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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Analyse der Gene ImbB1, ImbB2 und ImbY, die Teile
des Lincomycin A-Biosyntheseclusters von Streptomyces lincolnensis darstellen und deren
Genprodukte an der Herstellung der Propylprolin (PPL)-Untereinheit beteiligt sind.

Wenn die Gene ImbB1B2 gemeinsam in Escherichia coli Uberexprimiert wurden, dann
setzten diese Zellen spezifisch L-Tyrosin und L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L.-DOPA) zu
einem gelb gefarbten Produkt um. Das alleine produzierte LmbB1-Protein katalysierte die
Umwandlung von L-DOPA, aber nicht von L-Tyrosin. Das gereinigte LmbB1-Protein
zeigte einen Ky-Wert fur L-DOPA von 258 pM. Die L-Tyrosin-umsetzende Aktivitét
konnte nur in vivo nachgewiesen werden und war von LmbB2 abhangig. Die Daten lief3en
den Schluf3 zu, dal3 LmbB1 eine spezifische extradiol-spaltende L-DOPA-2,3-Dioxygenase
ist und LmbB2 eine L-Tyrosin-3-Hydroxylase reprasentiert. Das labile Produkt der Ring-
spaltung durch LmbB1 konnte weder mit Ammoniak abgefangen noch gereinigt werden.
Eswird daher spekuliert, dal es eine heterozyklische Struktur besitzt.

Das LmbY-Protein wies 24 - 29 %ige As-Sequenzidentitét zu verschiedenen Fsoo-
abhangigen Reduktasen auf. Bel der Hybridiserung eines ImbY Fragmentes mit der
chromosomalen DNA verschiedener Streptomyces-Stémme wurden eindeutige Signale bei
alen Lincomycin-Produzenten erhalten, deren Muster sich in vier Gruppen einteilen lief3en.
Es wurden Knock-out-Mutanten des Gens ImbY in S lincolnensis NRRL 2936 hergestellt,
die einen Lincomycin-Phanotyp zeigten. Die Mutanten lief3en sich durch Fitterung mit
PPL und nur durch die vollstdndige Transkriptionseinheit (Operon) ImbUYX in trans
komplementieren. Durch Promotorprobe-Versuche wurde im Bereich zwischen -286 und
-113 bp vor ImbU die Anwesenheit eines schwachen Promotors entdeckt. Die heterologe
Expression von ImbY in S lividans unter der Kontrolle des ermEp lieferte 165liches Protein.
Die mit Poly-Histidin fusionierte Version des Enzyms wurde zu 96 - 98 % gereinigt. Diein
S lincolnensis gemessene NADPH:F420-Reduktase-Aktivitéat konnte in allen Mutanten mit
zerstortem ImbY (und/oder ImbX) noch nachgewiesen werden. Dadurch wurde diese
Funktion fir LmbY ausgeschlossen. Die verschiedenen Anhaufungsprodukte der
hergestellten Mutanten konnten durch Fiitterung von L-[U-**C]Tyrosin diinnschicht-
chromatographisch dargestellt werden und deren Ry-Werte bestimmt werden. Es gelang
jedoch nicht, geniigend Zwischenprodukt fir einen Umsatz mit LmbY zu gewinnen.
Zusammenfassend ist LmbY, wahrscheinlich auch LmbX, als eindeutig an der PPL-

Biosynthese beteiligt einzuordnen.
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Summary

The objective of this study was the functional analysis of the genes ImbB1, ImbB2, and ImbY.
These genes are part of the lincomycin A production gene cluster of Streptomyces
lincolnensis, and their gene products are involved in the biosynthesis of the propylproline
(PPL) subunit of the antibiotic.

The proteins LmbB1 and LmbB2, when concomitantly over-produced in Escherichia coli,
resulted in enzyme activities specific for the conversion of both L-tyrosine and 3,4-
dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) to a yellow-colored product. The LmbB1 protein aone
was able to catalyze the conversion of L-DOPA but not of L-tyrosine. The purified LmbB1
protein was found to have a Ky for L-DOPA of 258 pM. The LmbB2-dependent L-tyrosine
converting activity was only detectable in in vivo experiments. The data suggest that the
protein LmbB1 is an L-DOPA extradiol-cleaving 2,3-dioxygenase and that the protein LmbB2
represents an L-tyrosine 3-hydroxylase. As the unstable product of the ring cleavage by
LmbB1 could neither be trapped by ammonia nor be purified, it was speculated that its
structure represents a heterocyclic precursor of the propylhygric acid moiety of lincomycin A.

The LmbY protein shares a 24 - 29% amino acid sequence identity with different Fszo-
dependent reductases. In hybridization experiments using chromosomal DNA isolated from
various Streptomyces strains and an ImbY-fragment as a probe, signals were only obtained
with DNAs of lincomycin producing strains. These were assigned to four groups according to
their hybridization patterns. Mutants were generated in which the gene ImbY of S lincolnensis
NRRL 2936 had been knocked out. These strains could only be complemented by feeding
PPL or by reintroduction of the full size operon ImbUYX. Promotorprobe assays revedled a
weak promoter activity in a region from -286 to -113 bp upstream of ImbU. Soluble LmbY
and His-tageL mbY was obtained by heterologous expression of ImbY in S. lividans under the
control of ermEp. The His-tag fusion protein of the enzyme was purified up to 96 - 98 %. The
NADPH:F40-reductase activity found in S lincolnensis extracts remained in al mutants in
which ImbY (and/or ImbX) had been disrupted excluding this activity as a function of LmbY .
By adding L-[U-'“C]tyrosine to the growth media the mutants accumulated radioactively
labeled substances. These were separated by thin layer chromatography and their Ry values
determined. Unfortunately, yields were not high enough to allow a conversion by Lmby. All
results support the hypothesis that LmbY, and probably LmbX, are enzymes involved in the
biosynthesis of PPL.

Xl



1 Einleitung

1.1 Allgemeine Merkmale von Streptomyceten

Streptomyceten sind weit verbreitete, Gram-positive Bakterien, die vorwiegend im Boden
vorkommen. Sie werden gemeinsam mit anderen filamentds wachsenden, tiberwiegend aerob
lebenden Bakterien der Gruppe der Actinomyceten zugeordnet (Williams et al., 1989).
Streptomyceten zeichnen sich durch einen charakteristischen Lebenszyklus aus, der mit dem
Auskeimen der Sporen auf festem Nahrboden beginnt. Die weitere morphologische
Differenzierung verlauft zunéchst Uber die Bildung eines verzweigten Substratmyzels. Durch
die Vernetzung der entwickelten Filamente entstehen Kolonien mit glatter Oberflache. Gegen
Ende der vegetativen Wachstumsphase kommt es zur Ausbildung eines Luftmyzels. Dabei
werden die Hyphen des Luftmyzels durch die Einfihrung von Septen abgeschnirt. Am
apikalen Ende der Hyphen entstehen dadurch schlief3dlich Konidiosporen, die der Verbreitung
und dem Fortbestand dienen (Waksman und Lechevalier, 1962; Kutzner et al., 1984).
Begleitend zu diesem morphologischen Differenzierungsvermogen tritt eine sukzessive
Veradnderung der Zellphysiologie ein, die meistens erst in der stationaren Wachstumsphase
zur Biosynthese von Antibiotika (s. Abschnitt 1.2) und weiterer Sekundérmetabolite, wie
Pigmenten (z.B. Melanin) und Geruchsstoffen (z.B. Geosmin), fihrt. Streptomyceten
scheiden nicht nur eine Vielzahl niedermolekularer Sekundarmetabolite aus, sondern sie
besitzen auferdem die Fahigkeit, eine Relhe reaktionstréger Biopolymere abzubauen
(Peczynska-Czoch und Mordarski, 1988). Dazu werden zusétzlich extrazellulére Hydrolasen
synthetisiert und sekretiert, die in der Lage sind, z.B. Lignozellulose, Chitin, Polyphenole,
Chitosane, Keratine, Pektine, Agar und Peptide zu zersetzen.

Das Streptomyceten-Genom ist mit 8 - 10 - 10°bp ungefahr doppelt so groR wie
vergleichsweise das Escherichia coli-Genom (Redenbach et al., 1996; Kieser et al., 1992;
Leblond et al., 1993) und hat einen hohen G+C-Gehalt, der im Durchschnitt bel ca. 73 % liegt
(Enquist und Bradley, 1971). Derzeit steht die Sequenzierung des kompletten linearen
Chromosoms des genetischen Modellorganismus S coelicolor A3(2) kurz vor seiner

Vollendung (Sanger Center, England).




1 Einleitung 1.2 Antibiotika

1.2 Antibiotika

Antibiotika sind Substanzen, die schon in geringen Mengen in den fir sie empfénglichen
Organismen Wachstumshemmungen hervorrufen. Uber 70 % der heute weltweit (iber 10000
beschriebenen Antibiotika werden von Actinomyceten produziert (Omura, 1992; Gréfe, 1992;
Piepersberg und Zeek, 1994; Piepersberg, 1993). Dieser hohe Prozentsatz macht die
Bedeutung von Actinomyceten fur die Medizin und Biotechnologie deutlich. Aus diesem
Grund werden heutzutage Streptomyceten-Hochleistungsstdmme zur Gewinnung von
Antibiotikaim 100 m*-MaRstab fermentiert.

Die von Streptomyceten produzierten Antibiotika werden aufgrund ihrer molekularen
Struktur verschiedenen Substanzklassen zugeordnet: Man findet u.a. Polyketide (Tetracycline,
Makrolide), Saccharide (Aminoglykoside, Lincosamide), Peptide (Actinomycine, b-Lactame)
und Nukleologe (Aminonukleoside, Peptidylnukleoside). So unterschiedlich wie die Struktur
ist auch die Wirkungsweise der aufgeftihrten Chemotherapeutika. Diese beruht auf verschie-
denen Eingriffen in den Zellstoffwechsel, so beispielsweise in die Zellwandsynthese, den
Membrantransport, die DNA-Replikation, die RNA-Synthese, die Tranglation, den Nukleotid-
und Fettsdureaufbau, sowie die Stérung einzelner Enzyme des Intermedidrmetabolismus
(Gréfe, 1992).

Die Produzenten schiitzen sich gegen die Toxizitd&t der von ihnen synthetisierten
Antibiotika durch die Expression von resistenzvermittelnden Proteinen (Cundliffe, 1989). Die
haufigsten Resi stenzmechanismen basieren auf
a) Modifikationen des Wirkortes durch Basenaustausch in der rRNA (Pernodet et al., 1988),

Methylierung der 23S rRNA (Weisblum, 1985) oder der 16S rRNA (Piend! et al., 1984;

Thompson et al., 1985),

b) Verénderung der Zellwanddurchl&ssigkeit durch aktiven Export (Ohnuki et al., 1985; Neal
und Chater, 1987) oder Erniedrigung der Zellpermeabilitét (Fierro et al., 1988),

c) Inaktivierung des Antibiotikums durch Acetylierung (Lacalle et al., 1989), Phosphory-
lierung (O’ Hara et al., 1989; Skinner und Cundliffe, 1980), Abbau (Sykes und Matthew,
1976) oder Bindung an Proteine (Gatignol et al., 1988),

d) Bypass-Reaktionen (Wise und Abou-Donia, 1975) oder Erhdhung der Wirkortkonzen-
tration (Behrmann et al., 1990).
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1.3 Lincomycin und Lincosamide

Chemischer Aufbau und Variationen

Lincomycin (Lm) gehdrt zur Gruppe der Lincosamid-Antibiotika, die der Familie der MLS-
(Macrolid, Lincosamid, Streptogramin B) Antibiotika (Cundliffe, 1989) untergeordnet ist. Es
ist aus einem Hygrinsaurederivat (methyliertes Propylprolin (PPL)) und einem Zuckertell
(Methylthiolincosaminid (MTL)) aufgebaut, die Uber eine Amidbindung miteinander
verknipft sind.

Tab. 1-1. Strukturvariationen von Lincomycin (A) und Celesticetin (B).

A Lincomycine R; R, Rs R,
Lincomycin A H CHs, C3H, SCH;
Lincomycin B H CHs, C3Hsg SCH;
Flez Lincomycin C H CHs, C3H, SC,Hs
N . .
= CH, Lincomycin D H H C3H; SCH,4
° HO——R,
H Lincomycin K H H C;H-, SCyH5
AN
0 HO Lo Lincomycin S H C,Hs CsH- SC,Hs
OH
Lincomycinsulfoxid H CHs CsHy S(O)CH
R4
OH 3
Hydroxylincomycin  H H CsHy OH
Pentyllincomycin H H CsHi; SCHs

Acetatlincomycin C,H;O CH; Cs3H, SCH;

B Celesticetine R, R,

R Celesticetin A CHs; Salicylyl

| 2

N cH Celesticetin B CH3 Isobutyryl

3
; ; H,CO——H Celesticetin C CH; Anthranilyl
H
LN Celesticetin D CHj Acetyl
9] HO L — o
OH Desalicetin CHs, H
J S ~"0r, N-Demethylcelesticetin  H Salicylyl
Desalicetinsalicylat CH; p-Aminosalicylyl
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Celesticetin, ebenfalls zur Gruppe der Lincosamide gehorig, wurde noch vor Lm entdeckt
(Hoeksema et al., 1955) und hat eine dem Lm sehr dhnliche Struktur, die erst mehr as ein
Jahrzehnt spater aufgeklart wurde (Hoeksema, 1968). Tab. 1-1 zeigt die Strukturen von Lm
und Celesticetin und ebenfalls eine Auswahl der Variationen, die sich aus Substitutionen der
Seitenketten ergeben.

Lm-Produzenten

Lm wurde als erstes aus Streptomyces lincolnensis NRRL 2936 isoliert. Dieser Stamm
produziert unter optimalen Bedingungen 25mg/l Lm A und in geringeren Mengen Lm B
(vgl. Tab. 1-1). Andere Actinomyceten, hauptsachlich Vertreter der Gattung Streptomyces
(S), synthetisieren ebenfalls Lm (s. Tab. 1-2). Der in dieser Arbeit verwendete Stamm
S lincolnensis 78-11 ist eine phagenresistente, Lm A-Uberproduzierende Mutante von
S lincolnensis NRRL 2936 (Zhang, 1993), die ca. 2,5 g/l Lm A synthetisiert. Die Entstehung
dieses Stammes kann Abb. 1-1 entnommen werden. Die Lincomycine C, D und S kénnen nur
durch Zugabe von Hemmstoffen wie z.B. Ethioninen, Sulfonamiden und Sulfanilamiden
erhalten werden (Argoudelis et al., 1964; 1970; 1973). Celesticetin und seine Derivate werden
von S caelestis NRRL 2418 produziert.

Tab. 1-2. Lincomycin *-Produzenten.

Organismus Literatur

S. lincolnensis 78-11 Zhang et al. (1992), Peschke et al. (1995)

S. lincolnensis NRRL 2936 Bergy et al. (1963), Brahme et al. (1984a), Peschke et al. (1995)
S. lincolnensis RIA 1246 Neuler et al. (1998)

S. lincolnensis UC 5124 Chung und Crose (1990)

S. espinosus NRRL 5729 Peschke et al. (1995)

S. sp. (espinosus) NRRL 3890 Peschke et al. (1995)

S. pseudogriseolus NRRL 3985 Argoudelis und Coats (1973), Peschke et al. (1995)

S. vellosus NRRL 8037 Bergy et al. (1963), Peschke et al. (1995)

Micromonospora halophytica Bibikova et al. (1989)

% Unter normalen Fermentationsbedingungen werden Lincomycin A und in geringen Mengen

Lincomycin B (Bergy et al., 1963; Brahme et al., 1984a; Patterson et al., 1964) produziert. Durch
Zugabe von Hemmstoffen wie Ethioninen, Sulfonamiden oder Sulfanilamiden kénnen die Lincomycine
C, D und S erhalten werden (Argoudelis et al., 1970; 1973).
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S. lincolnensis NRRL 2936 (Lm"*, PS)

ILUV

S. lincolnensis 60 (Lm*", PS)

@UV

S. lincolnensis 77-7 (Lm™, P%)

! spontan

. Abb. 1-1. Isolierung von Streptomyces
S. lincolnensis 78-2 (Lm"™, P%) 9 ptomy

lincolnensis 78-11 durch Mutagenisierung

\l Neutronenstrahl von Streptomyces lincolnensis NRRL 2936
(aus Zhang, 1993).

Lm*, Lincomycin produzierend,

\l spontan Lm™, Lincomycin Uberproduzierend,
P°,  Phagen sensitiv,

S. lincolnensis 78-8 (Lm"™, P®)

R .
S. lincolnensis 78-11 (Lm"™, PR) P",  Phagen resistent.

Resistenz

Der in klinischen Isolaten am haufigsten verbreitete Resistenzmechanismus gegentiber den
antibiotischen Substanzen der chemisch sehr unterschiedlichen Klassen Makrolide, Linco-
samide und Streptogramin B-Derivate ist die sogenannte MLS-Resistenz. Diese beruht auf
einer Mono- oder Dimethylierung des Adenins der 23S-rRNA, das der Position 2058 in
E. coli entspricht, durch S Adenosylmethionin (SAM)-abhangige Methyltransferasen (Skinner
et al., 1983). Durch diese chemische Veranderung wird die Affinitdt des Antibiotikums zum
Wirkort herabgesetzt und somit eine Inhibition der Translation unterbunden.

Im Lm-Produzenten S lincolnensis wurden drei Resistenz-vermittelnde Gene nachge-
wiesen: ImrA kodiert fur ein 50,2 kDa-Protein mit einer Lange von 481 Aminosauren (As). Es
besitzt 12 hydrophobe Segmente, die typische transmembrane Domanen bilden konnten.
Diese stimmen in ihrer Struktur und Anordnung mit denjenigen anderer pH-abhéngiger,
integraler Transportproteine Uberein. Das 31,5kDa grofRe LmrB-Protein (278 As) ist
hydrophil und hat aufgrund von Sequenzahnlichkeiten wahrscheinlich die Funktion einer 23S
rRNA-Adenin (2058)-N-Methyltransferase. LmrA und LmrB sind sehr substratspezifisch und
besitzen keine Kreuzresistenzen zu anderen Lincosamiden (Zhang et al., 1992). Die
abgeleitete As-Sequenz des dritten Resistenzgens, ImrC, hat zwel (N- und C- terminale) ATP-
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bindende Stellen (»Walker Motive«; Walker et al., 1982), die charakteristisch fur die Familie
der ABC-Transporterproteine sind. LmrC hat starke Sequenzahnlichkeit zu den Makrolid-
Resistenzproteinen von anderen Streptomyceten, wie z.B. TIrC, CarA und SrmB sowie zum
Erythromycinresistenzprotein MsrA von Saphylococcus epidermidis. Transformanten von
Streptomyces lividans TK23 mit einem ImrC-Plasmid erreichten bel der Supplementierung
mit Erythromycin einen viermal hoheren MI1C-Wert (125 pg/ml) als der Stamm ohne Plasmid,
wahrend die Lm-Resistenz auf 500 pg/ml anstieg (Peschke et al., 1995).

Medi zinische Anwendung

Lincomycine sind gegen anaerobe und aerobe Streptococcen, Staphylococcen, Mycoplasmen,
Corynebacterium diphteriae, Bacteroides, Fusobakterien und Clostridien wirksam. Das
semisynthetische Clindamycin ist etwa zweifach wirksamer as Lm und wird bei oraler
Einnahme zu ~80 % resorbiert. Bei Lm liegt die Resorption bel <40 % und wird durch
gleichzeitige Nahrungsaufnahme noch behindert.

Der Wirkort von Lm A ist die Peptidyltransferase des Bakterienribosoms. Wie andere
Trandationsinhibitoren der MLS-Familie bindet vermutlich auch LmA an einen Teil der
Zentralschleife der 23S-rRNA (Cundliffe, 1990).

Die Resistenz gegen Lincomycine entwickelt sich langsam in mehreren Schritten. Partielle
Parallelresistenz besteht zu Erythromycin (Er), wobel erythromycinresistente Keime oft Lm-
sengitiv sind. Durch die Tatsache, dal3 Lincomycine elne gute Penetration ins Knochengewebe
besitzen, sind sie das Mittel der Wahl bei Knorpel- und Knocheninfektionen. Sie werden
aulRerdem als »Reservemittel« bei den Staphylococcenstdmmen verabreicht, die gegen andere
Antibiotika resistent sind. Die Halbwertszeit von Lm im Korper betréagt 4-5h, die von
Clindamycin nur 3h. Beide Stoffe werden in aktiver Form rena eiminiert. Als
Nebenwirkungen konnen Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe und Bauchschmerzen auftreten;

seltener sind allergische Erscheinungen (KUttler, 1990).
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14 Biosynthese des Lincomycins

Der folgende Abschnitt besch&ftigt sich mit den L m-Biosynthesegenen und ihrer Anordnung
auf dem Chromosom. Aul3erdem werden die bekannten Schritte der Lm-Produktion, die Gber
zwel Phasen verlauft, beschrieben. Abschlief3end werden die Gene ImbA, ImbB1, ImbB2,
ImbU, ImbY und ImbX und die postulierten Funktionen ihrer entsprechenden Genprodukte
behandelt.

Genetische Anordnung der Biosynthesegene

In Streptomyceten sind Ahnlichkeiten in der Organisation der Gene fir Resistenz, Synthese,
Transport und Regulation der produzierten Antibiotika zu erkennen. Sie liegen in sogenannten
»Clustern« benachbart auf dem Chromosom (Martin und Liras, 1989; Vining und Stuttard,
1994). Eine solche genomische Organisation findet man beispielsweise fUr Streptomycin
(Retzlaff et al., 1993), Erythromycin (Weber et al., 1985; Katz und Donadio, 1992),
Methylenomycin (Chater und Bruton, 1985), Tylosin (Cox et al., 1985), Oxytetracyclin
(McDowall et al., 1991) und wie im folgenden beschrieben fir Lm. Von den 30 Genen im
Imb/Imr-Gencluster zeigen nur gut die Halfte eine Ahnlichkeit mit Genen, deren Funktion
bekannt ist (s. Abb. 1-2). Man vermutet, dal3 die Auftellung der Gene wie die Synthese
zweigeteilt ist, d.h. das »linke« Segment des Clusters von InrA bis ImbK beinhaltet die
meisten Gene, die fur die PPL-Biosynthese verantwortlich sind und wird von ImrA, einem der
drei Resistenzgene, flankiert. Das »rechte« Segment von ImbL bis ImrC enthélt vorwiegend
Gene der MTL-Biosynthese und die beiden anderen Resistenzgene ImrB und ImrC (Chung
und Crose, 1990).

