor

lacZa ATG
M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter

CAG GAA ACA GCT AIG Aag ATG ATT ACG CCA AGC gﬁT TTA GGT GAC ACT ATA a%ﬁ
T

GIC CTT TGT CGA TAC T TAC TAA TGC GGT TCG A AAT CCA CTG TGA TAT

Nsi| Hind Il Kpn | Sacll BamH|  Spel

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BsiX | EoTRI Ec:clel Ecollw

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT N ITINSEMEAG GGC GAA TIC TGC AGA TAT

CGG TCA CAC GAC CTT BAG CGG G2 TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA
BstXl  Notl Xhol Nsil Xba Apal

| | | |
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGAR GGG CCC AAT TCG |[CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer

AGT GAG TCG TAT T AAT TCA |CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\\\ TCA CTC AGC ATA A TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT T GCA GCA CTG ACC CTT TTG ///

Comments for pCR®II-TOPO®
3973 nucleotides

LacZa gene: bases 1-589
M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
1 origin: bases 590-1027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC origin: bases 3178-3851

Abbildung 61.: Vektorkarte von pCR® II-TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe).
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2. DNA- und Proteinstandards
2.1. GeneRuler™ 1kb DNA Leiter

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

Fragment Sizes

10kb— — 10000
— — Booo
— — 6000
= = 5000
— — 4000
— 3500
— — 3000
—_ 2500
— — 2000
- 1500
1kh— — 1000
=50
- — 500
— 250
100bp -~

Abbildung 62.: GeneRuler™ 1kb DNA Leiter (Fermentas, St. Leon-Rot).

2.2. HyperLadder™ [V DNA Leiter

HyperLadder IV

SIZE (bp) | ng/BAND

—1000 | 100
— 800 90
— 800 80
— 700 70
—— 600 60
— 500 50

— 400 40

p— 300 30

— 200 20

Abbildung 63.: HyperLadder™ IV DNA Leiter (Bioline, Luckenwalde).
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2.3. Dual Color Protein-Marker

250kD

" & Dual Color

Catalog #161-0374

Sample from
representative lot,
run ona 4-20%
Tris-HCI gel,

BIORAD

4110029 Rev A

Abbildung 64.: Protein-Marker Dual Color fiir SDS-PAGE (Precision Plus Protein™ Stan-
dards Dual Color-Kit, Bio-Rad, Mlnchen).

2.4. Protein Leiter 10-200 kDa

N
— e 25
——
o

I
3

12% SDS-PAAG
Coomassie Brilliant
Blue R-250 stained

Abbildung 65.: Protein-Marker Protein Leiter 10-200 kDa fir SDS-PAGE (Fermentas, St.
Leon-Rot).
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2.5. Protein-Marker flir isoelektrische Fokussierung

iBaparaled on GERVALYT® PRECOTES® usisg Flal bed IEF) | Barruser abiefl on BETTVA, erinnl goly

pH3E10 35 3-8 - 57 5-8 8-8 385 4-6 @ CATHODE -

¥ —
7T - Ty
g =R == L ZEl o
(45 ]
§ —5 g D “53]
[ 4z | 45] '
—< 1 i
(a2} (6.0 |
— L1 grges -Em 2]
= L-JETH UTHEHI:EI‘B bz

Abbildung 66.: Protein-Marker Servalyt® Precotes® 3-10 fiir die isoelektrische Fokussie-
rung (Serva, Heidelberg).



KAPITEL VII. ANHANG

198

3. Abkurzungsverzeichnis

AcCN
AE
Amp
APS
AS
ASF
BE
BCA
BisTris

bp

BSA

bzgl.

bzw.