Dadie Vorlaufermolekile PPL und MTL auf zwel getrennten Wegen hergestellt (Abb. 1-3 A;
B) und anschlief3end nach Aktivierung kondensiert und methyliert (Abb. 1-3 C) werden, wird

die Synthese der einzelnen Untereinheiten im folgenden getrennt behandelt.

Synthese von PPL

Witz et al. (1971) haben mittels Dunnschichtchromatographie und Massenspektroskopie
gezeigt, daR die Radioaktivitst aus L-[1-**C]Tyrosin und L-[*°N]Tyrosin in die
Propylhygrinsdureeinheit von Lm eingebaut wird. Als man eine Lm-produzierende Kultur mit
L-[U-*C]Tyrosin fiitterte, wurde ungefshr siebenmal soviel Radioaktivitat in die

Aminosaureuntereinheit eingebaut, als bei einer Futterung mit C-1-markiertem Tyrosin.
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Abb. 1-2. Anordnung der Gene des Imb/Imr-Genclusters. EMBL Zugangsnummer X79146 (nach
Peschke et al., 1995). Restriktionsschnittstellen: B, BamHI; Bc, Bcll; Bg, Bglll; E, EcoRl; N, Ncol;
P, Pstl; Sp, Sphl; Ss, Sstl; X, Xhol.

Daraus schlossen Witz und Mitarbeiter, dal3 sieben von neun Kohlenstoffatomen der
Propylhygrinsdureeinheit aus Tyrosin kommen.

Argoudelis et al. (1969) fanden durch die Verwendung einer Kombination von radioaktiver
Markierung und Massenspektroskopie heraus, dal’ die beiden fehlenden C-Atome der Propyl-
hygrinsdureuntereinheit (die N-Methylgruppe und das terminale C-Atom der Propyl-Seiten-
kette) aus Methionin stammen. Ebenfalls ging aus **C-NMR Untersuchungen mit deuterierten
Vorstufen hervor, dal3 die PPL-Synthese von L-Tyrosin ausgeht (Brahme et al., 1984a).

Es wurde aul}erdem gezeigt, dal3 L-3,4-Dihydroxyphenylalanin (L-DOPA) und 3-Propyli-
den-0*-pyrrolin-5-carbonséure (Abb. 1-3 A 11, anderer Name: 1,2,3,6-Tetradehydropropyl-
prolin, TDPPL) Zwischenprodukte der PPL-Synthese sind (Brahme et al., 1984a; Kuo et al.,
1992). Coats et al. und Kuo et al. untersuchten S. lincolnensis-Mutanten, die in ihrer Lm-
Produktion gehemmt waren. Es stellte sich heraus, dal3 TDPPL in der Mutante S. lincolnensis
NTG-3 akkumuliert wurde, der eine Reduktase fehlte, die einen Cofaktor verwendete, der fur
die Synthese von PPL nétig war. Dieser Cofaktor wurde als LCF (»lincomycin cosynthetic
factor«, Abb. 1-4) bezeichnet und ist mit der Deazaflavineinheit (Fp) des F420-Coenzyms von
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methanogenen Bakterien strukturgleich (Coats et al., 1989; Kuo et al., 1989; 1992). Die Lm-
Produktion von S lincolnensis NTG-3 konnte durch die Fitterung mit geringen Mengen
stevilfiltriertem Uberstand einer Anzucht von S lincolnensis NTG-5 (eine andere Lm -
Mutante, die aber noch PPL produzierte) wiederhergestellt werden. Aus der Tatsache, dal3 sie
durch die PPL-Zugabe wieder Lm produzierte, folgerten sie, dal3 der Cofaktor fir einen der
Schritte zwischen L-DOPA und PPL notwendig ist. Die Kombination der Ergebnisse von
Brahme et al. und Kuo et al. lassen fir die letzten Schritte der PPL-Synthese den in Abb. 1-3
gezeigten Weg zu, der Uber ein Enamin (Abb. 1-3 A 1), TDPPL (Abb. 1-3 A 1) und 3-Propyl-
O2-pyrrolin-5-carbonsaure (Abb. 1-3A 111, anderer Name: 2,3-Didehydropropylprolin,
DDPPL) zu PPL fidhrt. Schmidt (1994) wies dem LmbC-Protein, das aufgrund seiner
Ahnlichkeit mit Modulen von Peptidsynthetasen ein Acyladenylat-bildendes Enzym sein
sollte, zwei mogliche Funktionen zu: zum einen, dal3 der Schritt zwischen L-Tyrosin und
L-DOPA katalysiert wird, zum anderen, dal3 LmbC PPL fir die anschlief3ende Kondensation
mit MTL aktiviert. Man wird im Abschnitt 3.1 bzw. 4.1 sehen, dai3 die erste Funktion, die fur
LmbC postuliert wurde, von LmbB2 tibernommen wird. Schmidt postulierte weiterhin, dafd
LmbG (zu der Methyltransferase-Familie gehdrig) an der Ubertragung einer Methylgruppe
aus SAM auf ein PPL-Zwischenprodukt beteiligt ist.

MTL-Synthese

Die Vorlaufer von MTL sind wahrscheinlich Zwischenprodukte des Pentosephosphat-Weges.
Fiitterungsversuche mit D-[U-*C]Glucose und anschlieRender Anayse des *C-*C-
Kopplungsmusters in MTL und Lm ergaben, dald der Cg-Korper des MTL aus der
Kondensation einer Pentoseeinheit (Cs) mit einer Cs-Einheit entstehen muf3 (Brahme et al.,
1984b). Die letzten Untersuchungen legen die Vermutung nahe, dal3 diese Cs-Einheit z.B.
Dihydroxyaceton ist und zusammen mit Pentose-5-phosphat von LmbR zu Octulose-8-
phosphat umgesetzt wird (vgl. Abb. 1-3 B; A. Arnold, personliche Mitteilung). LmbR hat die
grofdte Sequenzéhnlichkeit auf Proteinebene mit den Aldolasen MipB und TalC aus
Escherichia coli, die Fructose-6-phosphat in Glycerinaldehyd-3-phosphat und Dihydroxy-
aceton zu spalten vermogen (G. Sprenger, Julich, personliche Mitteilung).

Flr den ersten Schritt der MTL-Synthese ist auch noch eine andere Funktion fir LmbR
postuliert. Ribose-5-phosphat reagiert mit Sedoheptul ose-7-phosphat unter Abspaltung von
Erythrose-4-phosphat zu Octulose-8-phosphat. LmbR hétte in diesem Fall die Funktion einer
Transaldolase (siehe Abb. 1-3 B). Fur LmbK wurde bisher immer eine Phosphatasefunktion

angenommen, die der PPL-Synthese dienen sollte. Eine solche Aktivité wird jedoch nur




1 Einleitung 1.4 Biosynthese des Lincomycins

wéhrend der weiteren MTL-Synthese bendtigt (vgl. Abb. 1-3 B). Nach neueren Sequenz-
vergleichen und Enzymtests werden den Ubrigen Enzymen der MTL-Synthese die in Abb.
1-3 B aufgefuhrten Funktionen zugewiesen, auf die hier nicht ndher eingegangen wird. Der
abgebildete Weg, der Uber Octose fuhrt, die dann as Nukleotid-aktivierter Zucker weiter
modifiziert wird, weist den Enzymen die nach den vorhandenen Informationen wahr-

scheinlichsten Funktionen zu.

LmbA, LmbB1 und LmbB2

Schmidt wies 1994 den Enzymen LmbA, LmbB1 und LmbB2 folgende Funktionen zu:
LmbA, ein 63 kDa-Protein, das Ahnlichkeiten zu einer g-Glutamyltranspeptidase hat, konnte
an der Synthese des LCF beteiligt sein, da dieser in seiner aktiven Form mindestens eine
g-Glutamyluntereinheit (s. Abb. 1-4) enthdlt. Eine andere Mdglichkeit ist, dal3 LmbA keine
direkte Funktion fur die PPL-Synthese erflillt (Peschke et al., 1995). Die letztere Hypothese
wird durch die von Chung et al. (1997) beschriebenen Transposon-induzierten Mutanten in
ImbA, die nicht mehr in der Lage waren, Lm zu produzieren, aber durch PPL komplementiert
werden konnten, gestiitzt. Ferner wurde von Schmidt vermutet, dal3 fur die Umsetzung von
L-DOPA zwingend die beiden Proteine LmbB1 und LmbB2, die moglicherweise die Unter-
einheiten einer Dioxygenase darstellen, notwendig sind. Diese Hypothese wird in dieser
Arbeit korrigiert (vgl. Abschnitte 3.1 und 4.1).

LmbU, LmbY und LmbX

Das Gen ImbU kodiert fur ein relativ kleines Protein mit 224 As und besitzt geringe
Ahnlichkeiten zu Regulatorproteinen, weil esin Position 7 das in Streptomyceten seltene und
moglicherwei se regulatorische TTA-Codon fur Leucin enthélt (Zhang, 1993).

Die Funktion von LmbY aus S lincolnensisist in dieser Arbeit von besonderem Interesse.
Wegen seiner Ahnlichkeit mit Fjx-abhingigen Enzymen wurde postuliert, da LmbY
entweder die Reduktion von TDPPL zu DDPPL katalysiert oder das Coenzym F40, das bei
dieser Reaktion oxidiert wird, durch LmbY regeneriert wird (Abb. 1-5; Peschke et al., 1995).
Die erste Annahme wird durch die Tatsache unterstiitzt, dal3 ImbY im Lm-Gencluster liegt.
Die letzte Vermutung wird durch Berichte unterstiitzt, die aussagen, dal3 Fso zuerst aus
methanogenen Bakterien (Peck und Archer, 1987; Schonheit et al., 1981), aus S. lincolnensis
(Kuo et al., 1989) und S. griseus (Eker et al., 1980) isoliert und identifiziert wurde. Die letzte

Vermutung konnte in dieser Arbeit Gberprift werden (vgl. Abschnitte 3.2 und 4.2).
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1 Einleitung 1.4 Biosynthese des Lincomycins

Abb. 1-3. (s. vorherige Seite) Hypothetischer Biosyntheseweg von Lm A. Die postulierten Zweige der
Biosynthese basieren auf den Ergebnissen mehrerer Berichte (Brahme et al., 1984b; Kuo et al., 1992;
Peschke et al., 1995; Schmidt, 1994; A. Arnold, persdnliche Mitteilung). A. Postulierter Syntheseweg
der Untereinheit PPL ausgehend von L-Tyrosin. Der gestrichelte Pfeil stellt noch nicht untersuchte
Schritte dar. Die numerierten Strukturen sind: I 3-Vinyl-O*pyrrolin-5-carbonsaure, 1l TDPPL und Il
DDPPL. Auf die letzten beiden Schritte wird in Abb. 1-5 naher eingegangen. B. Der Weg der MTL-
Synthese geht von Ribose-5-phosphat aus und fiihrt Gber Octose. Fir den ersten Schritt sind die
beiden gezeigten Mdglichkeiten postuliert, wobei eine Aldolase-Funktion fir LmbR als wahrschein-
licher erachtet wird. C. Dargestellt sind die beiden finalen Schritte, Kondensation der Untereinheiten
und abschlieRende N-Methylierung. Eingerahmt sind die wichtigen Zwischenstufen PPL und MTL und
das Endprodukt Lm A.

Fs0-abhdngige NADP-Reduktasen wurden in Methanobacterium thermoautotrophicum
(Eirich und Dugger, 1984), Halobacterium cutirubrum (de Wit et al., 1987), Streptomyces
griseus (Eker et al., 1989) und Archaeoglobus fulgidus (Kunow et al., 1993) gefunden und
untersucht. Eker et al. (1989) haben einen Enzymtest mit einer 8-Hydroxy-5-deazaflavin:
NADPH Oxidoreduktase aus Streptomyces griseus und mehreren Substraten entwickelt, um
die Substratspezifitdt des Enzyms zu charakterisieren. Daraus ging hervor, dal3 der Ky-Wert
mit Fso as Substrat (3,4 uM) den niedrigsten Wert erreichte, d.h. den stabilsten Enzym-
Substrat-Komplex bildete. Fy erreichte einen &hnlichen Wert von Ky = 5,7 uUM. Andere
Substrate reagierten nicht oder hatten hothere Ky-Werte, z.B. ein an der Riboseeinheit

5'-Phosphoribosyl | L—Lactyl| g-L-Glutamyl L-Glutamat
(©] S]
[ IS o 1 IOV v
R: H,C —C|:H '(I,H 'ClH —CH, —o—F|>—o —CH —C—T"NH —CH —CH, —CH, “CT—NH —(I,H
OH OH OH %% n=1-4  cH,
I
R CH,
| H | )
(0] HO N N \fo coo
| NH
o]
Deazaflavin, oxidierte Form reduzierte Form

Abb. 1-4. Coenzym F4, (7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-deazariboflavin-5'-phosphoryl-L-lactyl-g-L-glu-
tamyl-L-glutamat). Die Struktur besteht aus einer 8-Hydroxy-5-deazaflavin-Untereinheit, die am
N-10 mit Phosphoribose verknipft ist. Uber eine Phosphodiesterbriicke ist der Zucker mit der
Hydroxylgruppe eines Lactylrests verbunden, an dessen Carboxylgruppe ein g-Glutamyl- und ein
Glutamatrest peptidartig gebunden sind. Die mit Ribose verbundene 8-Hydroxy-5-deazaflavin-
Untereinheit (F, oder LCF (»lincomycin cosynthetic factor«), 7,8-Didemethyl-8-hydroxy-5-deaza-
riboflavin) kann ins Medium sekretiert werden (Le Van et al., 1985).

12



1 Einleitung 1.4 Biosynthese des Lincomycins

endsténdig phosphoryliertes Fq erreichte 15,5 uM. Die Biosynthese von F4,0 aus Methano-
bacterium thermoautotrophicum wurde von Le Van et al. (1985) untersucht. Es ergab sich aus
Fiitterungsversuchen mit [1-**C]Acetat, daR die Ribityluntereinheit durch Reduktion von
Ribose entsteht und dal? der Vorlaufer des Pyrimidin-Ringes ein Purinderivat, wahrscheinlich
aus Guanin, ist. Sie postulierten weiter, dal3 der carbozyklische Ring ausgehend von einem
Produkt des Shikimat-Weges synthetisiert wird. Jaenchen et al. (1984) waren der Meinung,
dal} Tyrosin der Vorlaufer ist, da in Tyrosin und in den carbozyklischen Ring des frei-
gesetzten Fo die *C-Bausteine in gleicher Weise eingebaut wurden. Die Biosynthese der
Seitenkette ist bisher nicht untersucht worden.

Aus den Sequenzvergleichen vor Beginn dieser Arbeit ergab sich, dal3 LmbY einer
Proteinfamilie zugeordnet werden kann, der auch Alkanal-Monooxygenasen (LuxA-Proteine)
angehoren (Zhang, 1993). Zwei konservierte Regionen befinden sich am N- (As 94 - 109) und
am C-Terminus (As 271-286) des Proteins. Zhang (1993) postulierte zunachst drel
Funktionen, die LmbY ausfuhren konnte: (1) LmbY konnte die Funktion einer Aromaten-
Monooxygenase haben und die Oxidation eines L-Tyrosin-Derivates katalysieren. (2) Bei
LmbY konnte es sich um eine Aromaten-Dioxygenase handeln, welche die Dioxidation von
L-DOPA katalysiert. (3) LmbY koénnte als Sensorprotein zusammen mit LmbU (ImbU liegt
direkt stromaufwérts von ImbY auf dem Chromosom) fungieren und regulatorische
Funktionen haben, denn es wurden ebenfalls Ahnlichkeiten zu FixL gefunden, welches ein
Sensorprotein aus Rhizobium meliloti darstellt. Bei LmbY fehlen alerdings an bestimmten

COOH COOH COOH

N \ LmbY? HN LmbY? HN
F.H F

F420 H 2 I:420 420" 2 420

\/

TDPPL LmbY? DDPPL LmbY? PPL
[2H] [2H]

Abb. 1-5. Postulierte Funktionen von LmbY. Die linken Reaktionen wurden von Peschke et al. (1995)
postuliert. Die theoretischen Reaktionsmdglichkeiten fir LmbY wurden erweitert, da der folgende
Schritt von DDPPL nach PPL ebenfalls eine Reduktion darstellt. In beiden Fallen wird angenommen,
dall LmbY entweder eine F40:TDPPL/DDPPL-Reduktase oder eine NADPH:F,0-Reduktase sein
kénnte. TDPPL, 1,2,3,6-Tetradehydropropylprolin; DDPPL, 2,3-Didehydropropylprolin; PPL, Propyl-
prolin.
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1 Einleitung 1.4 Biosynthese des Lincomycins

Stellen fUr Sensorproteine charakteristische Aminosduren. Die Funktionen fir LmbY der
beiden ersten Annahmen wurden in dieser Arbeit den Enzymen LmbB1 und LmbB2
zugewiesen (vgl. Abschnitte 3.1 und 4.1).

Das Trandationsprodukt von ImbX zeigte Verwandtschaft zu Enzymen des Zucker-
Metabolismus. LmbX wies im Bereich der As 102 - 130 signifikante Ahnlichkeiten zu der
3-Deoxy-D-manno-octulonsaure-Transferase (KdtA) aus E. coli auf, deren Substrat strukturell
ahnlich dem Octose-8-phosphat des Lm-Biosynthesaweges (s. Abb. 1-3) sein kdnnte. Dieser
Annahme widersprechen aber die in dieser Arbeit hergestellten S lincolnensis-Mutanten (vgl.
Abschnitte 3.2 und 4.2).

1.5 Ziele dieser Arbeit

Die Biosynthese von Lm in S lincolnensis wurde schon von anderen Arbeitsgruppen
untersucht. Trotz der vielfdltigen dabei angewandten Analysemethoden und anderen
durchgefthrten Experimenten, konnten immer nur Teilaspekte der Lm-Biosynthese
aufgedeckt werden, d.h. keiner der beiden Pfade, die zu den Untereinheiten PPL und MTL
fUhren, ist lickenlos erforscht. In dieser Arbeit sollten Beitrége zur Aufklarung der ersten und
der letzten Reaktionen des Biosynthesepfades, der zur PPL-Untereinheit fihrt, geleistet
werden.

Die Enzyme LmbA, LmbB1l und LmbB2 sollten einzeln oder in Kombination auf
L-DOPA-umwandelnde Aktivitdt untersucht werden. Es galt einen Enzymtest fur das
gefundene Enzym oder das Holoenzym zu etablieren und das Produkt dieser Umsetzung, eine
gelbe Substanz, zu analysieren.

Ein anderer Schwerpunkt in dieser Arbeit wurde auf die Anayse des Gens ImbY gelegt.
Zunéchst war es Aufgabe, ImbY-Insertionsmutanten von S. lincolnensis herzustellen, die einen
Lm- bzw. PPL-negativen Phanotyp aufweisen sollten. Diese galt es nach einer genetischen
Anayse mittels Substratfitterung (z.B. PPL) oder durch Transformation mit geeigneten
Plasmiden zu komplementieren. Ferner sollten durch Fitterung der hergestellten Mutanten
mit *C-markiertem Tyrosin Aussagen Uber die angehauften Syntheseprodukte gemacht
werden, dieseisoliert und auf Umsetzung durch LmbY getestet werden.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

211 Verwendete Bakterienstamme

Tab. 2-1. Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme.

Stamm 2

Genotyp/Antibiotikum °

Herkunft

E. coli DH5a

E. coli BL21 (DE3)
E. coli IM109 (DE3)

E. coli IM110

E. coli ET12567

. luteus DSM 348
. luteus DN218

. caelestis NRRL 2418
. espinosus NRRL 5729
. galbus DSM 40480

. glaucescens GLA.0 DSM
0716

. griseus DSM 40236
. griseus N2-3-11

nu n no n 2

N

n m

. lincolnensis 78-11

. lincolnensis NRRL 2936

. lincolnensis NRRL 2936 Mul
. lincolnensis NRRL 2936 Mu2
. lincolnensis NRRL 2936 Mu3

nw nu unu nu n

F~, supE44, DlacU169, j 80d, endAl
lacZDM15, relAl, recAl, gyrA96, thi-1

F~, ompT rg mg, | (DE3)

F’ traD36 proA'B* lacl®zM15, relAl,
recAl, endAl, gyrA96, hsdR17,
supE44, | "D(lac-proA,B), thi-1, | (DE3)

F’ traD36 proA'B* lacl®zM15, relAl,
recAl, endAl, gyrA96, hsdR17,
supE44, | "D(lac-proA,B), thi-1, dam™,

dem™

F~, dam13::Tn9, dcm6, hsdM, hsdR, rec
F143, zjj201::Tn10, galk2, galT22, ara-
14, lacY1, xyl-5, leuB®, thi-1, tonA31,
rpsL136, hisG4, tsx-78, mtl-1 glnV44

Er®, Lm®, Ts®°, AmR, Hy®
Er®, Lm®, AmF, HyR, Ts®
Celesticetin

Lm

Sm

Hydroxy-Sm

Sm, Wildtyp

Sm, Sm-Uberprod. Mutante

Lm, P?¢, Lm-tberprod. Mutante

Lm, P° ¢, Wildtyp

Lm~, PPL", Am® (aacC4), ImbY[] ImbXO
Lm~, PPL", Am® (aacC4), ImbY[] ImbXO
Lm~, PPL", Am® (aacC4), ImbY[] ImbXO

Hanahan, 1983

Studier et al., 1990
Promega (Heidelberg)

Promega (Heidelberg)

Oh und Chater, 1997

DSM; Tang, G.
diese Arbeit

Laborsammlung
Laborsammlung
DSM; Laborsammlung

DSM; Laborsammlung

DSM; Laborsammlung

Kaken Chem. Co.,
Tokyo

Tang, G.
Swezey, J. L.
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
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2 Material und Methoden 2.1 Material
Stamm *? Genotyp/Antibiotikum b Herkunft

S. lincolnensis NRRL 2936 Mu4 Lm~, PPL", Am" (aacC4), ImbX0O diese Arbeit

S. lincolnensis NRRL 2936 Mu5 Lm~, PPL", Am" (aacC4), ImbY[] ImbXO diese Arbeit

S. lincolnensis NRRL 2936 Mu6 Lm~, PPL", Am" (aacC4), ImbY[] ImbXO diese Arbeit

S. lincolnensis NRRL 2936 Mu7 Lm~, PPL", Am" (aacC4), ImbY[] ImbXO diese Arbeit

S. lincolnensis NRRL 2936 Mu8 Lm~, PPL", Am" (aacC4), ImbY[] ImbXO diese Arbeit

S. lincolnensis NRRL 2936 Mu9 L_m’, PPL", Am® (aacC4), ImbY[] ImbXO diese Arbeit

S. lincolnensis NRRL 2936 Mul0 Lm~, PPL", Am" (aacC4), ImbY[] ImbXO diese Arbeit

S. lincolnensis NRRL 5321 Lm~ Tang, G.

S. lividans 66 TK23 spc-1, Lm® John Innes Institute,

S. lividans 66 TK23/
pSTW13.2i/[pSTW350/0
(strRp vor strR, Ts")

S. pseudogriseolus NRRL 3985
S. sp. (espinosus) NRRL 3890
S. vellosus NRRL 8037

EE &

spc-1, Lms, pSTW13.2 (mini-circle,
strB1p vor xylE, Hy®), pSTW350/0

Hopwood et al., 1985
Thamm, 1999

Laborsammlung
Laborsammlung

Laborsammlung

% E., Escherichia; M., Micrococcus; S., Streptomyces. b

Die von den Bakterien synthetisierten

Antibiotika sind unterstrichen dargestellt. ° PS/PR, Phagen sensitiv/resistent. 4 Es ist maoglich, dald in
S. lincolnensis NRRL 2936 Mu9 ImbX noch intakt ist, wenn Transkription und Translation stromab-

warts von aacC4 nicht abbrechen (vgl. Abb. 3-18 [3.]).

2.1.2

Tab. 2-2. Ubersicht der verwendeten Klonierungsvektoren.

Klonierungsvektoren und rekombinante Plasmide

Vektor Eigenschaften

Herkunft

pBluescript Il SK+ ColE1 ori, bla, lacZa, f1(+)

pET-11a ColE1 ori, bla, lacl®, T7F 10p

pET-11all ColE1 ori, bla, lacl®, T7F 10p, pQE6O RBS

pET-16b ColE1 ori, bla, lacl®, T7F 10p, »His-tag«

pGM102 pACYC184 ori, aphll, cat, pSG5 ori, tsr

pJOE837 bla, hyg®, mel

pLysS pACYC184 mit F 3.8 und nachfolgendem
Lysozym-Gen in der BamHI-Schnittstelle,
cm®

pT7-5 bla, ColE1 ori, T7F 10p

pT7-7 bla, ColE1 ori, T7F 10p

puC18 ColE1 ori, bla, lacza, lacp

Stratagene (Heidelberg)
Studier et al., 1990

Weingarten, P.
(unverdffentlicht)

Novagen (Madison, U.S.A.)
Muth et al., 1988
Altenbuchner, 1988
Studier et al., 1990

Tabor und Richardson, 1985
Tabor und Richardson, 1985
Vieira und Messing, 1982

16



2 Material und Methoden

2.1 Material

Vektor Eigenschaften Herkunft

pUCAd2 ColE1 ori, bla, lacZa, lacp, E. coli RBS Peschke, U. (unveroffentlicht)

pUCBM21 ColE1 ori, bla, lacZa, lacp Vieira und Messing, 1982

pUWL201 ColE1 ori, bla, plJ101 ori, tsr, ermEp Wehmeier, U. F.

(unverdffentlicht)

pUWL201M ColE1 ori, bla, plJ101 ori, tsr, ermEp, Ndel ~ Weingarten, P./Wehmeier,
Schnittstelle durch Klenow-Behandlung U. F. (unveroffentlicht)
deletiert

puUWL218 ColE1 ori, bla, plJ101 ori, tsr, lacZa Wehmeier, 1995

pWKD13 ColE1 ori, bla, SCP2 ori, tsr, mel Retzlaff und Distler, 1995
(promotorlos), xylE (promotorlos)

pWKD213ll ColE1 ori, bla, plJ101 ori, tsr, mel Retzlaff und Distler, 1995

(promotorlos), xylE (promotorlos)

Tab. 2-3. Ubersicht der neu konstruierten rekombinanten Plasmide.

rekombinantes

Plasmid Eigenschaften Herkunft
pBlue-272 @ 0,27 kb Clal/Smal Fragment aus pTU661-98 in pBluescript Il SK+  diese Arbeit
pBlue-434 # 0,44 kb Pstl/Smal Fragment aus pUC-434[B in pBluescript Il SK+ diese Arbeit
pBlueSK+dUYdX * 2,1 kb Smal Fragment aus pTU661-98 in pBluescript || SK+ diese Arbeit
pDNW1 b 1,0 kb Nael/Sall Fragment aus pSZW755 in puC18 NeufRer, 1995
pDNW1K ab Kpnl Schnittstelle in pDNW1 durch Klenow-Behandlung deletiert diese Arbeit
pDNW2 b 1,0 kb EcoRI/Pstl Fragment aus pDNW1 in pUWL201 NeufRer, 1995
pDNW2EK * b 1,0 kb EcoRI/Pstl Fragment aus pDNW1K in puWL201 diese Arbeit
pDNW3 b 1,0 kb Kpnl/Sall Fragment aus pDNW1 in pBluescript Il SK+ NeufRer, 1995
pDNW13.1 # b 0,48 kb Ndel/BamHI Fragment aus pUC18-B1 in pT7-7 diese Arbeit
pDNW13.2 # b 0,95 kb Ndel/EcoRI Fragment aus pUC18-B2 in pT7-7 diese Arbeit
pDNW13.12 # b 1,43 kb Ndel/BamHI Fragment aus pUC18-B1B2 in pT7-7 diese Arbeit
pDNW14.1 # b 0,50 kb Hindlll/BamHI Fragment aus puCBM21-B1 in pUWL201 diese Arbeit
pDNW14.2 # b 0,97 kb Hindlll/BamHI Fragment aus puCBM21-B2 in pUWL201 diese Arbeit
pDNW14.12 # b 1,47 kb Hindlll/BamHI Fragment aus pUCBM21-B1B2 in pUWL201 diese Arbeit
pDNW15.1 # b 0,48 kb Ndel/BamHI Fragment aus pUC18-B1 in pET-16b diese Arbeit
pDNW15.2 # b 0,95 kb Ndel/BamHI Fragment aus pUC18-B2 in pET-16b diese Arbeit
pDNW16 * b 0,88 kb Ndel/BamHI PCR Fragment (Quelle: pDNW3) in pET-16b  diese Arbeit
pDNW25E * b 1,3 kb Smal/EcoRV Apramycin Fragment aus pEFBA in diese Arbeit
pBlueSK+dUYdX (Sphl/Klenow), Genorientierungen von aacC4
und ImbY gleich
pDNW25Z b 1,3 kb Smal/EcoRV Apramycin Fragment aus pEFBA in diese Arbeit

pBlueSK+dUYdX (Sphl/Klenow), Genorientierungen von aacC4

und ImbY entgegengesetzt
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2 Material und Methoden 2.1 Material
rekombinantes
Plasmid Eigenschaften Herkunft
pDNW26 1,3 kb Hindlll Fragment aus pUCDN16 in pUWL201 diese Arbeit
pDNW26RBSY * b 1.3kb Kpnl/BamHI Fragment aus pSPDN16 in pUWL201M diese Arbeit
pDNW27 * b 2,1 kb Hindlll/EcoRI Fragment aus pUC-YX in pUWL218 diese Arbeit
pDNW27J # b 2,1 kb HindllI/EcoRI (Klenow) Fragment aus pDNW27 in pJOE837 diese Arbeit
(Hindlll/EcoRV)
pDNW28 * b 2,95 kb Bglll/EcoRI Fragment aus pTU661-98 in pUwWL218 diese Arbeit
pDNW28J # b 2,95 kb Hindlll/EcoRI (Klenow) Fragment aus pDNW27 in pJOE837 diese Arbeit
(Hindlll/EcoRV)
pDNW31I1 % b 0,30 kb EcoRI/BamHI Fragment aus pUC-272 in pWwKD13ll diese Arbeit
pDNW32|1 % b 0,44 kb EcoRI/BamHI Fragment aus pBlue-434 in pWKD213l| diese Arbeit
pDNW33I1 % b 0,44 kb EcoRI/BamHI Fragment aus pUC-434 in pWKD13ll diese Arbeit
pEFBA " 1,46 kb Pstl/Spel aacC4 Fragment in pBluescript Il SK+ Fernandez, E.
pET16B1 b 0,48 kb PCR Fragment (Quelle: NRRL 2936) in pET-16b Neusser et al.,
1998
pET16B2 b 0,95 kb PCR Fragment (Quelle: NRRL 2936) in pET-16b Neusser et al.,
1998
pET16B1B2 b 0,58 kb Xbal/Spel ImbB1 Fragment aus pET16B1 in pET16B2 Neusser et al.,
(Xbal) 1998
pSPDN16 ° 0,98 kb Xbal/BamHI Fragment aus pDNW16 in pSPORT1 diese Arbeit
pSPDN16RBSY * 0,3 kb Kpnl/Ncol PCR Fragment (Quelle: pDNW2[K) in pSPDN16  diese Arbeit
pSZW755 b 1,6 kb Smal/Sall Fragment aus pTU661-98 in pUC18 Zhang, 1993
pT7AdEXAB12 3,4 kb Hindlll/Xbal Fragment aus pUCAJEXAB12 in pT7-6 Schmidt, 1994
pTU661-98 b 4,1 kb Sstl Fragment in puC18 Zhang, 1993
puC18-B1° 0,48 kb blunt PCR Fragment (Quelle: 78-11) in pUC18 (Smal) diese Arbeit
puC18-B2 * 0,95 kb blunt PCR Fragment (Quelle: 78-11) in pUC18 (Smal) diese Arbeit
puUC18-B1B2*® 1,43 kb blunt PCR Fragment (Quelle: 78-11) in pUC18 (Smal) diese Arbeit
puc-272° 0,29 kb Kpnl/BamHI Fragment aus pTU661-98 in pUC18 diese Arbeit
puC-434° 0,43 kb BamHI/Smal Fragment aus pTU661-98 in pUC18 diese Arbeit
puC-434B ° BamHI Schnittstelle in pUC-434 durch Klenow-Behandlung deletiert diese Arbeit
puC-YX ? 2,1 kb Xhol/EcoRI Fragment aus pTU661-98 in pUC18 (Sall/EcoRI) diese Arbeit
pUCAd2-ImbB1?* 0,6 kb Ncol/BamHI Fragment aus pET16B1 in pUCAd2 diese Arbeit
pUCAd2-ImbB2 % 1,3 kb Ncol/BamHI Fragment aus pET16B1 in pUCAd2 diese Arbeit
pUCBM21-B1* 0,49 kb Xbal/BamHI Fragment aus pDNW13.1 in puCBM21 diese Arbeit
pUCBM21-B2 # 0,96 kb Xbal/BamHI Fragment aus pDNW13.2 in puCBM21 diese Arbeit
pUCBM21-B1B2 % 1,45 kb Xbal/BamHI Fragment aus pDNW13.12 in pUCBM21 diese Arbeit
pUCDN16 1,3 kb Xbal/BamHI Fragment aus pDNW16 in puC18 diese Arbeit
pUWL201-ImbB1 # 0,6 kb Hindlll/BamHI Fragment aus pUCAd2-ImbB1 in pUWL201 diese Arbeit
pUWL201-ImbB2 # 1,3 kb Hindlll/BamHI Fragment aus pUCAd2-ImbB1 in pUWL201 diese Arbeit

& Klonierungsstrategie in Anhang 2. ® plasmidkarte in Anhang 3.
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2.1.3 Chemikalien, Enzyme und Kits

Wenn nicht anders vermerkt, wurde nur entmineralisiertes doppelt destilliertes Wasser
(dd H,0) verwendet. Die fir diese Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von

folgenden Firmen bezogen.

Chemikalien

AQarOSELE......ci e Roche Diagnostics, Mannheim

ANtibiotiKa........cccoeiieieeee e, Serva, Heidelberg; Roche Diagnostics, Mannheim;
Squibb and Sons, Princeton (U.S.A.); Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

Blockierungsreagenz, Pefabloc®SC, Chaps................ Roche Diagnostics, Mannheim

Chemikalien, p. a. QUalItat .........ccccevvrvrvrererieeenens Fluka, Buchs; Merck, Darmstadt; Roth, Karlsruhe;
Serva, Heidelberg; Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim

DC-Platen ..o Merck, Darmstadt

Propylprolin.........coooeieieneneeee e Shiau-Ta Chung, Pharmacia & Upjohn,
Kaamazoo (U.SA.)

ANTPS. ..o Roche Diagnostics, Mannheim

Hybond N*-Membran.............ccceeveverreeresecrsniseeneenns Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Medienbestandteile.........cccooeeveeeeriieeccie e, Gibco BRL, Eggenstein; Difco, Detroit (U.S.A.);
Merck, Darmstadt; Oxoid, Wesel; Roth, Karlsruhe

Ni-NTA-AQAIOSE. ....ccereeieriirieieriereete et seeiens Qiagen, Hilden

PVDF-Membran (Hybond P) .......cccccceveveiveecieeee Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Radiochemikalien, Rontgenfilme..........ccccceveevveeeee. Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Antibiotikatestplattchen (& 0,9 mm) .......cccceeeeeeneenen. Schleicher & Schiill, Dassel/Relliehausen

Enzyme
Alkalische Phosphatase (CIP),
einschliefdlich 10" PUffer.......ccccceveieieieceeecies Roche Diagnostics, Mannheim

DNA Polymerase | (Klenow Fragment) ..........c.cc....... Gibco BRL, Eggenstein

DNase | (RNESEfIal) ....ccvvereirireereree e Roche Diagnostics, Mannheim

LYSOZYM et Serva, Heidelberg

Restriktionsendonukleasen,

einschliefdlich 10" PUffer......cccccceveieie e, Gibco BRL, Eggenstein; Roche Diagnostics,

Mannheim; Biolabs, Schwalbach

RIDONUKIEASE A ... Sigma-Aldrich, Deisenhofen

T4-DNA Ligase, einschliefdlich 5 Puffer.................. Gibco BRL, Eggenstein
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Taq DNA-Polymerase,
einschliefflich 10" Puffer/Salze.........ccocvveniniennnne. Gibco BRL, Eggenstein
Vent DNA-Polymerase, einschliefdlich 10" Puffer.....Biolabs, Schwalbach

Kits
Chromogenic Western Blotting Kit.........ccoccevevreene. Roche Diagnostics, Mannheim
= S o oI ) S Genomed, Bad Oeynhausen
Protein Assay Kit.......cccooevieviciece e BioRad, Mlnchen
QIAprep Spin Miniprep Kit......ccceveieneneneneneeeee, Qiagen, Hilden
NUCIEOSPIN SYSLEM.....oeiiiiiiicieee e Macherey-Nagel, Dlren
QIAquick Gel Extraction Kit.........ccooeveeerenerenenieenn Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit.........ccecveneineniecnn Qiagen, Hilden
NucleoSpin EXtract 2in L......cccocoveevenneneneieneneenens Macherey-Nagel, Diren
rediprime Random Primer Labelling Kit.................... Amersham Buchler, Braunschweig
DIG-High Prime Kit ..o Roche Diagnostics, Mannheim
DIG Nucleic Acid Detection Kit ........cccceveeveecieinenne. Roche Diagnostics, Mannheim

T7-Sequenase 7-deaza-dGTP DNA sequencing Kit...Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Thermosequenase Cycle Sequencing Kit ................... Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

214 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tab. 2-4 aufgefihrt. Sie wurden
von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg), Gibco BRL (Eggenstein) und Interactiva (Ulm)
bezogen. Die unterstrichenen Basen kennzeichnen die eingefligten Erkennungssequenzen fir

Restriktionsendonukl easen.

Tab. 2-4. Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide. Die Erkennungsstellen von Restriktionsendo-
nukleasen sind in den Sequenzen unterstrichen und in Klammern hinter den Bezeichnungen vermerkt,
wenn nicht schon im Oligonukleotidnamen enthalten. Die Namen und die Sequenzen der Oligonukleo-
tide wurden durch die Schriftart »Cour i er « kenntlich gemacht.

Bezeichnung 5 - Sequenz- 3, Lange (nt) Anlagerungs-
temperatur

(Fehlpaarungen)

I mbY- Sphl -2 5' - GGCGAAGCATGCGCCACGGTGICGT- 3, 25 71,1 (1)
| mbY- Ndel - 2 5' - GGCGACATATGCGCCACGGTGICGT- 3' , 25 58,0 (3)
I mbY- Sal | 5' - ACATGTCGACCATCTCGAAC- 3', 20 51,7 (0)
| mbBla (Ndel) 5' - GGCATATGCCGI CAGTAAAGT CAATGC- 3' |, 27 60,0 (3)
| mbB1b (BamHI, Spel) 5' - GCGGATCCACTAGT GAACTCATCGGGGGCCGTC- 3', 33 60,0 (6)
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Bezeichnung 5 - Sequenz- 3, Lange (nt) Anlagerungs-
temperatur

(Fehlpaarungen)

| mbB2a (Ndel) 5' - GGCATATGAGT TCACT CGAGGCACGCCGCA- 3, 30 60,0 (3)
| mhB2b (Bglll) 5' - CCAGATCTCAACT CGCCGOCGCGGTGRE- 3', 28 60,0 (3)
| mbB1aN (Ndel) 5' - AGGGAGGCCCATATGCCGTCAGTAA- 3' , 25 51,6 (3)
| mbB1bN (BamHI) 5' - CGGTGOGGGGATCCTCGAGTGAACT- 3' , 25 55,9 (3)
| mbB2aN (Ndel) 5' - ACGGCCCCATATGAGTTCACTCGA- 3' , 24 49,3 (3)
| mbB2bN (-) 5' - GCCOGCGAGATGTCAACTCGCCGE- 3' , 24 54,2 (4)
| mbX- Ndel 5' - CCGGAGGACATATGATCGTGGTCCCGIT- 3, 28 58,1 (3)
| mbX-Bgl I | 5' - CTGACGCAAGGAGATCTCGGCGACTACA- 3, 28 56,6 (3)
| mbY-a 5' - ATGOGCCACGGTGTCGTG 3' , 18 60,9 (0)
| mbY-e 5' - TCATGCTTCCTCCGGTGCG 3, 19 61,5 (0)
aacC4- a 5' - ATGOCCTCGTGGTCAGGTCTG 3", 21 60,7 (0)
aacC4- e 5' - TCATGAGCTCAGCCAATCGACTG 3' , 23 61,1 (0)
RBSY- Kpnl 5' - GGTACCAGCCCGACCCGAGCA- 3' , 21 66,8 (0)
RBSY- Ncol 5' - GCCCATGGTTCGCCCGCTCTCCTC 3, 24 67,5 (1)

2.15 Nahrmedien

Wenn nicht gesondert angegeben, wurden alle Medien- und L6sungsbestandteile in destillier-
tem Wasser gelost.

Nahrmedien fur E. coli:

LB-Medium/-Agar (Miller, 1972) M9-Salzl 6sung
109/ Trypton 649 Na,HPO, - 7 H,0O
59/ Hefeextrakt 159 KH,PO,
59/l NaCl 259 NaCl
17 g/l Agar 5¢g NH,CI

ad 11, 15 min autoklavieren.
M9-Minimalmedium (Sambrook et al., 1989)

20 % 5 M9-Salzlosung Slant 50:50 (Wehmeier, 1991)
2% 1M Glucosel 6sung 59 Difco Bacto-Trypton
ad 1| mit sterilem dd H,0 auffiillen. 259 Difco Hefeextrakt

250 ml dd H,O
250 ml 87 % Glycerin (v/v)
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Slant-M edium (Wehmeier, 1991)

209 Difco Bacto-Trypton
10g Difco Hefeextrakt
10 ml 20 % Glycerin
ad1l.

SOB-M edium (Hanahan, 1983)

2% Difco Bacto-Trypton
10 mM NaCl
25 mM KCl

0,5% Hefeextrakt

® Forts. nichste Spalte

Nahrmedien fur Streptomyceten:

Chemisch definiertes Medium, CDM
(Witz et al., 1971)
30 g/ Glucose
1 mg/l ZnS0O, - H,O
1 mg/l FeSO, - 7 H,0
19/l MgS0, - 7 H,0
054/l NaCl
in 900 ml dd H,O |dsen, autoklavieren und in das
erkaltete Medium 100 ml CDM-L6sung (10°)

zufligen.

CDM-Lo6sung (107)

30 g/ Trinatriumcitrat
20 g/l NH;NO;
25 g/l K,HPO,

mit Schwefel sdure auf pH 7,0 einstellen und
sterilfiltrieren.

SMA-Agar (Distler et al., 1985)
20 g/l Sojamehl
20 g/l D-Mannit
20 g/l Agar

ad 11 Leitungswasser.

L 6sung autoklavieren und einstellen auf:
10 mM MgCl,
10 mM MgSO,

SOC-Medium (Hanahan, 1983)

SOB-Medium einstellen auf:

20 mM D-Glucose

2 TY-Medium (Miller, 1972)

16 g/l Trypton
10 g/l Hefeextrakt
59/l NaCl

SNA-Agar (Zhang, 1993)
0,8 % Nutrient-Broth
0,6 % Agar

SPMR-Agar (Babcock und Kendrick, 1988)
103 g Saccharose

10g MgCl,

5¢g D-Glucose

590 Difco Hefeextrakt

229 Difco Agar

20 ml 1M TES, pH 7,6 (mit 10 M NaOH)
2ml Spurenelementl 6sung

ad 11, autoklavieren und spéter zugeben:
2ml 5M CaCl,

TSB-Medium (Hopwood et al., 1985)
30 g/ Oxoid Tryptone Soja Broth powder
(LM 129)

TSB-Mg-Gly-Medium (Hopwood et al., 1985)
3049/ Oxoid Tryptone Soja Broth powder
(LM 129)
5mM MgCl,
0,5% Glycin
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2.1.6 Antibiotika

Von den Antibiotika wurden Stammlésungen erstellt, sterilfiltriert und wenn erforderlich die

Medien mit ihnen supplementiert. Soweit nicht gesondert angegeben, wurden die Antibiotika

in doppelt destilliertem Wasser aufgenommen.