°C

cm

CIA
C-Terminus
C-Quelle
CTFM

Cv

Cys

d

Da
dATP
dCTP
DE
deion.
DH
dNTP’s

ddNTP’s

deion.
dGTP
DMSO
DNA

Extinktionsdifferenz
Mikrofarrad

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrosiemens

Angstrom
Anionenaustausch-
chromatographie
Acetonitril
Arbeitselektrode

Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Aminosauren
Ammoniumsulfatfallung
Bezugselektrode
Bicinchoninsaure
Bis-(2-hydroxyethyl)-imino-
tris(hydroxymethyl)-methan
Basenpaare
Rinderserumalbumin
bezlglich
beziehungsweise

Grad Celsius

Zentimeter
Chloroform-Isoamylalkohol
Carboxylterminus
Kohlenstoffquelle
(4-Carboxy-2,5,7-
Trinitrofluorenyliden)-
malonnitril

Cyclische Voltammetrie
Cystein

Tag

Dalton
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Deutschland

deionisiert

Dehydrogenase
Desoxyribonukleotid-
triphosphat
Didesoxyribonukleotid-
triphosphat

deionisiert
Desoxyguanosintriphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

DNase
DSMZ

dTTP

E. coli
EDTA
EtOH

e

f oder for
g

GA
GatDH
GE

h
H2Odeion.
HQOmillipm"e
HIC

H/His
His(6)
HRP

IEF
IP, pl
IPTG
Kan
kb
kbp
kDa
KM

|

LB
Lsg
M
mA
MALDI

mAU
MDH
MetOH
mg

min

ml

mm
mM
mRNA

Desoxyribonuklease
Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH
Desoxythymidintriphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethanol
Extinktionskoeffizient
forward

Gramm

Gilutardialdehyd
Galaktitol-Dehydrogenase
Gegenelektrode

Stunde

deionisiertes Wasser
Millipore-Wasser
Hydrophobe Interaktions-
chromatographie

Histidin
Poly(6)-Histidin-Rest
Horseradish
(Meerrettich)-Peroxidase
isoelektrische Fokussierung
isoelektrischer Punkt
Isopropylthiogalactosid
Kanamycin

Kilobasen
Kilobasenpaare
Kilodalton
Komplexmedium

Liter

Lauria-Bertani

Lésung

Molar

Milliampere

Matrix assisted laser desorption
ionisation

Milliabsorption Units
Mannitol-Dehydrogenase
Methanol

Milligramm

Minuten

Milliliter

Millimeter

Millimolar

messenger RNA
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MS/MS

MV
MW
m/z
NaAc
NAD

NADH
NADP

NADPH

n. b.

nm

nmol
N-Terminus
Q

oD

ORF

PAGE
PCIA

PCR
PEI

r oder rev
rDNA
RDH
RNA
RNase
rem

RT

S

SAM
SDH
SDS
SPR
TBE
TCA
TE
TEMED

TFA
Tm
TOF
Tris
U

a.N.
Upm

Tandem- uv
Massenspektrometrie w/v
Mineral-Vitamin v/v
Molekulargewicht X-Gal
Masse/Ladung

Natriumacetat \
Nicotinsaureamid- Vis
Adenin-Dinukleotid X9

reduziertes Nicotinsaure-
amid-Adenin-Dinukleotid
Nicotinsaureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat
reduziertes Nico-
tinsaureamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat
nicht bestimmt

Nanometer

Nanomol

Aminoterminus

Ohm

Optische Dichte

open reading frame
Polyacrylamidgelelektrophorese
Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenimin

reverse

ribosomale DNA
Ribitol-Dehydrogenase
Ribonukleinsaure
Ribonuklease
Umdrehungen pro min
Raumtemperatur

Sekunde

Self-assembled Monolayer
Sorbitol-Dehydrogenase
Natriumdodecylsulfat
Oberflachenplasmonenresonanz
Tris-Borat-EDTA
Trichloressigsaure
Tris-EDTA

N'N'N",N’-
Tetramethylethylendiamin
Trifluoressigsaure
Schmelztemperatur

Time of flight
Tris(hydromethyl)-Amino-
Methan

Unit (Enzymeinheit)

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett
Gewicht/Volumen

Volumen pro Volumen
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-
3-D-Galactopyranosid

Volt

visible (UV/Vis-Spektren)
-fache Erdbeschleunigung
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