Antibiotikum (Abk.) Stammlésung

Ampicillin, Na-Salz (Ap) 100°

Apramycin (Am) 1000" /500°
Chloramphenicol (Cm) 100
Hygromycin B (Hy) 1000
Lincomycin (Lm) 100
Thiostrepton (Ts) 1000, in DMSO
Tobramycin (Th) 1007

Kanamycin, Sulfat (Kn) 100

2.1.7 LOosungen

Blaumarker fir AGE (5")
(Sambrook et al., 1989)

100 mM EDTA, pH 8,0
0,25 % Bromphenol (dunkelblau)
0,25 % p-Xylenol (hellblau)

in 50 % Glycerin.

DEPC-behandeltes Wasser
0,15 % Diethylpyrocarbonat
vor dem Autoklavieren min. 1 d bei 37 °C

inkubieren.

dNTP-Stammldsung
1,25mM  dATP
1,25mM  dCTP
1,25mM  dGTP
1,25mM  dTTP
Lagerung bei 4 °C.

Endkonzentration im Medium
100 pg/ml
12,5 (SMA)/25 (SPMR) pg/ml
25 pg/ml
250 pg/mi
30 pg/ml
25 pg/ml
10 pg/ml
2,5 pg/ml

L-DOPA-Stammldsung
10 mM L-Dihydroxyphenylalanin

(1,973 mg/ml)

Fo-Stammlésung (507 )
1,25mM  Faktor Fy (0,454 mg/ml)
Lagerung bei -20 °C (dunkel).

F420-Stammlésung (507)
1,25mM  Faktor Fsx0 (0,951 mg/ml)
Lagerung bei -20 °C (dunkel).

Formaldehyd-RNA-Gel-L 6sungen
(Sambrook et al., 1989)
-10° MOPS-Laufpuffer
200mM  MOPS (4-Morphalinpropansulfonséure)
50 mM NaOAc
10 mM EDTA
in DEPC-H,0 ansetzen, mit 10 M NaOH auf

pH 7,0 einstellen und nicht autoklavieren.
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Forts. Formaldehyd-RNA-Gel-L dsungen:

-1" MOPS-Laufpuffer
10% 10" MOPS-Laufpuffer
0,22 M Formaldehyd
in DEPC-H,0 ansetzen, EtBr hinzuftigen.

- Auftragspuffer
50 pl Formamid
5ul 2 % Bromphenolblau
46 ul Glycerin

immer frisch ansetzen.

- Aufnahmepuffer
56 pl DEPC-H,O
100 Formamid
34 ul Formaldehyd
10 pl 10" MOPS-Laufpuffer

immer frisch ansetzen.

FSB-Puffer (Hanahan et al., 1983)
10 mM KOACc
100mM  KCl
45 mM MnCl,
10 mM CaCl, - 2H,0
3mM [Co(NH3)e] Cls
10% Glycerin (w/v)
mit HCl auf pH 6,4 einstellen.

Glucose-Stammldsung (1007)

1M D-Glucose

»High SDS«-Puffer (Roche Diagnostics)
7% SDS

50 % deionisiertes Formamid
5 SSC

2% Blockierungsreagenz

50 mM Natriumphosphat, pH 7,0
0,1% N-Lauroylsarcosin

IPTG-Stammlésung
100mM  Isopropyl-b-D-thiogal actopyranosid
sterilfiltrieren, Lagerung bei -20 °C.

| -DNA-Gro6l3enmar ker
40 g [ -DNA in 400 pl, mit EcoRI und
Hindlll geschnitten.
FragmentgroRen (bp): 21700, 5150, 5000, 4268,
3420, 1980, 1904, 1590, 1330, 940, 831, 560,
148.

L ysozym-Stammldsung
40 mg/ml  Lysozym
sterilfiltrieren, Lagerung bei -20 °C.

2-Mer captoethanol-Stammlésung (107)
50 mM 2-Mercaptoethanol
(0,39 g ad 100 ml)

P-Puffer (Hopwood et al., 1985)
103 g Saccharose
0,259 K2S0,
2,029 MgCl, - 6 H,0O
2,0ml Spurenelementl6sung

ad 800 ml, autoklavieren und steril zugeben:

Iml 0,5 % KH2PO4
10 ml 3,68 % CaCl, - 2 H,0O
10 ml 573%TES, pH 7,2

Phenol/CIA-L 6sung (Birnboim et al., 1979)
25VT Phenol
24NVT Chloroform
1VvVT | soamylalkohol

PHA-Stammldsung
585mM  Propylhygrinséure - HCI (10 g/l)
in 100 mM TES, pH 7,6.

PPL-Stammlésung
31,8mM  Propylprolin (5 g/l)
in20 mM TES, pH 7,6.
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Prahybridisierungsldsung fur DNA-DNA
Hybridisierungen (6 SSC)
333 ml 20" SSC-Lo6sung
0,5% SDS
1g Blockierungsreagenz
ad 11, auf 90 °C erhitzen, bis das
Blockierungsreagenz gel st ist.

Proteingel-L 6sungen fir Gele nach
Laemmli (1970):
- Acryl-/Bisacrylamid-L ésung
30,009 Acrylamid
0,80¢g Bisacrylamid
ad 100 ml, Lésung filtrieren.

- AufschluRBpuffer (Hofer Scientific)

1vT Ldsung A

1vVT Losung B

Losung A

120mM  Tris/HCI, pH 6,8
2% SDS

2% 2-Mercaptoethanol
20% Glycerin

Ldésung B

0,02 % Bromphenolblau

- Elektrophoresepuffer (10" ) (Laemmli, 1970)
30,339 Tris/HCI, pH 8,3
144,00g L-Glycin
1000g  SDS
ad11.

- Sammelgelpuffer (Laemmli, 1970)
96 ml 521 mM Tris/HCI, pH 6,8
4ml 10 % SDS

- SDS-Gel-Entféarbelésung (Sambrook et al., 1989)
25% M ethanol
10% Eisessig

Forts. Proteingel-L 6sungen fiir Gele nach Laemmli:

- SDS-Gel-Farbel6sung (Sambrook et al., 1989)
0,125%  Coomassie Blue-Stammlésung
50 % Methanol
10 % Eisessig

Coomeassie Blue-Stammlésung
2049 Coomassie Blue R250 (Serva Blue)
ad 200 ml, filtrieren.

- Trenngelpuffer (Laemmli, 1970)
96 mi 1,625 M Tris/HCI, pH 8,8
4ml 10 % SDS

Proteingel-L 6sungen fiir Gele nach Schagger
und von Jagow (1987):
- Acryl-/Bisacrylamid-L 6sung

48 % (w/v) Acrylamid

1,5 % (w/v) Bisacrylamid

L 6sung filtrieren.

- Anodenpuffer (1°)
02M Tris’/HCI, pH 8,9

- AufschluRBpuffer
4% SDS
12 % (w/v) Glycerin
50 mM Tris/HCI, pH 6,8
2% (viv) 2-Mercaptoethanol
0,01 % ServaBlue G

- Kathodenpuffer (1°)
0,1M Tris, pH 8,25
0,1M Tricine
01M SDS

- Fixierungsldsung
50 % M ethanol
10% Eisessig
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Forts. Proteingel-L 6sungen fur Gele nach
Schaegger und v. Jagow:

- Gelpuffer (37)
3M TrisHCI, pH 8,45
0,3M SDS

- SDS-Gel-Entférbelsung
10% Eisessig

- SDS-Gel-Farbeldsung
0,025%  ServaBlue G-Stammldsung
10% Eisessig

Proteingel-Marker (14 - 66 kDa)
10 W/Spur Dalton Mark VI1I-L
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
M; (kDa): a-Lactalbumin 14,2; Trypsin Inhibitor
20,1; Trypsinogen, PM SF-behandelt 24,0;
Carboanhydrase 29,0; Glyceraldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase 36,0; Ovalbumin 45,0;

Rinderserumalbumin 66,0.

Proteingel-Marker (29 - 205 kDa)
10 pl/Spur  SDS-6H High Molecular Weight
Standard Mixture (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
M, (kDa): Carboanhydrase 29,0; Glyceraldehyd-
3-phosphat Dehydrogenase 36,0; Ovalbumin
45,0; Rinderserumalbumin 66,0; Phosphorylase b
97,4; b-Galaktosidase 116,0; Myosin 205,0.

Proteingel-Marker (vorgeférbt)
10 ul/Gel  Prestained PAGE Marker (BioRad)
M, (kDa): 50; 45; 40; 35; 30; 23; 18; 9.

Proteingel-Marker (vorgefarbt)
10 W/Gel  Prestained PAGE Marker
(Gibco BRL)
M, (kDa): 200,0; 97,4; 68,0; 43,0; 29,0; 18,4,
14,3.

Reinigung von HistageL mbB1:
- Lysepuffer (LP)

300mM  NaCl

50 mM Tris/HCI, pH 8,0

- Waschpuffer 1 (WP1)

300mM  NaCl
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 % Glycerin

- Waschpuffer 2 (WP2)

300mM  NaCl
1M Tris’/HCI, pH 8,0
10 % Glycerin

- Elutionspuffer (EP)

300mM  NaCl
50 mM Tris’HCl, pH 8,0
10% Glycerin

200 mM Histidin

RNAse-Stammlésung (1007 )
20mg/ml RNAse
Lagerung bei -20 °C

SET-Puffer (Pospiech und Neumann, 1995)
75 mM NaCl
25 mM EDTA
20mM Tris’HCI, pH 7,5

Spurenelementlésung (Hopwood et al., 1985)
40 mg/l ZnCl,
200 mg/l  FeCls
10 mg/l CuCl,
10 mg/l MnCl,
10 mg/l Na,B4O; - 6 H,O
10 mg/l (NH,)M 070, - 2 H,0O
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SSC-L 6sung (20" ) (Sambrook et al., 1989)
3.0M NaCl
0,3M Natriumcitrat
pH 7,2 mit Citronenséure einstellen;
bei Arbeiten mit RNA Lésung mit DEPC
behandeln.

STET-Puffer (Holmes und Quigley, 1981)
8% Saccharose
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
50 mM EDTA

0,5% Triton® X-100 (Octylphenolpoly-

ethylenglycolether)

T-Puffer (Hopwood et al., 1985)

25 ml 10,3 % Saccharose
1,0ml 2,5% K,S0,

0,2ml Spurenelementl 6sung
75 ml dd H,O

autoklavieren und steril zugeben:
0,2ml 0,25 M CaCl,
0,5ml 1,0 M TrigMaleinsdure, pH 8,0

TAE-Puffer (50" ) (Sambrook et al., 1989)
24,2 % Tris, pH 8,3
17 % Eisessig
0,05mM EDTA

TE-Puffer (Sambrook et al., 1989)
10 mM Tris’HCI, pH 8,0
1mM EDTA, pH 8,0

TE/RNase-L dsung
20 pg/ml - RNasein TE-Puffer

TES-Puffer
20 pg/ml - RNasein TE-Puffer

Thiamin-Stammlésung (100")
20 mg/ml Thiamin - HCI

sterilfiltrieren.

- TBS-Puffer

L-Tyrosin-Stammlésung (gesattigt)

L-Tyrosin (Q max. Loslichkeit

bei 20 °C, 0,4 g/l)

»Western Blot«-L ésungen:
- Amidoschwar zldsung (Batteiger et al., 1982)

Amidoschwarz

in 90 % Methanol/10 % Essigsdure

- Blockierungspuffer

Rinderserumal bumin

in TBS-Puffer.

TrigHCl, pH 7,5
NaCl

- TBST-Puffer

Tris’/HCI, pH 7,5
NaCl

0,05 % (v/v) Tween® 20
0,2 % (v/v) Triton® X-100

- Western-Puffer

Tris, pH 8,3
L-Glycin
10 % SDS

X-Gal-Stammlésung

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoyl-
b-D-galactopyranosid)

Lagerung bei -20 °C (dunkel).

NaCl
TriHCl, pH 8,0

10 % (w/v) Saccharose
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2.1.8 Gerate

DNA-Sequenzer

Agarosegel-Kammern

Luftschittler

O,-Elektrode/M esszelle

PCR-Thermoblock
SDS-PAGE-Kammern

Speed-Vac
Ultraschall-Sonifier

UV-Leuchttisch
UV/VIS-Photometer

Videophotographiersystem

Wasserbader

Wasserbad -Schuittler

»Western Blot« Apparatur
Zentrifugen

A.L.F. DNA-Sequenzer und A.L.F. Express,

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Geltray U.V. transparent (220V - 50 Hz),

Renner GmbH, Dannstadt

TR-125 (200 rpm) / RC-106 (100 rpm),

Infors AG, Bottmingen, Schweiz;

GFL 3020, Burgwede!;

G24 Environmental Incubator Shaker,

New Brunswick Scientific, Edison, N.J., U.S.A.

Scientific Division, YSI Yellow Spring Instruments Co. Inc.,
Mod. 5301, Yellow Spring, Ohio, U.S.A.

Personal Cycler, Biometra, Géttingen

ServaBlueline, Serva, Heidelberg

Renner GmbH, Dannstadt

Vacuum Concentrator, Bachhofer, Reutlingen

Sonoplus UW60 / Spannungsguelle HD60,

Bandelin electronic, Berlin

UV-Transilluminator, UVP Inc., 302 nm

UVIKON 810, Kontron Instruments, Ecning bei Miinchen
UV/V1S-Spektrometer, Perkin Elmer, Uberlingen

Video Copy Processor, Mitsubishi

mit einer Videokamera der Firma Intas

Haake W13/D1, Karlsruhe;

Julabs 12B/PC, Seelbach

Gyrotory Water bath shaker G76, New Brunswick Scientific,
Edison, N.J., U.SA.

TRANS-BLOT SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad, Minchen
Sigma3K1 (12 und 50 ml);

Sigma 3K 10 (2, 12 und 50 ml);

Biofuge pico, Heraeus Instruments, Osterode (1,5 und 2 ml)
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2.1.9 Computerprogramme

DNA- sowie Proteinsequenzanalysen wurden mit dem Programm »DNA Strider™ 1.2, A
DNA And Sequence Analysis Program« (C. Marck, CEA, Frankreich) durchgefuhrt. Multiple
Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm »Clustal W 1.7« (Metrowerks Inc.) durch-
gefuhrt. Paarweise Sequenzvergleiche mit den Datenbanken EMBL und SWISSPROT, sowie
BLAST-Suchen wurden mit dem Programmpaket »FASTA 1.4x2« (Pearson und Lipman,
1988) erstellt. Hybridisierungstemperaturen von Oligonukleotiden wurden mit dem Programm
»Primer-Find V. 3.0, A PCR-Primer Analysis Program« (Frobel Labor-Geréte, Lindau)
berechnet. Zirkuldre Plasmide wurden mit »MacPlasmap v1.82 und v2.1a2, A Plasmid
Construction Program« (CGC Scientific Inc., St. Louis, U.S.A.) erstellt.

2.2 Methoden

221 Anzuchtbedingungen und Lagerung von Bakterienkulturen

2211 Anzucht und Lagerung von E. coli

E. coli Stdmme wurden in LB-, 2° TY- bzw. M9-Medium und auf LB-Agar bei 37 °C
inkubiert und zur Selektion auf rekombinante Plasmide immer unter entsprechendem
Selektionsdruck kultiviert. Dem LB-Agar wurde zur Selektion rekombinanter pUC18-,
pUCBM21-, pBluescript || SK+- und pUWL218-Derivate ca. 50 pg/ml X-Gal zugesetzt. Fir
Dauerkulturen wurden die Stéamme in Slant-Medium bei entsprechender Temperatur und
Selektion UN inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 5 min bei 2500 rpm abzentrifugiert,
im halben Volumen Slant 50:50-Medium resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

22.1.2 Anzucht und Lagerung von Streptomyces sp.

Die Anzucht von Streptomyceten erfolgte bei 28 - 30 °C in TSB- oder SPMR-Medium auf
einem Rotationsschiittler bei ca. 200 rpm oder auf SPMR- und SMA-Agar. Plasmidhaltige
Streptomyceten-Stamme wurden mit Ts, Hy oder Am selektioniert. Die Anzucht von

S lividans und S lincolnensis fir Protoplasten-Préparationen erfolgte in TSB-Mg-Gly-
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Medium. Die kurzfristige Lagerung fand bei 4-7°C auf den Agarplatten statt. Zur
Herstellung von Sporensuspensionen wurden die Stamme auf SMA-Agar bebrtet, bis sich
ein Sporenrasen gebildet hatte. Die Sporen wurden mit ca. 5 ml 30 % Glycerin von der Platte
geschwemmt. Die Suspension wurde anschlief3end durch sterile Waitte filtriert und bei -20 °C
gelagert (modifiziert nach Hopwood et al., 1985).

2213 Anzucht und Lagerung von Micrococcus luteus

Micrococcus luteus wurde fir die Verwendung in Plattendiffusionstests (s. Abschnitt 2.2.13)
in LB-Medium bzw. auf LB-Agar bel 37 °C inkubiert. Die Stammkultur wurde wie eine
E. coli-Kultur in Slant-Medium UN inkubiert und in Slant 50:50 bei -20 °C gelagert.

Fir die Genomanalyse der M. luteus-Mutanten wurden der Wildstamm und die finf zu
untersuchenden M. |uteus-Stémme Uber 2 d bei 30 °C inje 20 ml TSB- bzw. TSB Ts-Medium

angezogen.

222 Isolierung von Nukleins&uren

2221 Praparation von Plasmid-DNA

Die Kochpréparation nach Holmes und Quigley (1981) wurde mit E. coli DH5a, JM 110 und
ET12567 Zellen durchgefiihrt. Die Zellen einer 1,5ml UNK des zu préparierenden Klons
wurden in 250-300 STET-Puffer mit 1 mg/ml Lysozym suspendiert. Nach 5min
Inkubation bel RT wurde die Suspension 45 sec in kochendes Wasser gestellt. Nach 10 min
Zentrifugation (15000 rpm) wurde das Sediment mit einem Zahnstocher entfernt und der
Uberstand mit 300 ul 100 % Isopropanol vermischt. Es wurde erneut zentrifugiert (5 min,
15000 rpm), das Sediment mit 1 ml 70 % Ethanol (4 °C) gewaschen und 5 min zentrifugiert.
Der US wurde verworfen und die DNA 3 -4 min in der Speed-Vac getrocknet. Die gefallte
DNA wurdein 40 - 60 pl TE/RNase oder dd H,0 aufgenommen.

Fir Sequenzierreaktionen oder fUr praparative Restriktionen wurde die Plasmid-DNA mit
dem »QIAprep Spin Miniprep Kit« isoliert. Anders als im Standardprotokoll vorgesehen,
wurde die DNA abschlief3end fur die Sequenzierung in 100 pl dd H,O oder fur Restriktionen
in 100 pl EB-Puffer (Bestandteil des Kits) aufgenommen.
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2222 Isolierung von chromosomaler DNA

Genomische DNA aus Streptomyces sp. und Micrococcus luteus wurde entsprechend der von
Pospiech und Neumann (1995) beschriebenen Methode isoliert. Bei Streptomyceten wurde
die zehnfache Menge an Lysozym eingesetzt und M. luteus wurde wie unter Abschnitt 2.2.1.3

beschrieben angezogen.

2223 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA aus Streptomyceten wurde nach einer modifizierten Methode von
Chomczynski und Sacchi (1987) prépariert. Die Streptomycetenanzuchten wurden mit Eis
(-20 oder -80 °C) grundlich vermengt, in ein vorgekuhltes (4 °C) Sorvall-Gefal3 abgegossen
und bei 4°C und 8000 rpm 10 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Sediment mit eiskaltem Wasser gewaschen und wieder (s.0.) abzentrifugiert. Die Zellen
wurden in flussigem Stickstoff schockgefroren und entweder bei -80 °C gelagert oder gleich
der RNA-Préparation zugefthrt. Dazu wurde ca. 400 mg gefrorene Zellmasse unter flissigem
Stickstoff zermdrsert und in einem SS34-Rohrchen in 4 ml Lésung D aus dem Protokoll von
Chomczynski und Sacchi aufgenommen. Es wurde nach deren Protokoll (alles mit Mengen-
faktor 4) weiterverfahren bis nach der ersten Fallung der RNA. Diese wurdein 1,2 ml Lésung
D aufgenommen, auf zwei 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefélde verteilt und erneut mit 1
Volumen Isopropropanol gefdllt. Das Prézipitat wurde mit 75 % Ethanol gewaschen und in
250 - 500 pl DEPC-H,0 gel6st.

2.2.3 In vitro Manipulation von DNA

Restriktionsendonukleasen, alkalische Phosphatasen, Klenow-Fragment der DNA Polyme-
rasel und T4-DNA Ligasen wurden geméld den Empfehlungen der jeweiligen Hersteller
eingesetzt.

Zur Inaktivierung der eingesetzten Enzyme wurden zwei Methoden verwendet: (1) Der
Ansatz wurde mit Hitze behandelt (10 - 20 min, 65 - 70 °C). (2) Die DNA wurde einer
praparativen Agarosegel el ektrophorese unterworfen und anschlief3end aus dem Gel eluiert.
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224 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsduren

Zur quantitativen und qualitativen Analyse von DNA-Prdparationen bzw. Restriktionsan-
sdtzen wurde ein 0,8 %iges Agarosegel in 1° TAE-Puffer mit 0,5 ug/ml EtBr verwendet
(Sambrook et al., 1989). Als GroRenmarker diente die »100 bp ladder« (Gibco BRL,
Eggenstein) oder EcoRI/HindIl1-hydrolysierte | -DNA. Die Elektrophorese wurde 30 - 60 min
bei 80 - 120 V durchgefihrt.

Die Trennung von RNA in 1,6 %igen Agarosegelen folgte der bel Sambrook et al. (1989)
beschriebenen Methode mit Formaldehyd (Endkonzentration: 0,22 M) als denaturierendem
Agensin 1” MOPS-Laufpuffer. Als Langenstandard diente die »RNA ladder« (Gibco BRL,
Eggenstein).

2.2.5 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen erfolgte mittels verschiedener Kits. Fragmente,
deren Grofe kleiner as 100 bp waren, wurden mit dem »Jet-Sorb Kit« eluiert. Grofere
Fragmente konnten mit dem »QIAquick Gel Extraction Kit« oder dem »NucleoSpin Extract 2

in 1« isoliert werden.

2.2.6 Radioaktive und nicht-radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mit dem »rediprime Random Primer Labelling Kit« und 50 pCi
a-[**P|dCTP (3000 Ci/mmol) nach den Angaben des Herstellers radioaktiv markiert.

Durch den Einbau von DIG-11-dUTP wurden DNA-Fragmente nicht-radioaktiv markiert.
Dies erfolgte nach dem Prinzip der »random primed« DNA Markierung (Feinberg und
Vogelstein, 1983) mittels des »DIG-High Prime Kits« (nach beiliegendem Protokoll).

2.2.7 Hybridisierung an immobilisierte Nukleinsduren und Detektion

Zur Ubertragung gelelektrophoretisch getrennter restringierter DNA oder RNA auf positiv
geladene Nylonmembran (Hybond N*) wurde das Transfersystem nach Chomczynski (1992)
mit 0,4 N NaOH (DNA) oder 20° SSC (RNA) als Transferpuffer gewahit.
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Bei DNA-DNA Hybridisierungen (»Southern Blot«) mit radioaktiv markierten Sonden
wurden die Membranen 1 - 2h in Préhybridiserungslosung bei 65°C vorinkubiert.
Anschliefiend wurde die markierte und denaturierte Sonde zugegeben. Dabei betrug die
gewdhlte Hybridisierungstemperatur 65 °C, da homologe DNA-Fragmente as Sonden
eingesetzt wurden. Nicht gebundene Sonde wurde nach mindestens 12 h durch Waschen mit
6" SSC, 0,5% SDS entfernt. Wenn nétig wurde die Stringenz der Waschschritte durch
Erniedrigung der SSC Konzentration und/oder durch Steigerung der Inkubationstemperatur
erhoht.

Bel DNA-RNA Hybridisierungen (»Northern Blot«) wurde der »High SDS«-Puffer
verwendet. Dabel betrug die Hybridisierungstemperatur 50 °C. Nicht gebundene Sonde wurde
durch Waschen mit 5" SSC, 0,1 % SDSund 2° SSC, 0,1 % SDS entfernt.

Die Detektion der Radioaktivitdt erfolgte mit »HyperFilm M P« Roéntgenfilmen bel -80 °C
(DNA) oder mit »HyperFilm b-max« Rontgenfilmen unter Verwendung von Verstarkerfolien
bei RT (RNA).

Bel Verwendung nicht-radioaktiv markierter Sonden erfolgte (a) die Hybridisierung der
DIG-11-dUTP-markierten DNA, (b) der immunologische Nachweis der hybridisierten DNA
und (c) die Dephosphorylierung des BCIP durch die alkalische Phosphatase und die dadurch
induzierte Redoxreaktion der NBT/BCIP L6sung (Nitroblau-Tetrazoliumchlorid/5-Brom-4-
chlor-3-indolylphosphat (Toluidinsalz)) mit dem »DIG Nucleic Acid Detection Kit« nach
Angaben des Herstellers.

2.2.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung doppelstrangiger Plasmid-DNA wurde nach dem von Sanger et al. (1977)
beschriebenen Didesoxynukleotid-K ettenabbruchverfahren durchgefiihrt. Die Sequenzierung
mit Fluorescein- oder CY5-markierten Primern erfolgte mit dem »Thermosequenase Cycle-
Sequencing Kit«. Die aus der Sequenzierreaktion resultierenden Fragmente wurden in einem
6 M Harnstoff/6 % »Hydrolink Long Ranger«-Gel (Biozym, Hessisch Oldendorf) getrennt
und mittels eines »A.L.F. DNA-Sequencer« bzw. »A.L.F. Express« detektiert. Die
Umsetzung der gemessenen Fluoreszenzspitzen zu einer DNA-Sequenz erfolgte durch das

Computerprogramm A.L.F. Manager 2.5 oder A.L.F. Win 2.1.
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2.2.9 Amplifikation von DNA mit Hilfe der PCR-Technik

Die Amplifikation eines DNA-Abschnittes mit Hilfe der PCR-Technik (Polymerase Chain
Reaction; Saiki et al., 1985) wurde in Thermoblocken mit einer Heizrate von 1 °C/sec
durchgefihrt. Ein Standardansatz von 100 pl enthielt folgende Komponenten:

16 yl dNTP-Stammlésung, 10 yl 10° Polymerasepuffer, 10yl DMSO, 2,5 U (0,5 ) Tag-
Polymerase, 1yl Template-DNA (10 - 100 ng), 1l je Oligonukleotid (Primer, ODggp =
1,00/200 i 0100 pmol), auf 100 i mit dd H,O auffillen, dartber 50 Wl Mineraldl. Die
Inkubation in einem Thermoblock erfolgte mit dem folgenden Programm:

Denaturierung 95°C 1 min
Anlagerung 49-72°C 1 min
Verlangerung 72°C 1 min/kbp

Die Amplifizierung erfolgte in 30 Reaktionszyklen. Vor Beginn der Zyklen wurde die GC-
reiche Streptomyceten-DNA 5 min bei 98 °C denaturiert. Die Zugabe der Polymerase erfolgte
nach einem »Hot-Start« wahrend des ersten 95 °C-Schrittes. Um die Verlangerung aller
Fragmente zu gewahrleisten, wurde nach Abschlul® der Zyklen noch einmal 5 min bei 72 °C
inkubiert. Nach Beendigung wurden 5l des Ansatzes auf ein Agarosegel zur Analyse
aufgetragen. Die Beschreibungen der verwendeten Oligonukleotide kénnen dem Abschnitt
2.1.4 entnommen werden. Das gewinschte Produkt von mehreren paralel entstandenen
Amplifikaten wurde Uber ein Agarosegel von den anderen Banden getrennt. Enthielt der
Ansatz nur ein Produkt wurde es mit dem »QIAquick PCR Purification Kit« isoliert.

2.2.10 Herstellung kompetenter E. coli Zellen und Streptomyceten-Protoplasten

Kompetente E. coli-Zellen wurden nach dem Protokoll von Hanahan (1983) hergestellt. Die
Zellsuspension wurde zu je 150 pl Aliquots erst 4 - 6 h bei -20 °C, fur die restliche Zeit bei
-80 °C gelagert.

Die Protoplastierung von Streptomyceten erfolgte nach der Vorschrift von Babcock und
Kendrick (1988) in TSB-Mg-Gly-Medium. Die in P-Puffer suspendierten Protoplasten
wurden in 50 pl-Aliquots erst bei -20 °C, dann bei -80 °C eingefroren.
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2.2.11 Transformation von E. coli und Streptomyceten

Die Transformation kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach der Methode von Hanahan
(1983). Fur Slividans und S lincolnensis kam die PEG-induzierte Protoplasten-
Transformation nach Hopwood et al. (1985) zur Anwendung. Zur Erreichung hoher
Transformationsraten wurden die Protoplasten mit unmethylierter Plasmid-DNA (aus E. coli
JM 110 oder ET12567) nach dem Protokoll von Oh und Chater (1997) transformiert.

2.2.12 Mutation von S. lincolnensis NRRL 2936

Fir die gezielte Mutation eines Gens wurden Protoplasten von S lincolnensis NRRL 2936
mit den entsprechenden rekombinanten Plasmiden nach dem Protokoll von Oh und Chater
(1997) transformiert, auf SPMR-Agar ausgestrichen und mit 25 pg/ml Am auf maogliche
Rekombinanten selektioniert. Die entstandenen Transformanten wurde noch zweima auf
SMA-Platten mit 10 pg/ml Am Uberimpft, bevor sie zur Analyse durch Hemmhoftests, PCR
und »Southern Blot« eingesetzt wurden.

2.2.13 Plattendiffusionstests zur Bestimmung der Antibiotikaproduktion

Um Lm-produzierende Bakterienstdmme und die in dieser Arbeit erzeugten Mutanten auf die
Produktion von Lm zu untersuchen, wurden sie auf SPMR-Platten ausgestrichen und 3 - 4d
bei 28 - 30 °C inkubiert, bis eine deutliche Sporenentwicklung zu erkennen war. Von diesen
Platten wurden aus dem Bakterienrasen Agarscheiben von 9 - 10 mm Durchmesser und 5 -
6 mm Hohe ausgestanzt. 150 ml SNA-Agar wurden in eine Nunc-Schale gefillt und die
Agarscheiben auf den erkalteten Agar gelegt. 50 ml eines auf ca. 40 °C erkalteten SNA-Agars
wurden mit 1,25 ml einer UNK M. luteus angeimpft und Uber den bereits erharteten SNA-
Agar in der Nunc-Schale geschichtet. Fur die quantitative Bestimmung der Antibiotikakon-
zentration einer Fllssigkultur wurden auf die erkaltete zweite Schicht Antibiotikatestpl &ttchen
(2 0,9 mm) gelegt, die mit 100 pl Kulturiberstand bzw. mit Lm-Ldsung (Lm-Eichreihe von
10 - 180 pg/ml) getrénkt waren. Die Platte wurde 2 - 4 h auf 4 °C gestellt und anschlief3end
Uber 2d bei 28 °C oder UN bei 37 °C inkubiert. Die GroRe der entstandenen Hemmhofe
waren ein Hinwels, ob und wieviel Lm von dem entsprechenden Organismus produziert

wurde.
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2.2.14 Komplementationen

2.2.14.1 Genetische Komplementation

Die Regeneration der defekten Lm-Produktion der erzeugten Insertionsmutanten erfolgte
durch Transformation mit den entsprechend konstruierten Komplementationsplasmiden. Die
erhaltenen Transformanten wurden auf SPMR Hy bzw. Ts und SPMR Am Hy bzw. Am Ts
angezogen und dreimal erneut Einzelkolonien auf frische Platten mit dem jeweiligen
Selektionsdruck ausgestrichen, bevor die komplementierte Mutante als »genetisch stabil«

bezeichnet wurde.

2.2.14.2  Substratkomplementation

Herstellung von Propylhygrinsdurehydrochlorid (PHA - HCI)

PHA - HCl wurde durch alkalische Hydrolyse von 2 g Lm in 8,3 % Natriumhydroxidl6sung
und anschlieflender Trennung von MTL durch einen stark basischen Anionentauscher (Fluka
Amberlite IRA-400, 20 - 50 mesh) isoliert. Die Prozedur wurde nach der Vorschrift von
Brahme et al. (1984a) durchgefihrt.

Substratkomplementationen kombiniert mit Plattendiffusionstests

Um die in dieser Arbeit erzeugten Mutanten auf die Produktion von Lm zu untersuchen,
wurden sie auf SPMR-Platten ausgestrichen und 3 - 4d bei 28 - 30 °C inkubiert, bis eine
deutliche Sporenentwicklung zu erkennen war. Von diesen Platten wurden aus dem
Bakterienrasen Agarscheiben von 9 - 10 mm Durchmesser und 5 - 6 mm Hohe ausgestanzt
und auf eine neue sterile Petrischale gelegt. Dann wurden mit sterilen Zahnstochern Locher
mit einem Durchmesser und einer Tiefe von ca. 2 - 3mm in die Mitte der Agarscheiben
gegraben. In diese Locher wurden 20 Wl PPL-Lésung, 10 Wl PHA-LGsung oder als Null-
kontrolle 20yl 0,1 M TES (pH 7,6) pipettiert. Die Petrischale wurde in einen Exsikkator
gestellt, dessen unterer Teil mit Wasser befillt war, damit die Agarscheiben keine Flissigkeit
verloren. Nach 24 h Inkubation bei 28 - 30°C wurde ein mit einer UNK M. luteus
angeimpfter SNA-Agar um die Agarscheiben gegossen. Nach dem Erhérten des Agars wurde
die Platte 2 - 4 h auf 4 °C gestellt und anschlieend liber 2 d bei 28 °C oder UN bei 37 °C
inkubiert. Die entstandenen Hemmhdfe waren ein Hinweis, ob wieder Lm von den Mutanten

produziert wurde.
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2.2.15 Erzeugung eines Ts-resistenten M. luteus-Stammes

Eine Impfose M. luteus DSM 348 von einer LB-Platte wurde in 100 pl P-Puffer suspendiert
und 30min bel 37 °C inkubiert. Anschlief?end wurden die Zellen 7min bei 3000 rpm
abzentrifugiert und der klare US abgenommen. Die Zellen wurden in 50 - 100 ul P-Puffer
resuspendiert. 10yl pUWL218-DNA (Préparation aus E.coli ET12567) und 200
PEG1000/T-Puffer (1 g/1 ml) wurden zupipettiert und nach 1 min 1 ml P-Puffer zugegeben.
Der Ansatz wurde auf einer LB Ts Gradientenplatte (0 - 15 pg/ml Ts) ausplattiert und UN bei
37 °C bebrlitet.

2.2.16 Heterologe Genexpression in E. coli und S. lividans

Das Genprodukt wurde mit Hilfe eines T7-RNA-Polymerase/Promotor-Systems in E. coli
produziert (Tabor und Richardson, 1985). Dazu wurde hinter den F 10-Promotor in dem
entsprechenden Vektor das zu exprimierende Gen in die MCS kloniert. Die entstandenen
rekombinanten Plasmide wurden durch Transformation in die E. coli-Stémme BL21 (DE3)
pLysS oder IM109 (DE3) eingebracht. Die Transformanten wurden UN in LB Ap bei 37 °C
angezogen. Eine Expressionskultur (LB Ap oder MOMM Ap Glc 10 % LB) wurde mit der
UNK auf eine ODsgs = 0,05 angeimpft und bei 28 - 35 °C angezogen. Bei einer ODsgs = 0,60
wurde die T7-RNA-Polymerase durch Zugabe von 0,4 mM |IPTG induziert und die Kultur bei
28 °C weiter geschiittelt. 120 min nach der Induktion wurden die Zellen sedimentiert (10 min,
10°C, 7500 rpm, GSA-Rotor) und in Zelpuffer aufgenommen (0,259 Nal3zellen/ml).
Um ein heterologes Protein in S lividans zu produzieren, wurde das entsprechende Gen mit
Hilfe des konstitutiven ermE-Promotors exprimiert. Dazu wurden die S lividans-Stdmme, die
pUWL 201 (als Negativkontrolle) und die pUWL201-Derivate trugen, 3d bei 28 °C in TSB-
Medium unter Schitteln inkubiert. Das Myzel wurde bei gleicher Zelldichte durch
Zentrifugation vom Medium getrennt und zweimal mit Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 8§;
50 mM NaCl) gewaschen. Die E. coli-Zellen (in Zdlpuffer) und S lividans-Zellen wurden

aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Weiterverwendung bei -80 °C

gelagert.
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2.2.17 Herstellung zellfreier E. coli und S. lividans -Extrakte

Die gefrorenen Zellen wurden auf Eis aufgetaut und in Volumina bis 5 ml mittels Ultraschall
aufgeschlossen (5 mm Mikrospitze; Power: 70 %, Cycle 60 %; 5 - 10 Intervale a 15 sec).
Wahrend und nach der Beschallung wurde der Extrakt von auf3en mit einer Eis-NaCl-Ethanol-
Katemischung gekihlt. Der erhaltene Extrakt wurde a 2ml aliquotiert und zentrifugiert
(30 min, 4 °C, 13500 rpm). Der Uberstand (Rohextrakt, zellfreier Extrakt) wurde entweder
sofort weiter verwendet oder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.18 Quantitative Proteinbestimmung

Zur quantitativen Proteinbestimmung wurde die Methode nach Bradford (1976) benutzt. Als
Referenz fur eine Eichgerade diente eine Stammldsung BSA (Rinderserumalbumin, 1 mg/ml).
Die photometrische Bestimmung der Proteinkonzentrationen unter Verwendung des

Bradford-Reagenzes (BioRad, M iinchen) wurde nach Angaben des Herstellers durchgeftihrt.

2.2.19 Reinigung von His-tageLmbY und His-tageLmbB1

Die Reinigung von His-tageProteinen wurde mittels selbst gepackter Ni-NTA-Agarose-Saulen
(Ni**-geladene Sepharose CL-6B in 6 % Agarose, 50 % Suspension/30 % EtOH) durchge-
fuhrt. FOr die Anreicherung von His-tageLmbY wurde nach der Vorschrift des Herstellers
(Qiagen, 1997) verfahren (Protocol 11. Batch purification under native conditions).

Dieses Standardprotokoll konnte aufgrund grof3er Aktivitétsverluste fir die Reinigung des
His-tageLmbB1 nicht eingehaten werden. Im folgenden wird die von der Vorschrift des
Herstellers der Ni-NTA-Agarose stark abgeénderte Prozedur beschrieben. Alle verwendeten
Losungen (Ni-NTA-Agarose, Lysepuffer (LP), Waschbuffer 1 (WP1), Waschpuffer 2 (WP2),
Elutionspuffer (EP)) wurden auf Eis gekihlt. Eine Saule mit einem Gesamtvolumen von ca.
10 ml wurde mit 2 - 4 ml Ni-NTA-Agarose (50 % Suspension) beschickt und mit LP bei einer
Fluf¥rate von 0,5 ml/min &aquilibriert. Dann wurde die Sule mit Rohextrakt beschickt und der
Durchbruch insgesamt dreima wieder auf die S&ule gegeben. Die Saule wurde mit LP
gewaschen und anschlief3end an eine FPL C angeschlossen, an der folgende Programmschritte

durchlaufen wurden:
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Schritt Dauer (ml)  FluRrate (ml/min) angelegte Pufferldsung

1 15 0,4 WP1

2 10 04 Gradient von 0/100 % WP2/WP1 bis 80/20 % WP2/WP1
3 10 04 80/20 % WP2/WP1

4 04 Gradient von 80/20 % WP2/WP1 bis 0/100 % WP2/WP1
5 4 0,5 WP1

Zur Elution des His-tageLmbB1-Proteins von der Sdule wurde bel einer Fluf¥ate von
0,5ml/min in drei Schritten erst mit 50/50 % EP/WP1, dann mit 75/25% EP/WP1 und
abschliefzend mit 100 % EP gewaschen.

2.2.20 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) in einem Gelsystem nach der Methode von Laemmli et al. (1970) oder Schagger und
von Jagow (1987) mit einem 4 - 5 %igem Sammelgel und einem Trenngel, dessen Acrylamid/
Bisacrylamid-Konzentration je nach Anwendung zwischen 8 und 16,5 % betrug. Die aus-
schliefdlich analytischen Gelelektrophoresen wurden in einer »ServaBlueline«-Gelkammer
durchgefuihrt. Vor dem Auftragen wurden die Proben zusammen mit dem Proteingel-Marker
5min in einem kochenden Wasserbad denaturiert. Wahrend des Laufs wurde eine konstante
Spannung von 100 - 140 V angelegt. Im Anschlul? an die Gelelektrophorese wurden die Gele
mit Coomassie Blue R250 (Merril, 1990; Schagger und Jagow, 1987) gefarbt. Als
Molmassenstandards wurden der »Daton Mark VII-L«-, der »SDS-6H«- oder vorgefarbte
Mol ekulargewichtsmarker verwendet.

Zweidimensionale Gelelektrophoresen (2D-PAGE) wurden nach der Vorschrift von Gorg
(1997) und M. Haase (BUGH Wuppertal, personliche Mitteilung) durchgefthrt.

2.2.21 Immobilisierung von Proteinen auf PVDF-Membranen (»Western Blot«)

Die PVDF-Membran (»Hybond P«) wurde 30 sec in Methanol getaucht und anschlief3end
mindestens 10 min in Western-Puffer aquilibriert. Das analytische PAA-Gel wurde ebenfalls
fUr 1 - 2 min dazugegeben. Die Proteine wurden nach Aufbau des Blots mittels der »TRANS-
BLOT SD Semi-Dry Transfer Cell« auf die PVDF-Membran Ubertragen. Der Transfer
erfolgte 15min bel einer konstanten Stromstdrke von 125mA in Western-Puffer. Die
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erfolgreiche Ubertragung der Proteine auf die Membran wurde durch reversible
Amidoschwarz-Farbung (0,2% Amidoschwarz in 1% Essigsdure) mit anschlief3ender
Hintergrundentférbung durch H,O Uberprift. Durch mehrmaliges Waschen der Membran mit
TBS-Puffer und Inkubation UN in Blockierungspuffer wurde die Farbung nahezu vollstandig

ruckgangig gemacht.

2.2.22 Immunologischer Nachweis immobilisierter Proteine

Zum Nachweis immobilisierter Proteine (vgl. Abschnitt 2.2.21) wurde die Membran UN in
Blockierungspuffer geschwenkt und anschlief®end fir 1 h mit Anti-Penta-His Antikorper-
I6sung inkubiert (Verdiunnungsfaktor 1:2000 in Blockierungspuffer). Danach wurde die
Membran zweimal mit TBST-Puffer und einma mit TBS-Puffer fur jewells 10 min
gewaschen. Anschlief3end erfolgte die Inkubation fir 1 h mit dem sekundéaren Antikérper
(Anti-Maus-1gG/alkalische Phosphatase-Konjugat; Qiagen, Hilden), der 1:2000 in
Blockierungspuffer verdinnt war. Ungebundener sekundérer Antikorper wurde durch
dreimaliges Waschen fir je 10min mit TBST entfernt. Nach Zugabe der verdinnten
NBT/BCIP-L6sung (Roche Diagnostics, Mannheim; Verdunnungsfaktor 1:75 in (0,1 M
TrigHCI, pH 9,5; 0,1 M NaCl)) as Substrat fur die alkalische Phosphatase erfolgte der
indirekte Nachweis des Erstantikorpers gegen His-tageProteine durch die violette Farbung der
entsprechenden Banden. Alle Wasch- und Inkubationsschritte fanden bei RT statt.

2.2.23 Enzymtestsystem fir LmbB1 und Berechnung des Ky-Wertes

Die LmbB1-Aktivité konnte in einem Testsystem bestimmt werden, dessen Komponenten

wie folgt angegeben sind:

50mM  Tris/HCI, pH 8,0
150, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 bzw. 2000 pM

L-DOPA fir die Aktivitatsmessung des gereinigten Enzyms (E£3), bzw.
= 500 uM L-DOPA fir die Aktivitdtsmessung desRE, FT1, FT2, FT3, FT4
= 4,97 ug RE; 24,30 ug FT1; 19,05 ug FT2; 0,68 ug FT3; 0,20 ug FT4 bzw. 86 ng £3
ad 1000 pl mit dd H,O
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Die Umsetzung von L-DOPA wurde bel | = 413nm, dem Absorptionsmaximum des
entstehenden gelben Metaboliten, verfolgt. Die Temperatur in der Mef3zelle betrug konstant
28 - 30 °C. Tris und Wasser wurden vorgelegt und 3 - 4 min bis zur Temperaturkonstanz
gewartet. L-DOPA und Proteinextrakte wurden zum Schluf3 direkt hintereinander zupipettiert.
Die Melidauer fur den linearen Teil des Extinktions-Zeit-Diagrammes betrug 40 - 120 sec und
wurde bei einer Extinktionanderung von ca. 0,5 gestoppt. Jeder Mef3wert einer bestimmten
L-DOPA-Konzentration bzw. eines eingesetzten Extraktes wurde durch eine Funffachmes-
sung statistisch abgesichert. Die aus den funf Messungen gemittelten Extinktionséanderungen
pro Zeiteinheit (Anfangsgeschwindigkeiten vp) wurden in einem Michaelis-Menten-Dia-
gramm gegen die Substratkonzentrationen (cs) aufgetragen. Mit Hilfe der doppeltreziproken
Lineweaver-Burk-Darstellung, mit Voo as Ordinate und cs® als Abszisse, konnten die
Maximalgeschwindigkeit Vimac (y-Achsenabschnitt = Vs ) und die Michaelis-Konstante Ky,
(x-Achsenabschnitt = Ky™) berechnet werden. Der molare Extinktionskoeffizient des gelb
gefarbten Metaboliten betrug e = 48000 + 2000 | -mol™-cm™ bei | ma = 413 nm (S.
Kaschabeck, personliche Mitteillung). Zur Berechnung der spezifischen Aktivitdten wurden
die Extinktionsdnderungen der linearen Bereiche der Substratumsdtze in folgende Formel
eingesetzt:

DE %V,

ezifische Aktivitat (katxmg™) =
¥ ( 9 Dexd XV, Xy

DE = Extinktionsdnderung bei 413 nm V=1 ml; Volumen des Gesamtansatzes (ml)
t = Zeit (sec) e=48-10°ml - mol™ - cm™; molarer Extinktionskoeffizient (ml - mol™ - cm™)
d = 1 cm; Schichtdicke der Kivette (cm) V, = Volumen der eingesetzten Proteinmenge (ml)

Ceror = Proteinkonzentration des eingesetzten zellfreien Extraktes (mg - ml™)

2.2.24 Sauerstoffverbrauchsmessung der LmbB1-Aktivitat

Der Sauerstoffverbrauch der Umsetzung von L-DOPA zu einer gelben Substanz durch LmbB1
wurde mit Hilfe einer O,-Elektrode gemessen. Nach Eichung der Reaktionszellen wurden
1,5ml 100mM TrigHCI, pH 8,0, 100 Wl RE E.coli JM109 (DE3)/pET16B1 (4,972 mg
Protein/ml), 50 pl L-DOPA-Stammldsung und dd H,O ad 3ml in eine Reaktionskammer
pipettiert und der Sauerstoffverbrauch (in %) gemessen. Bei jeder Reaktion wurde die
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Anderung der Extinktion in der Lésung zu Beginn und nach 5 min bei einer Wellenlange von
413 nm verfolgt. Es wurden ebenfalls Kontrollreaktionen durchgefiihrt, indem anstatt des o.g.
RE (a) kein RE, (b) gekochter RE (E. coli IM109 (DE3)/pET16B1), (c) RE (E. coli IM109
(DE3)/pET-16b) eingesetzt wurde.

2.2.25 Bestimmung der Brenzkatechin-2,3-Dioxygenase (XylE)-Aktivitat

Die Messung der XylE-Aktivitdt (Umsetzung des farblosen Brenzkatechins zum gelb
geféarbten 2-Hydroxymuconsauresemialdehyd) erfolgte in Anlehnung an die von Ingram et al.
(1989) publizierte Methode. Abweichend von dieser Vorschrift wurden S lividans TK23
Zellen, die Derivate der Plasmide pWKD13 und pWKD213lI trugen, nach 3d Wachstum in
TSB Ts-Medium geerntet. Das Myzel wurde mit Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 8; 50 mM
NaCl) gewaschen, und nach dem Ultraschallaufschluld wurde der Zellextrakt in 2 ml-Gefélden
zentrifugiert (13500 rpm, 30 min, 4 °C). Die Proteinkonzentration des zellfreien Extraktes
wurde nach der Bradford-Methode (vgl. Abschnitt 2.2.18) bestimmt. Durch Zugabe von 20 i
des zellfreien Extraktes zu 980yl Reaktionspuffer (0,2 mM Brenzkatechin in 100 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,5) wurde die Reaktion gestartet und die Extinktionsanderung bel
| = 375 nm Uber einen Zeitraum von 5 - 10 min verfolgt. Die spezifischen XylE-Aktivitéten
wurden mit Hilfe der Extinktionsdnderungen des linearen Bereiches des Substratumsatzes

nach folgender Formel berechnet:

DE %V,
txexd XV, Xco

spezifische Aktivitét (katxmg™) =

DE = Extinktionsdnderung bei 375 nm V=1 ml; Volumen des Gesamtansatzes (ml)
t = Zeit (sec) e=33-10°ml - mol™ - cm™; molarer Extinktionskoeffizient (ml - mol™ - cm™)
d = 1 cm; Schichtdicke der Kivette (cm) V, =20 pl; Volumen der eingesetzten Proteinmenge (ml)
Cerot = Proteinkonzentration des eingesetzten zellfreien Extraktes (mg - ml™)
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2.2.26 Enzymtest auf NADPH:F420-Reduktase-Aktivitat

Die NADPH-abhangige Fs0-Reduktase-Aktivitat wurden auf der Grundlage von Eker et al.
(1989) gemessen. Die Ansatzgrofe der einzelnen Enzymtests betrug 1 ml und enthielt
folgende Komponenten:

= 04M NaCl

= 10mM  Kaliumphosphat, pH 6,0
= 5mM 2-Mercaptoethanol

= 100uM  NADPH

» ad 970 pl dd H,0O

= 10 Proteinextrakt

= 25uM Fazo

NaCl-L6sung, Phosphatpuffer, 2-Mercaptoethanol, NADPH und Wasser wurden in den
angegebenen Mengen vorgelegt. Die Extinktion wurde so lange verfolgt, bis sie einen
konstanten Wert annahm. Dann wurde der Proteinextrakt zugegeben und ebenfalls gewartet,
bis die Extinktion konstant blieb. Abschlief3end wurden 20 pl 50° F40-L6sung zupipettiert,

gemischt und der Extinktionsverlauf 4 - 8 min aufgezeichnet.

2.2.27 Futterung von S. lincolnensis mit **C-markiertem Tyrosin

Von den S lincolnensis-Stammen wurden Vorkulturen in 10 ml CDM angelegt, die 4d bel
28 °C inkubiert wurden. Die Zellen wurden mit insgesamt 10 ml CDM gewaschen und in
4 ml CDM aufgenommen. Von dieser Zellsuspension wurden 3 ml mit weiteren 7 ml CDM in
einem Luftschittler bei 28 °C und 150 rpm in Schikanekolben kultiviert. Nach 24 h wurden
diese Kulturen mit je 25pCi (50 pl) L-[U-**C]Tyrosin versetzt und noch weitere 7d
inkubiert. Abschlief3end wurden die Kulturen zentrifugiert, der Medientiberstand bei -80 °C
gelagert und die Zellen zweimal mit je 5ml dd H,O gewaschen und ebenfalls bei -80 °C
gelagert. Die Kulturextrakte (aufgeschlossene Zellen und Kulturbrihe im Verhdtnis 1:1)
wurden diinnschichtchromatographisch auf Kieselgel 60 Fass-Platten mit [40 VT Methanol/
56 VT Chloroform/4 VT Ammoniak] als Lésungsmittel untersucht.
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3  Ergebnisse

3.1 Analyse der ersten zwei Schritte der Propylprolin-Biosynthese

3.1.1 Allgemeine Eigenschaften der genetischen Umgebung von ImbB1

Die Aufklérung der kompletten DNA-Sequenz des postulierten Imb/Imr-Genclusters,
inklusive des Bereiches von ImbB1 (vgl. Anhang 1-1), wurde von Peschke et al. (1995)
verdffentlicht. Dabei wurden die Leserahmen wie in Abb. 3-1 gezeigt festgelegt. Das ImrA
Gen besitzt seinen eigenen Promotor und Terminator. »Northern Blot« Analysen haben erge-
ben, dal3 die Gene ImbA, ImbB1 und ImbB2 durch eine 3,3 kb mRNA kotranskribiert werden
(Schmidt, 1994). Stromaufwérts des Gens ImbB1 ist eine Ribosomenbindestelle (RBS)
lokalisiert. Da das Gen ImbB2 keine eigene RBS besitzt und das Startcodon von ImbB2 (im
folgenden Beispiel fett dargestellt) und das Stopcodon von ImbB1 (unterstrichen dargestellt)
Uberlappen (...CGATGAGT...), wird angenommen, da3 ImbB2 durch trandationale
Kopplung (Gold und Stormo, 1987) exprimiert wird. Das Gen ImbB1 hat eine Lange von

480 bp, die fur 159 As mit einer berechneten Molekilmasse von ca. 18 kDa kodieren.

369 bp intercistronische Bereiche 89.bp llg’bp
T 3,3 kb Transkript T
RBS T
> P > | I
oy, IMMA T ImbA ImbB1 ImbB2 ImbC
PELSRULY SN
0% — — — — — — — — — — — — — — — — — — - - — - - - - — - — - — - - - - - - = — -
G+C-Gehalt I
50% b — — — — — — — — — — o — o — — — tl( ______________
71 68 73 7lgg 69 74 98 75

Abb. 3-1. Transkriptlangen und G+C-Gehalt im Bereich von ImbB1. [P], Promotor; T, Terminator; RBS,
Ribosomenbindestelle; TK, translationale Kopplung. Oberhalb der Gene sind in grau die intercistroni-
schen Bereiche angegeben. Weitere Erklarungen sind im Text aufgefiihrt.
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Der Leserahmen falt durch seinen G+C-Gehalt auf, der im 5'-Bereich (die ersten 120 bp)
53% und am 3-Ende (die letzten 250 bp) 69 % betragt (Durchschnitt 63,3 %) und for
Streptomyceten-DNA ungewohnlich niedrig ist. Die benachbarten Gene weisen den typischen
G+C-Gehalt von 73 % (ImbA) bzw. 74 % (ImbB2) auf (Neusser et al., 1998). Das 954 bp
umfassende Gen ImbB2 codiert fur ein 317 As grof3es Protein mit einer errechneten relativen
Masse von 34,8 kDa.

Bisher war bekannt, dal3 das Genprodukt von ImbB1 L-DOPA in vivo zu einer gelben
Substanz umsetzt (Schmidt, 1994). Ausgehend von der urspringlichen Meinung, dal3 die
gesamte Region, ImbB1 und ImbB2, erforderlich fir die Umsetzung von L-DOPA ist (P.
Tichy, Prag, personliche Mitteilung), wurde von Schmidt unter anderem das rekombinante
Plasmid pT7AdEXAB12 konstruiert (vgl. Abb. 3-2). Mit dessen Hilfe wurde in E. coli BL21
(DE3) pLysSdiein vivo Konversion von L-DOPA erreicht. Es konnte aber von Schmidt durch
Konstruktion verschiedener anderer Plasmide (pT7AdEXA (ImbA), pT7AdEXAB1 (ImbA,
ImbB1), pT7AdEXAB2 (ImbA, ImbB2), pT7ExB12 (ImbB1, ImbB2)) nicht gezeigt werden, auf
welches Genprodukt die L-DOPA-umwandelnde Aktivitédt beschrankt war.

ImbA ImbB1 ImbB2
[>_ 1,33 lib I:mbBlBZ Fragment >
| /| pT7-6
Hindlll EcoRlI Smal Smal Xbal

Abb. 3-2. Schema des rekombinanten Plasmides pT7AdExAB12 von Schmidt (1994). Es wurde ein
1,99 kb ImbA Fragment und ein 1,33 kb ImbB1B2 Fragment hintereinander in pT7-6 kloniert. Das
ImbB1B2 Fragment, welches hier verwendet wurde, war um 110 bp am N-Terminus verkurzt, weil man
annahm, daf3 sich der Genstart kurz hinter der eingezeichneten EcoRI Schnittstelle befand. Durch die
Bestimmung der N-terminalen As-Sequenz von LmbB1 konnte jedoch gezeigt werden, dal das
Startcodon 110 bp weiter stromaufwaérts liegt als vermutet.

3.1.2 Konstruktion von Plasmiden zur Expression von ImbB1 und ImbB2

Es wurden eine Vielzahl neuer Plasmide konstruiert, mit deren Hilfe die Gene ImbB1 und
ImbB2 aus S. lincolnensis NRRL 2936 und 78-11 heterolog exprimiert werden sollten. Die
Motivation fur die Herstellung neuer Plasmide war die Tatsache, dal3 die rekombinanten
Plasmide von Schmidt (1994) fur eine Lokalisierung der L-DOPA-umwandelnden Aktivitét

nicht genau genug waren. Dies wurde erst durch PCR-Amplifikation und Expression der
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einzelnen Gene maoglich. In diesem Zusammenhang konnten die Aktivitéten der Genprodukte
der zu untersuchenden Gene aus S lincolnensis NRRL 2936 und 78-11 verglichen werden.

Die einzelnen Gene wurden, wie bereits erwahnt, erst mittels PCR amplifiziert, mit den
entsprechenden Enzymen restringiert und in E. coli Vektoren kloniert. Nachfolgend werden
die Klonierungsstrategien, die in den Anhangen 2-1 bis 2-4 schematisch dargelegt sind,
erlautert. Tab. 3-1 zeigt eine Ubersicht aler beschriebenen rekombinanten Expressions-
plasmide.

Zur Konstruktion von pET16B1 und pET16B2 wurden fur die Amplifikation der komplet-
ten Leserahmen von ImbB1 und ImbB2 die Oligonukleotidpaare | mbBla/l nhBlb bzw.
| mbB2a/ | nhB2b verwendet, die aufgrund der in diesem Bereich bekannten S. lincolnensis-
DNA-Sequenz abgeleitet wurden. Durch die Primer | nbBla bzw. | nhB2a wurde am
Anfang der Gene die Erkennungssequenz fir die Restriktionsendonuklease Ndel eingefugt.
Bedingt durch den Primer | nbB1b entstand am Ende von ImbB1 eine BamHI- und eine Spel -
Schnittstelle und durch den Primer | nhB2b am Ende von ImbB2 eine Bgll1-Schnittstelle. Die
Amplifikate wurden mit Ndel/BamHI bzw. Ndel/Bglll hydrolysiert und in pET-16b
(Ndel/BamHI) kloniert. Ausgehend von den zuvor konstruierten Plasmiden wurde das
Xbal/Spel Fragment aus pET16B1 in pET16B2 (Xbal) kloniert und zwar so, dal? die beiden
Gene gleich orientiert waren. Es entstand das Plasmid pET16B1B2, bei dem stromaufwarts
beider Gene jeweils die RBS aus pET-16b kloniert war.

Um diese Gene aus S lincolnensis NRRL 2936 auch in S lividans exprimieren zu kénnen,
wurden diese, wie in Anhang 2-4 beschrieben, Uber pUCAd2 in pUWL201 kloniert. Die
fertigen Plasmide wurden als pUWL201-ImbB1 und pUWL201-ImbB2 bezeichnet. Diese
zusétzlichen Plasmide wurden hergestellt, da heterolog produzierte Proteine aus Streptomy-
ceten oftmals inaktive und unl6sliche Einschluf3korper (sog. »inclusion bodies«) bilden.

Die pDNW13-Serie (vgl. Tab. 3-1, Anhang 2-1) wurde aus chromosomaler DNA von
S lincolnensis 78-11 mit Hilfe der Oligonukleotidpaare | mbBlaNI mbB1bN (ImbB1),
| mbB2aN | mbB2bN (ImbB2) bzw. | mbB1aNI mbB2bN (ImbB1B2) bel einer Anlagerungs-
temperatur von 65 °C amplifiziert. Dadurch entstand bel beiden Fragmenten wiederum die
Erkennungssequenz fur die Ndel-Restriktionsendonuklease im Bereich des Startcodons. Die
DNA wurde zunéchst »blunt end« mit pUC18 (Smal) ligiert. Die entstandenen Zwischen-
konstrukte pUC18-B1 und pUC18-B1B2 wurden mit Ndel/BamHI hydrolysiert und das
ImbB1 - bzw. das ImbB1B2 Fragment in pT7-7 kloniert. Das ImbB2 Fragment wurde durch
Restriktion von pUC18-B2 mit Ndel/EcoRlI isoliert und mit pT7-7 ligiert. Es entstanden die
Plasmide pDNW13.1, pDNW13.2 und pDNW13.12, die ImbB1 und ImbB2 unter Kontrolle
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des T7 F10 Promotors exprimierten und als Vorlaufer der Plasmide der pDNW14-Serie
dienten. Diese Plasmide wurden ebenfalls fur die Produktion von LmbB1 und LmbB2 in
S lividans hergestellt und as Vektor diente erneut pUWL201. Um die Gene in die jeweils
richtige Orientierung zu bringen, mufden die Gene als Xbal/BamHI-Fragmente aus der
PDNW13-Serie in pUCBM21 gebracht werden, um von dort aus als Hindlll/BamHlI-
Fragmente hinter den ermE-Promotor des Vektors pUWL201 kloniert zu werden (vgl.
Anhang 2-2).

In den Plasmiden pDNW15.1 und pDNW15.2 sind die Gene ImbB1 und ImbB2 aus
S lincolnensis 78-11 ahnlich eingefiigt, wie in den Plasmiden pET16B1 und pET16B2
(ImbB1 bzw. ImbB2 aus S. lincolnensis NRRL 2936). Das entsprechende Gen wurde jeweils
zwischen die Ndel- und die BamHI-Schnittstelle von pET-16b positioniert. Die hierbei
klonierten DNA-Fragmente waren jewells mit Ndel/BamHI aus pUC18-B1 bzw. aus
pPDNW13.2 ausgeschnitten worden (vgl. Anhang 2-3).

Tab. 3-1. Rekombinante Plasmide fur Expressionen von ImbB1 und ImbB2 (Klonierungsstrategien:
s. Anhang 2-1 bis 2-4, Plasmidkarten: s. Anhang 3).

Konstrukt prod. Protein(e), Promotor Quelle der DNA

pET16B1 His-tageLmbB1, T7 F 10p S. lincolnensis NRRL 2936
PET16B2 His-tageLmbB2, T7 F 10p S. lincolnensis NRRL 2936
pET16B1B2 His-tageLmbB1/His-tageLmbB2, T7 F10p  S. lincolnensis NRRL 2936
pUWL201-ImbB1 His-tageLmbB1, ermEp S. lincolnensis NRRL 2936
pUWL201-ImbB2 His-tageLmbB2, ermEp S. lincolnensis NRRL 2936
pPDNW13.1 LmbB1, T7 F10p S. lincolnensis 78-11
pDNW13.2 LmbB2, T7 F10p S. lincolnensis 78-11
pDNW13.12 LmbB1, T7 F10p S. lincolnensis 78-11
pDNW14.1 LmbB1, ermEp S. lincolnensis 78-11
pDNW14.2 LmbB2, ermEp S. lincolnensis 78-11
pDNW14.12 LmbB1/LmbB2, ermEp S. lincolnensis 78-11
pDNW15.1 His-tageLmbB1, T7 F 10p S. lincolnensis 78-11
pDNW15.2 His-tageLmbB2, T7 F 10p S. lincolnensis 78-11

47



3 Ergebnisse 3.1 Analyse der ersten zwei Schritte der Propylprolin-Biosynthese

3.1.3 In vivo Umsetzungen von L-DOPA und L-Tyrosin

Durch die Arbeit von Schmidt (1994) wurde in vivo gezeigt, dal? bei gemeinsamer Expression
der Gene ImbAB1B2 L-DOPA zu einer gelben Substanz unbekannter Struktur umgewandelt
wurde. Welche Genprodukte dieser drel Gene fir die Konversion verantwortlich waren,
konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Deshalb wurden zundchst mit den oben
beschriebenen rekombinanten Plasmiden weitere in vivo Experimente durchgefihrt.
Transformiert mit den verschiedenen Plasmiden wurden die E. coli-Stdmme wie in Abschnitt
2.2.16 beschrieben kultiviert. Fur diese Versuche wurde der Rezipientenstamm E. coli BL21
(DE3) pLysS ausgewdahlt. Dieser Stamm war durch das Vorhandensein des Plasmids pLysS
vorteilhaft, da 60 - 90 min nach Induktion das auf dem Plasmid codierte Lysozym eine
Autolyse der Zellen bewirkte und die Enzymaktivitét von LmbB1 bzw. LmbB2 freisetzte.
Insofern intrazelluléare Proteine nicht schon vorher ausgeschleust worden waren, war nun
gewdhrleistet, dal3 die vermehrt produzierten Proteine im umgebenden Medium vorlagen.
Durch die Wahl eines farblosen bis sehr schwach gelben Minimamediums konnten
Farbverénderungen der Kultur gut verfolgt werden. Die Zugabe von L-DOPA bzw. L-Tyrosin
erfolgte als Feststoff, weil Stammlosungen dieser Substanzen entweder oxidierten (die frisch
angesetzten, farblosen L-DOPA-L6sungen wurden bel 5 - 7 °C innerhalb von 2 d braun) oder
zu geringe Konzentrationen hatten (die max. L6slichkeit von L-Tyrosin in Wasser bel 20 °C
betragt nur 2,2 mM). So konnte gewahrleistet werden, dal3 immer eine ausreichende Menge
an Substrat gelost war. Wie zu erwarten war, verhielten sich ImbBl-exprimierende
Transformanten (mit den Plasmiden pET16B1, pDNW13.1 oder pDNW15.1) gleich. Nach
Induktion der Expression mit IPTG bei einer ODsgs von 0,6 und anschlief3ender Supplemen-
tierung mit L-DOPA, féarbten sich diese Kulturen gelb. L-Tyrosin hatte keinen Einflul3 auf die
Féarbung des Mediums. Es wurden zwei Kontrollen durchgefiihrt. Zum einen wurden die
Kulturen vor der Induktion geteilt, die eine mit IPTG versetzt und die zweite nicht. Zugabe
von L-DOPA zu beiden Ansdtzen bewirkte nur bei der mit IPTG induzierten Kultur eine
Gelbfarbung. Zum anderen wurden Transformanten angezogen, die pET-16b bzw. pT7-7
trugen, d.h. nur die Expressionsvektoren ohne entsprechendes Gen. Auch diese Kulturen
veranderten ihre Farbe nach Induktion mit IPTG und L-DOPA- bzw. L-Tyrosin-Zugabe nicht.
Transformanten, die nur ImbB2 exprimierten (mit den Plasmiden pET16B2, pDNW13.2,
pPDNW15.2), verursachten keine Farbver&nderungen der Medien nach Induktion und Zugabe
von L-DOPA- bzw. L-Tyrosin. E.coli Stdmme mit den Plasmiden pT7AdExXAB12 und

PET16B1B2, die ImbB1 und ImbB2 exprimierten, verhielten sich einerseits wie die Stamme
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Tab. 3-2. L-DOPA- bzw. L-Tyrosin-umwandelnde Aktivitdten verschiedener E. coli BL21 (DE3) pLysS-
Transformanten. L-DOPA (1 mg/ml) und L-Tyrosin (0,4 mg/ml) wurden 15 min nach Induktion mit IPTG

zugegeben.
E. coli BL21 (DE3) pLysS/ Induktion Supplementierung Farbung
rekombinantes Plasmid mit IPTG nach Induktion nach 1 h
pET-16b, pT7-7 + L-DOPA -
pET16B1, pDNW13.1, pDNW15.1 - L-DOPA -
pPET16B1, pDNW13.1, pDNW15.1 + L-DOPA gelb
pET16B2, pDNW13.2, pDNW15.2 - L-DOPA -
pET16B2, pDNW13.2, pDNW15.2 + L-DOPA -
pET16B1B2, pT7AdEXAB12 - L-DOPA -
pET16B1B2, pT7AdEXAB12 + L-DOPA gelb
pET-16b, pT7-7 + L-Tyrosin -
pET16B1, pDNW13.1, pDNW15.1 + L-Tyrosin -
pET16B2, pDNW13.2, pDNW15.2 + L-Tyrosin -
pET16B1B2, pT7AdEXAB12 - L-Tyrosin -
pDNW13.12 + L-Tyrosin -
pET16B1B2, pT7AdEXAB12 + L-Tyrosin gelb
pET-16b + - _a
pET16B2 - - -2
pET16B2 + - braun ®

% Diese Kulturen wurden in LB-Medium angezogen. Bei allen anderen Kulturen, die nicht gesondert
markiert wurden, verwendete man Minimalmedium.

mit pET16B1, pDNW13.1 oder pDNW15.1, d.h. sie farbten eine mit IPTG und L-DOPA
versetzte Anzuchtlésung gelb, andererseits reicherten sie auch eine mit IPTG/L-Tyrosin
supplementierte Kulturl 6sung mit gelber Substanz an. Auch hier verénderte sich die Farbe des
Mediums der Kontrollen nicht. Im Gegensatz zu den in Minimalmedium angezogenen
LmbB2-produzierenden Kulturen, verursachte eine Kultivierung von E. coli BL21 (DE3)
pLysS/pET16B2 auf L B-Platten eine Braunfarbung des Agars bel |PTG-Induktion der Zellen.

Es sei noch erwéhnt, dal3 es keinen Unterschied ausmachte, ob die DNA fur die

Konstruktionen der Expressionsplasmide aus S lincolnensis NRRL 2936 oder dem
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Abb. 3-3. Anzucht von S. lividans TK23-Transformanten auf SPMR-Agarplatten. A. S. lividans TK23/
pDNW14.1. B. S. lividans TK23/pDNW14.2. C. S. lividans TK23/pDNW14.12.

Uberproduktionsstamm 78-11 stammte, d.h. die Enzymaktivitdten waren identisch. Die
Ergebnisse der in vivo Experimente mit E. coli sind in Tab. 3-2 zusammengefalit.

Frihere Erfahrungen mit Streptomycetengenen hatten gezeigt, dal3 deren Genprodukte,
produziert in E.coli, nicht aktiv waren, weil sich »inclusion bodies« gebildet hatten.
Ausbleibende oder unzureichende Aktivitét der produzierten Enzyme konnte ebenfalls durch
das Fehlen geeigneter Chaperone oder niedermolekularer Cofaktoren begriindet sein. Die
Temperatur und der pH-Wert des Mediums wahrend der Anzucht spielten auch ene
erhebliche Rolle. Solche Schwierigkeiten konnten durch Wahl alternativer Expressions-
systeme z.T. vermieden bzw. umgangen werden. Die Expression in S lividans TK23 mit
Hilfe des ermEp hatte sich schon fur ImbY bewahrt (Neusser, 1995). S lividans wurde mit
pDNW14.1 (ImbBl), pDNW14.2 (ImbB2), pDNW14.12 (ImbB1l und ImbB2), pUWL201-
ImbB1 (ImbB1) bzw. pUWL201-ImbB2 (ImbB2) transformiert und die Transformanten auf
SPMR-Agar angezogen. Nach drei Tagen Inkubation konnte eine intensive Gelbférbung im
Bereich der Kolonien von S lividans/pDNW14.12 beobachtet werden, wéhrend alle anderen
Transformanten keine Farbveranderung des Mediums bewirkten (vgl. Abb. 3-3). Die funf
Stdmme wurden auf SMA-Agar und in TSB-Medium Uberfihrt und weitere drei Tage bei
28 °C inkubiert. Auf dem SMA-Agar verhielten sich die Stdmme genau wie auf SPMR,
wéhrend in TSB-Flussigmedium die ImbBl-exprimierenden Stamme nur bei Zugabe von
L-DOPA eine Gelbfarbung verursachten. Wenn ImbB2 exprimiert wurde, konnte eine
Braunfarbung beobachtet werden. S. lividans/pDNW14.12 in TSB-Flussigmedium verfarbte,
genau wie auf SPMR- und SMA-Agar, ohne jegliche Supplementierung das umgebende
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Medium gelb. In Tab. 3-3 sind alle Ergebnisse der in vivo Versuche mit den S lividans-
Transformanten zusammengestellt.

Tab. 3-3. Aktivitdten verschiedener S. lividans TK23-Transformanten.

S. lividans TK23/ Medium/Agar *  Supplementierung Farbung
rekombinantes Plasmid nach 3 d
pDNW14.1, pUWL201-ImbB1 TSB - -
pDNW14.1, pUWL201-ImbB1 TSB L-DOPA gelb
pDNW14.1, pUWL201-ImbB1 SPMR/SMA - -
pDNW14.2, pUWL201-ImbB2 TSB - braun
pDNW14.2, pUWL201-ImbB2 SPMR/SMA - -
pDNW14.12 TSB - gelb
pDNW14.12 SPMR/SMA — gelb

4 TSB, TSB-Fliissigmedium; SPMR, SPMR-Agar; SMA, SMA-Agar

3.1.4 Heterologe Expression von ImbB1 und ImbB2

Die Expression der Gene ImbB1 und ImbB2 konnte durch die Darstellung der vermehrten
Produktion der Genprodukte mit Hilfe einer PAA-Gelelektrophorese nachgewiesen werden.
In einem Volumen von 150 ml wurden E. coli BL21 (DE3) pLysS Transformanten, in denen
die rekombinanten Plasmide pET16B1, pET16B2 bzw. pET16B1B2 eingebracht worden
waren, angezogen (vgl. Abschnitt 2.2.16). Es wurden zusétzliche Proteine erwartet, die am
N-Terminus um insgesamt 21 As-Reste, darunter 12 Histidine (His-tag), verlangert waren.
Die zellfreien Extrakte (vgl. Abschnitt 2.2.17), die HistageLmbB1 (theor. 20,4 kDa) be-
inhalteten, wurden auf ein 16,5 % Schagger-Gel aufgetragen, digjenigen mit His-tageL mbB2
(theor. 37,4 kDa) auf ein 8% Schégger-Gel. Nach der Elektrophorese zeigte sich auf den
Coomassie-geféarbten PAA-Gelen schliefdlich, dal’3 zwei zusétzliche Proteinbanden mit den
GrofRen 22,5 und 36 kDa auftraten (s. Abb. 3-4).

Es wurden ebenfalls Kulturen E. coli IM109 (DE3)/pDNW13.1 und -/pDNW13.2 ange-
zogen, die LmbB1 und LmbB2 ohne His-tag produzieren sollten. Auf der anschlief3enden
PAGE waren zwei Banden von vermehrt produzierten Proteinen zu sehen (PAA-Gele nicht
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gezeigt), deren Grofden auf 18 und 34 kDa festgelegt wurden. Diese Werte korrelierten mit
den zuvor berechneten Grof3en fir die Proteine, die bei 18 und 34,8 kDa lagen.
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Abb. 3-4. Darstellung der S. lincolnensis LmbB1- und LmbB2-Proteine in Coomassie-gefarbten SDS-
Polyacrylamidgelen. Die vermehrt produzierten Proteine sind mit einem His-tag N-terminal fusioniert
und haben GrdR3en von 22 und 36 kDa (siehe Pfeile). P (Spur 7), vorgefarbter (»prestained«) Pro-
teingelmarker; M (Spuren 6, 13, 14), Proteingelmarker, GréRen (in kDa) sind auf dem Gel angegeben.
A. Das linke Gel (16,5 % Trenngel, ca. 20 - 30 pg Protein/Spur) zeigt die Auftrennung der Gesamtzell-
extrakte von E. coli BL21 (DE3) pLysS/pET16B1 und -/pET16B1B2, die vor Induktion mit IPTG (Spur
1 und 8) und 30, 60, 90 und 120 min nach Induktion (Spuren 2 - 5 und 9 - 12) hergestellt wurden.
B. Das rechte Gel (8 % Trenngel, ca. 20 - 30 pug Protein/Spur) zeigt die Auftrennung der Gesamtzell-
extrakte von E. coli BL21 (DE3) pLysS/pET16B2 und -/pET16B1B2, die vor Induktion mit IPTG (Spur
1 und 8) und 30, 60, 90 und 120 min nach Induktion (Spuren 2 - 5 und 9 - 12) hergestellt wurden.

3.1.5 Ermittlung der Lagerungs- und Enzymtestbedingungen und

Substratanaloga

Lagerung der Proteinextrakte

Fur die Durchfiihrung einer moglichst genauen Bestimmung eines Ky-Wertes von LmbB1 fur
L-DOPA, war ein Proteinextrakt mit htéchstmoglicher Aktivitét nétig. Im folgenden wurde as
Expressionsstamm nicht wie bisher E. coli BL21 (DE3) pLysS, sondern E. coli IM109 (DE3)
verwendet, damit die Zellen nicht vorzeitig lysierten. Diese Mal3nahme sollte einem
vermeidbaren Aktivitétsverlust vorbeugen. Um nicht vor jedem Enzymtest eine erneute
Expressionskultur anziehen zu missen, wurde eine 1 I-Kultur von IM109 (DE3)/pET16B1
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angezogen, die Zellen in Zelpuffer aufgenommen (0,25 g Nal3zellen/ml) und aiquotiert in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen mit produziertem Enzym konnten ohne
Aktivitétsverlust mehrere Monate bei -80 °C gelagert werden. Wenn die L mbB1-beinhalten-
den Zellen zu zellfreien Extrakten verarbeitet waren, erwies sich die Erhaltung der Aktivitat
Uber langer als 24 h als schwierig. Es wurde bei verschiedenen Temperaturen (-20, O, 6,
18 °C) mittels einer Auswahl von bewdhrten Agenzien versucht, die Aktivitdt zu erhalten
(vgl. Abb. 3-5). Der frisch gewonnene Rohextrakt konnte bel -20 °C gelagert werden, wobei
jedoch bei jedem Einfrieren/Auftauen-Zyklus ca. 10 - 15 % Aktivitét verloren ging. Es zeigte
sich, dal3 bei -20 °C die Zugabe von 10 % oder 20 % Saccharose zur Erhaltung der Aktivitat
gunstiger war as die Zugabe von PEG1000 oder Glycerin, doch die Anfangsaktivitét (t = O h,
2 h) war geringer as die des reinen RE. Auch mit Vitamin C, DTT und 2-Mercaptoethanol
konnte keine Stabiliserung bzw. Verbesserung der Aktivitéat festgestellt werden. In Tris-
Puffer (50 - 100 mM, pH 8 - 9) und auf Eis konnte der Rohextrakt tber 1 - 2 d stabil gehalten

werden. Da bei keiner der beschriebenen Methoden der Rohextrakt Uber langere Zeit, d.h.
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Abb. 3-5. Versuche, die Aktivitat des LmbB1-Enzyms in zellfreien Extrakten zu stabilisieren. Es wurde
der Rohextrakt (RE) mit einer Auswahl von bewéhrten Agenzien versetzt und die Extinktionsdnderung
bei 413 nm in einem Standardenzymtest (vgl. Abschnitt 2.2.23) gemessen. Diese Messung wurde
nach 2h, 6 h und 20 h mit denselben Extrakten wiederholt und die vier einzelnen Extinktions-
anderungen addiert (die Summe entspricht der Gesamtlange des Balkens). Die Mengenangaben von
Glycerin, PEG1000 und Saccharose (S.) sind in % w/v angegeben. Bei allen Tests wurde die gleiche
Proteinmenge eingesetzt. 2-ME, 2-Mercaptoethanol; DTT, Dithiothreitol; Vit. C, Ascorbinsaure.
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mindestens 7 d, stabilisiert werden konnte, wurden die im folgenden beschriebenen Enzym-
tests mit jeweils frisch aufgeschlossenen Zellen durchgefihrt. Dabei betrug die Aktivitats-
abnahme der zellfreien Extrakte nach 6 h bei 0 °C weniger als 5 %.

Wahl eines geeigneten Puffer systems und das pH-Optimum

Bevor das pH-Optimum des Enzyms LmbB1 ermittelt wurde, mufite zunéchst ein geeigneter
Puffer gesucht werden. Zur Wahl standen Tris, Na-/K-Phosphat, HEPES, MOPS, TEA und
Glycylglycin (s. Abb. 3-6).

OH OH / \

(¢}
HO N Ne H
®H N
NH, N SO4H N SO3H FeN o
OH _/ \_/_ HO (6]
Tris HEPES MOPS TEA Glycylglycin
(2-Amino-2-(hydroxy- (4-(2-Hydroxyethyl)-1- (4-Morpholin- (Triethanolamin-
methyl)-1,3-propandiol) piperazinethansulfonséure)  propansulfonséure) hydrochlorid)

Abb. 3-6. Chemische Strukturen verschiedener Puffer, die fir einen in vitro Enzymtest von LmbB1
erprobt wurden.

Die verschiedenen Puffer wurden in einem Standardtest mit folgenden Komponenten
eingesetzt: 100 mM Puffer, pH 7,5; 20 ug Protein (ca. 5 Wl zellfreier Extrakt); 0,5mM
L-DOPA. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Proteins gestartet. Die erste Extinktions-
anderung wurde nach 3 min abgelesen und nach weiteren 20 min der zweite Wert aufgenom-
men. Die Extinktionen wurden direkt miteinander graphisch verglichen (vgl. Abb. 3-7 A).
Man konnte erkennen, dal3 Tris und HEPES am besten fur diese Reaktion geeignet waren. In
beiden Puffern wurden Zellaufschliisse von IM109 (DE3)/pET16B1 durchgefuhrt. Nach 2 h
Lagerung auf Eis wurden erneut die Umsatzraten verglichen und gravierende Unterschiede
festgestellt. Wahrend LmbB1 in Tris nahezu keine Aktivitdt verloren hatte, war die des
LmbB1 in HEPES auf 75 % der ursprunglichen Aktivitét gesunken. Daher wurde das pH-
Optimum der Reaktion in Tris-Puffer bestimmt. Der Reaktionsansatz éhnelte dem der Puffer-
bestimmung; es wurde 0,1 mM Tris mit den pH-Werten 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 9,0 und
10,0 eingesetzt. Es stellte sich heraus, dal3 das pH-Optimum dieser Reaktion zwischen pH 8
und 9 lag und dal3 unterhalb von pH 7,5 und oberhalb von pH 9 die Aktivitdt des Enzyms
stark abnahm (vgl. Abb. 3-7 C).
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Vergleich der Aktivitdten von LmbB1 und His-tageLmbB1

Man kann unmdglich voraussagen, ob die His-tag-Version eines Enzyms die gleiche Aktivitat
hat, wie das native Protein. Wenn kein Unterschied festzustellen ist, wird das His-tageProtein
bevorzugt, weil es leichter zu reinigen ist. Fir einen direkten Vergleich wurden die zellfreien
Extrakte der Anzuchten von E.coli BL21 pLysS/pDNW13.1 und -pET16B1 in einem
Enzymtest eingesetzt. Mittels einer PAGE wurde gezeigt, dal3 die Mengen der beiden
entstandenen Proteine relativ zum Gesamtprotein nahezu identisch waren, dain beiden Féllen
unter der Kontrolle des T7 F 10p exprimiert wurde (Gel nicht gezeigt). Bei Einsatz der
gleichen Proteinmengen in einem Standardtest (100 mM Tris, pH 8,0; 15, 30 und 45 g
Protein; 0,5mM L-DOPA) konnte photometrisch belegt werden, dal3 durch das N-terminal
fusionierte His-tag-Peptid keine Beeintrachtigung der Aktivitét auftrat (vgl. Abb. 3-7 B).
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Abb. 3-7. Bestimmung der optimalen Enzymtestbedingungen und Vorversuche fur die Reinigung von
His-tageLmbB1. Die Enzymtests wurden auf der Grundlage des Standardtestsystems wie unter
Abschnitt 2.2.23 beschrieben durchgefuhrt. A. Wahl des optimalen Puffers fur die Aufnahme
enzymatischer Tests. Die verschiedenen Puffer wurden auf pH 8,0 eingestellt. B. Darlegung der
Aktivitatsidentitat von His-tageLmbB1 und LmbB1. Die Tests wurden in Tris/HCI, pH 8 durchgefiihrt.
C. Mel3reihe zur Bestimmung des pH-Bereichs, durchgefuhrt in Tris-Puffer. D. Einflud von Imidazol
und Histidin auf die Aktivitat von LmbB1. Als Puffer wurde Tris/HCI, pH 8 verwendet.
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Magliche Existenz von Substratanaloga und Inhibitoren

Bisher wurde immer nur L-DOPA als Substrat von LmbB1 eingesetzt. Es wére durchaus
maoglich, da? LmbB1 in der Lage ist, noch andere Substrate umzusetzen, bel denen eine
Spaltung des aromatischen Ringes zu einer Extinktionsénderung bei einer Wellenlange von
413 nm fuhrt. Eine Auswahl von moglichen Substraten, die zu L-DOPA Ahnlichkeit besitzen,
wurde in einem Standardtest (100 mM Tris, pH 8,0; 20 ug Protein aus RE; 0,5 mM Substrat)
eingesetzt. Das Ergebnis war bel den getesteten Substraten L-Tyrosin, D-DOPA, L-Phenyl-
alanin, 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure, Brenzkatechin und L-Tryptophan (vgl. Abb. 3-8)
gleich, d.h. es konnte keine Extinktionsénderung gemessen werden.

Die oben genannten Substanzen Ubten, ebenso wie Ammoniumchlorid und Histidin, aber
auch keine inhibierende Wirkung auf die Aktivitdt von His-tageLmbB1 aus. Es s&i nochmals
erwahnt, dald im Gegensatz dazu, Phosphat-Puffer, Glycylglycin und Imidazol, genau wie ein
pH-Wert unter 7, hemmende Wirkungen auf LmbB1 bzw. His-tageLmbB1 hatten (vgl. Abb.
3-7 Cund D).

COOH NH, COOH NH
2
“~H “~H “~H COOH HOOC /.1
NH, COOH NH,
OH OH ; "OH N
OH OH OH OH H
3,4-Dihydroxy-
L-Tyrosin D-DOPA L-Phenylalanin phenylessigsaure  Brenzkatechin L-Tryptophan

Abb. 3-8. Substanzen, die Strukturelemente aufweisen, die ebenfalls in L-DOPA zu finden sind. Sie
wurden auf die Eigenschaft untersucht, in einer Reaktion mit LmbB1 als Substratanaloga zu L-DOPA
zu dienen.

3.1.6 Reinigung von His-tageLmbB1

Flr die préparative Reinigung von His-tageLmbB1 wurde ein zellfreier Extrakt von E. coli
JM109 (DE3)/pET16B1 mittels Ni-NTA-Agarose von den Proteinen ohne His-tag befreit. Im
Standardprotokoll des Herstellers der Ni-NTA-Agarose wurde vorgeschlagen, Imidazol

(250 mM) oder wahlweise einen pH-Gradienten (pH 7 - 4) zur Elution des His-tageProteins zu
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verwenden. Als optimiertes Puffersystem fur alle Wasch- und Elutionsschritte wurde
Na-Phosphat angegeben. Da wie unter Abschnitt 3.1.15 angegeben, fur Arbeiten mit LmbB1
oder His-tageLmbB1 (a) nur Tris as Puffer verwendet werden durfte und (b) Imidazol und ein
pH-Wert unter 7 die Aktivitét stark herabsetzten, mufite eine vollig veranderte Reinigungs-
strategie angewendet werden (vgl. Abschnitt 2.2.19). Die mit Lysepuffer (LP) aquilibrierte
Saule wurde mit dem gewonnenen zellfreien Extrakt beschickt und der Durchbruch insgesamt
dreimal wieder auf die Saule gegeben, um die Ausbeute an gebundenem His-tageLmbB1 zu
erhohen (letzter Durchbruch = FT1). Die Saule wurde mit LP gewaschen (Durchbruch = FT2)
und anschlief3end an eine FPLC angeschlossen. Es war bekannt, dal3 Tris die Adsorption von
Proteinen an die Ni-NTA-Matrix erschwert (Qiagen, 1997). In dem Fall von His-tageLmbB1
hatte man es mit einem Fusionsprotein zu tun, welches durch die hohe Anzahl von 12
Histidin-Resten in der N-terminaden Region besonders stark mit der Ni-NTA-Agarose
interagieren sollte. Mit Hilfe der FPLC wurde ein linearer Tris-Gradient (pH 8,0) erzeugt, mit
dem es mdglich war, die Adsorption nicht relevanter Proteine zu schwéchen. Dabel wurden
die in Abschnitt 2.2.19 angegebenen Programmschritte 1 - 5 durchlaufen und die Fraktionen
FT3 und FT4 von der Saule gespllt. FT3 konnte gewonnen werden, indem die Saule mit WP
gewaschen wurde (Schritt 1). Durch den angelegten Gradienten (Schritt 2) und die Behand-
lung mit 80/20 % WP2/WP1 (Schritt 3) produzierte man die vierte Fraktion (FT4). Zur
Elution des His-tageL mbB1-Proteins wurde mit Histidin-haltigen Pufferldsungen gespuilt. Erst
mit 0,1 M (E1), dann mit 0,15 M (E2) und zuletzt mit 0,2 M Histidin (E3 - £8). Bei einer
Endkonzentration von 0,2 M Histidin nahm die Menge an Protein im Durchbruch der Saule
ab, was durch die Extinktionsdnderung bei einer Wellenlange von 280 nm gut verfolgt werden
konnte. Hier zeigte sich auch ein weiterer Vorteil von Histidin, das, im Gegensatz zu
Imidazol, nicht bei 280 nm absorbiert. Das Gesamtel utionsvolumen betrug 12 ml.

Die Zellextrakte der zu verschiedenen Zeiten entnommenen Proben der Expressionskultur,
die gewonnenen Durchbriiche (FT1 und FT2) und die wichtigsten Eluate (E1 - E5) wurden
einer PAGE unterzogen (s. Abb. 3-9). Das His-tageLmbB1 konnte in Spur 4 (pET16B1, t =
120 min) auf einer Hohe, die etwa 22 - 23 kDa entsprach, gut erkannt werden. Diese Bande
trat wie erwartet nicht bei der Nullkontrolle in Spur 2 (pET-16b, t = 120 min) auf. Es ist
ebenso zu sehen, dal3 nach der Induktion mit IPTG fast ausschliefdlich His-tageL mbB1 pro-
duziert wurde und dal3 beim Beladen der Sdule mit dem RE mindestens 90 % des Fusions-
proteins an der Ni-NTA-Matrix adsorbierte (siehe die Durchbriiche FT1 und FT2 in den
Spuren 5 und 6). Die im Coomassie-gefarbten PAA-Gel dargestellten Elutionsfraktionen E1

bis E5 in den Spuren 8 bis 12 weisen keine anderen sichtbaren Proteine auf. Man konnte also
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davon ausgehen, dal3 die Reinigung des gewiinschten Proteins bis zur Homogenitét (> 99 %)

erreicht wurde.

Histidin-Elution
E2 E3 | E4 E5 |

| pET-16b PET16B1 | Durchbriche |
| t=0 | t=120 | t=0 |t=120 FT1  FT2 M
1 3 | a4 s 6

|N
11

i
il

qaun
4

'
i
B L B

270423 (L16%)
18

.M_...- -

| T
SEF

Abb. 3-9. Darstellung der Expression und Reinigung des His-tageLmbB1-Proteins in einem
Coomassie-gefarbten SDS-PAA-Gel. Die Spuren 1 - 4 enthalten die zellfreien E. coli IM109 (DE3)-
Extrakte mit dem Vektor pET-16b (Spur 1: 0 min; Spur 2: 120 min nach Induktion) und dem rekom-
binanten Plasmid pET16B1 (Spur 3: 0 min; Spur 4: 120 min nach Induktion). Die anderen Spuren
enthalten die einzelnen S&uleneluate FT1 (Spur 5), FT2 (Spur 6) und EI - E5 (Spur 8 - 12). Der Pfeil
markiert das vermehrt produzierte His-tageLmbB1-Protein. M, ProteingréRenstandard, die molekularen

Massen (kDa) sind auf dem Gel angegeben (Spur 7).

3.1.7 Ermittlung des Ky-Wertes und der spezifischen Aktivitaten

Es wurde der Ky-Wert des gereinigten His-tageL mbB1-Proteins mit L-DOPA als Substrat
bestimmt. Dazu mufite die Extinktion der Reaktion, wie unter Abschnitt 2.2.23 beschrieben,
verfolgt werden, wobei 150, 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500 und 2000 uM L-DOPA als
Substrat eingesetzt wurden. Die Messung wurde funfmal fir jede L-DOPA-Konzentration
wiederholt und die gemittelten Anfangsgeschwindigkeiten (Extinktionsénderungen/Zeit-
einheit) gegen die Substratkonzentrationen in einem Michaelis-Menten-Diagramm aufge-
tragen (vgl. Abb. 3-10 A). Der Ky-Wert wurde durch die doppeltreziproke Darstellung der
Daten des Michaelis-Menten-Diagramms in einem Lineweaver-Burk-Diagramm bestimmt
(vgl. Abb. 3-10 B). Die sich aus den acht Mef3punkten ergebende Gerade hatte die Gleichung:

y (sec) = 23505 (UM xsec) x (UM ™) + 91 (sec).

58



3 Ergebnisse 3.1 Analyse der ersten zwei Schritte der Propylprolin-Biosynthese

A B
0,012 300 I
y = 23505 x + 91
0,01 250
0,008 r/’//T 200 v

0,006 / 150 ff/p/
0,004 / 100
0,002 / 50 /

0 0
0 500 1000 1500 2000 2500 -0,004 -0,002 0 0,002 0,004 0,006 0,008

Cs (HM) cs? (le)

Vo (s™)
Vo' (s)

Abb. 3-10. Michaelis-Menten-Diagramm (A) und Lineweaver-Burk-Auftragung (B) eines Enzymtests
mit gereinigtem His-tageLmbB1 und L-DOPA als Substrat. Es wurden 150, 250, 500, 750, 1000, 1250,
1500 und 2000 uM L-DOPA eingesetzt. Die sich ergebende Geradengleichung der Lineweaver-Burk-
Auftragung ist in der Grafik angegeben.

Nachdem von den einzelnen untersuchten Extrakten eine Proteinbestimmung (vgl. Abschnitt
2.2.18) durchgefihrt worden war, konnten die Gesamtaktivitdten und die spezifischen
Aktivitdten ermittelt werden, die in Tab. 3-4 zusammengefaldt sind. Aus den spezifischen
Aktivitdten des RE und des gereinigten Enzyms konnte ein Reinigungsfaktor von 2,9

berechnet werden.

Tab. 3-4. Aufstellung aller Proteinextrakte mit ihren zugehorigen Aktivitaten.

Fraktion ® Gesamtvolumen Gesamtprotein  Enzymaktivitat spez. Aktivitat
(ml) (mg) (nkat) (nkat/mg)

RE 0,50 2,49 145,32 (100 %) 58,36 <«—

FT1 1,25 1,22 3,87 (2,7 %) 3,17

FT2 3,15 1,20 1,45 (1,0 %) 121 [ Fakior

FT3 12,50 0,17 0 0 2,9

FT4 25,50 0,10 0 0

El1-ES8 12,00 0,44 74,86 (51,5 %) 170,14 |

% RE, Rohextrakt; FT1 - 4, Eluate, die durch Waschen der Séule mit Puffer entstanden sind; EI - ES8,
Histidin-Elution; néhere Erklarungen sind im Text angegeben.
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3.1.8 Messung des Sauerstoffverbrauchs

Durch die in dieser Arbeit und von anderen erbrachten Ergebnisse (Neusser et al., 1998)
konnte davon ausgegangen werden, da? LmbB1 sich wie eine L-DOPA-2,3-Dioxygenase
verhdlt. Dies schliefdt einen mefdbaren Verbrauch von Sauerstoff wahrend der Reaktion mit
ein. Diese Vermutung konnte mit Hilfe einer Sauerstoffelektrode bestdtigt werden. Gab man
RE von E. coli IM109 (DE3)/pET16B1 zu einer Tris-gepufferten Losung von L-DOPA so
nahm, wie schon bekannt, die Lésung eine gelbliche Farbe an. Gleichzeitig sank der
Sauerstoffgehalt, der zu Beginn der Reaktion auf 100 % gesetzt wurde, innerhalb von 2,5 min
auf 89% und in 4min auf 86% (s. Abb. 3-11 A). Zum Vergleich wurden einige Null-
kontrollen durchgefihrt. Ohne Zugabe von RE blieb die Sauerstoffmenge Uber einen
Mel3raum von 5 min bei 100 % (Daten nicht gezeigt). Verwendete man RE von E. coli IM109
(DE3)/pET-16b (s. Abb. 3-11 B) oder durch Erhitzen inaktivierten RE von E. coli JM109
(DE3)/pET16B1, sank die O,-Menge in dem Reaktionsansatz wéhrend einer Mel3dauer von

2,5 min nur um 3 % bzw. 2 %.

Zeit

Pfeillange = 1 min

TN

1
N | g | \
. : .
| \ 1 i
I T ‘LF ‘
. A . J
| | | |
T T T T T T T T
85 90 95 100 95 100 95 100

O2-Konzentration (%)

Abb. 3-11. Messung des Sauerstoffverbrauchs der
Umwandlung von L-DOPA zu einer gelben Substanz
durch LmbB1. 100 % Sauerstoff entspricht der O,-
Konzentration zu Beginn des Tests. In allen Ansétzen
wurden Tris-Puffer und L-DOPA vorgelegt und
anschlieBend zellfreier Extrakt zugegeben. A. RE von
E. coli JM109 (DE3)/pET16B1, 11 % O,-Verbrauch
nach 2,5min. B. RE von E. coli IM109 (DE3)/pET-
16b, 3% O,-Verbrauch nach 2,5min. C. RE von
E. coli JM109 (DE3)/pET16B1 (gekocht), 2% O,-
Verbrauch nach 2,5 min.
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3.1.9 Versuch der Analyse des Produktes einer Umsetzung von L-DOPA
durch LmbB1

In Abschnitt 3.1.3 wurde gezeigt, da3 bel Zugabe von L-DOPA bzw. L-Tyrosin zu ener
induzierten E. coli-Kultur mit dem rekombinanten Plasmid pET16B1B2 in beiden Félen eine
gelbe Substanz produziert wurde. Von den Medieniberstdnden wurden UV/VIS-Spektren
aufgenommen (s. Abb. 3-12). Obwohl die Spektren auf den ersten Blick unterschiedlich
aussahen, fand man bel beiden ein Maximum bei 413 nm, welches charakteristisch fur die
gelbe Substanz war, die durch LmbB1 aus L-DOPA entsteht (Neusser et al., 1998). Beide
Spektren wiesen Maxima bei 280 nm auf, welches in der Hauptsache durch L-DOPA

(274 nm) bzw. L-Tyrosin (275 nm) und das Minimalmedium selbst verursacht wurden.

Extinktion

Abb. 3-12. Zwei Ubereinanderge-
legte UV/VIS-Spektren der Uber-
stdnde von Expressionskulturen
E. coli JM109 (DE3)/pET16B1B2,
die mit L-DOPA (A) bzw. L-Tyrosin
(B) supplementiert wurden. Die
280 nm 413nm beiden Hauptabsorptionsmaxima

2l50 360 3I50 4IOO 4I50 5IOO 5I50 6IOO wurden durch senkrechte Striche
bei 280 und 413 nm gekennzeich-

Wellenlange (nm) net

Es wurde ebenfalls versucht, NMR-Spektren von der gelben Substanz aufzunehmen. Fir ein
auswertbares *H- oder 3C-NM R-Spektrum sollten mindestens 10 - 15 mg des reinen Produkts
zur Verfugung stehen. Wahrend der Reinigung der gelben Substanz stellte sich heraus, dafi3
bei Verringerung des L dsungsmittelvolumens die urspriinglich fluoreszierend gelbe Substanz
braun wurde. Bei vollstandiger Entfernung des Ldsungsmittels durch Gefriertrocknung blieb

ein braunes Pulver Ubrig, welches sich wieder in Wasser [0sen lief3. Die Lésung nahm dabel
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eine gelbe, aber nicht mehr die urspringliche hellgelbe Farbe an. Es wurde deshalb vermutet,
daR es sich hierbei um eine teilweise Polymerisation handelte. Eine *H-NMR-Analyse dieser
braunen Substanz, die sich auch in DM SO gut I6ste (mit brauner Féarbung), brachte ein nicht
zu interpretierendes Spektrum (nicht gezeigt). Die Tatsache, dald sich die gelbe Substanz nicht
in eéinem unpolaren Lésungsmittel 16ste, machte eine Reinigung durch Ausschitteln oder
Umkristallisation unmaglich.

Eine Trennung der gelben Substanz von Nebenprodukten wurde auch mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie versucht. Dabel zeigte sich, dal’ Zellulose geeigneter war, als
z.B. Kieselgel oder Papier, bei denen die gelbe(n) Substanz(en) als sehr breite und diffuse
Bande(n) zu erkennen war(en). Mit einer Mischung aus 70 % Isopropanol und 30 % Wasser
als Losungsmittel konnte nach dem Lauf auf der Zellulose-DC-Platte eine breite, aber scharfe
gelbe Bande aufgetrennt werden. Ob eine echte Trennung von den Nebenprodukten erfolgt

war, konnte nicht erkannt werden.

3.1.10 As-Sequenzvergleich von LmbB1 mit Mcpll

Um LmbB1 in eine Proteinfamilie einzuordnen, wurde eine Datenbanksuche durchgefihrt
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/blast.cgi). Die beste Ubereinstimmung fand sich mit der
C-terminalen Héalfte der Metapyrocatechase Mpcll (Genbank Zugangsnummer X52415;
Kabisch und Fortnagel, 1990) aus Alcaligenes eutrophus (22 % I|dentitét in einem 127 As-
Abschnitt). Der in Abb. 3-13 gezeigte Proteinvergleich von LmbB1 mit Mpcll wies folgende
Sequenzahnlichkeiten auf: (1) ein Motiv (blau), das bei vielen Catechol-2,3-Dioxygenasen
auftritt und die Consensus-Sequenz Hx;FYx,DPxGx3E hat (Harayama und Rekik, 1989),
wobe in LmbB1 nur der erste Histidin-Rest fehlt; (2) die His-His-hydrophob-Motive (rot),
die typisch fir Oxygenasen sind und zwei- bis dreimal pro Protein vorkommen. Sie sind
vermutlich fir die katalytische Aktivitat und/oder die Bindung bivalenter lonen, z.B. Fe**
verantwortlich (Nozaki, 1979); (3) am N-Terminus von Mpcll félt ein Bereich auf, der erst
im letzten Drittel von LmbB1 wiedergefunden werden kann. Dieser Proteinbereich in LmbB1
konnte elne dhnliche Funktion haben, wie der entsprechende N-Terminus von Mpcll.

In einem zweiten Suchlauf (http://blocks.fhere.org/) wurde ausschliefdlich nach bekannten
Motiven (Blocks) gesucht, d.h. Bereichen, deren Funktionen bekannt und typisch fir die
entsprechenden Enzyme sind (Henikoff und Henikoff, 1991). Dabei fanden sich drel As
Blocke A, B und C, die Ahnlichkeiten zu bekannten Enzymen hatten, die ale zu der Gruppe
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der ringspaltenden Extradiol-Dioxygenasen gehdren. Zu jedem Block sind im folgenden die
drei Proteine mit den besten Ubereinstimmungen angegeben:

Block A: (1) Metapyrocatechase Il (Catechol-2,3-Dioxygenase, EC 1.13.11.2) aus Alcali-
genes eutrophus; (2) Biphenyl-2,3-diol 1,2-Dioxygenase (EC 1.13.11.39) aus Pseudomonas
paucimobilis (Sphingomonas paucimobilis); (3) Biphenyl-2,3-diol 1,2-Dioxygenase | (EC
1.13.11.39) aus Rhodococcus globerulus.

Block B: (1) wie (1) aus Block A; (2) Metapyrocatechase (Catechol-2,3-Dioxygenase, EC
1.13.11.2) aus Bacillus stearothermophilus; (3) wie (2) aus Block A.

Block C: (1) wie (1) aus Block A; (2) wie (2) aus Block B; (3) wie (2) aus Block A.

Wie unschwer zu erkennen war, hatte auch bel dieser Suche die Metapyrocatechase Il aus
Alcaligenes eutrophus die beste Ubereinstimmung mit der eingegebenen As-Sequenz. Die
anderen gefundenen Proteine, eine weitere Metapyrocatechase und zwei Biphenyl-2,3-diol
1,2-Dioxygenasen untermauern die bisherigen Ergebnisse, da? LmbB1 eine ringspaltende
Extradiol-Dioxygenase ist.
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Mpcl | MDTHRADASQRSQAPAARPRHAVHSI DHYAL EVPDLAVAERFL DAFGL TVARTPECLEVY|
10 20 30 40 50 60

Mpcl | @ADQEQ@@HEYEQEEKRLAYLSFSCFEGDFAG RQQLAASGATL VEDPRYGDESGVW\FFD

80 90 100 110 120
10 20
LmbB1 MPS- VKSMPPVSVHHVIGVQTADL DN
Mpcl | PDGNLVQVKI GPKTSPSSKSPARL EGAPGEORGAVVRSQVORVL PRRLSHVL L FTPSVOR
130 140 150 160 170 180
30 40 50 60 70 80

LmbBl1 Sl SW(QEFFGCT VSWI'L DTFSALTHSRL PG ERLAEL RYGDVR— FHHI GVKSGAAERSPA

Mocl | AL DFYRDAL GL RL SDRSDDVI AFTHAPYGS-LAL VKSSARG/\HHAAV\DVADVNEVGQ

190 200 210 220 230 240
90 100 110 120 130 140
LmbB1 EANQFQNCFAVGSPTELEAMRSWRAVP@ATU DVDKTDGVRSFYALD
Mpcl | GASQ\/AKAGYTQG/\GT ---------------------------- FYVLD
250 260 270

150
LmbBl PNGLEYEFTYVPDGPR

Mpcl | |PWESECEYSADI DYl PAGQAWPAGDFAAEDSL YOWGPDVPEYFVRNTEA
280 290 300 310 320

| Hx7FYx,DPxGxsE| Extradiol-Dioxygenase-Motiv | | HH#-Motiv, mit # = hydrophober Rest

| As111- 126 von LmbB1 hat die gleiche Funktion wie der N-Terminus von Mpcll?

Abb. 3-13. Vergleich der As-Sequenzen von LmbB1 und Mcpll. Die Proteindhnlichkeit betragt 22 %
Identitat in 127 As. LmbB1 (schwarz), L-DOPA-2,3-Dioxygenase aus Streptomyces lincolnensis.
Mpcll (grin), Metapyrocatechase aus Alcaligenes eutrophus. Konservierte Regionen: (1) In blau
hervorgehoben, ein Motiv, das bei vielen Extradiol-Dioxygenasen auftritt, wobei bei LmbB1 nur der
erste Histidin-Rest fehlt. (2) In rot, die His-His-hydrophob-Motive, die typisch fur Oxygenasen sind und
2 - 3mal pro Protein vorkommen und vermutlich Fe” binden. (3) Grun markiert ist im letzten Drittel
von LmbB1 ein Bereich, der am N-Terminus von Mpcll wiedergefunden werden kann (ebenfalls grun
markiert). Diese beiden Proteinabschnitte kdnnten eine dhnliche Funktion haben. Unter der Sequenz
ist aulRer der Legende fir die konservierten Regionen die Consensus-Sequenz fiir Extradiol-
Dioxygenase-Motive angegeben. Mit x sind variable As bezeichnet.
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3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

3.2.1 Allgemeine Eigenschaften der genetischen Umgebung von ImbY

Die Leserahmen im Bereich von ImbY wurden wie in Abb. 3-14 A dargestellt festgelegt
(Peschke et al., 1995). Das Gen ImbY hat eine Lénge von 888 bp, die fir 296 As kodieren und
eine molekulare Masse von 32,4 kDa ausmachen. Das Gen ImbU, welches stromaufwarts von
ImbY lokalisiert ist und eine Lange von 672 bp hat, kodiert fir ein 224 As-Protein mit einer
relativen Masse von 25,3 kDa. Stromabwaérts von ImbY liegt das 891 bp umfassende Gen
ImbX, dessen Genprodukt eine errechnete Masse 30,7 kDa bel 297 As hat. Die Gene ImbY und
ImbX sind hochstwahrscheinlich trandational gekoppelt (Gold und Stormo, 1987), denn, ver-
gleichbar mit ImbB1 und ImbB2 (vgl. Abschnitt 3.1.1), tUberlappen das Startcodon von ImbX
(im Beispiel fett dargestellt) und das Stopcodon von ImbY (unterstrichen): ...GCATGATC....

Wie in der Einleitung beschrieben wurde, konnte die Funktion des Genproduktes von ImbY
noch nicht aufgeklart werden. Es bestand die Hypothese, dal3 es eine Deazaflavin-Coenzym-
abhangige Oxidoreduktase ist, deren zweites Substrat entweder NAD(P)H oder TDPPL ist. Es
wurden Datenbanksuchen (»BLAST Searches«) durchgefiihrt, um nach Sequenzhomologien
zu anderen Proteinen, deren Funktionen bekannt waren, zu suchen. Dabel wurden die
Ergebnisse vorheriger Datenbanksuchen bestétigt. Die dnlichen Proteine sind in Tab. 3-5
wiedergegeben. Es fallt auf, dai? die meisten Proteine Fao-abhangige N°,N**-Methylentetra-
hydromethanopterin-Reduktasen und einige F4.0-abhangige Dehydrogenasen sind. Fir LmbY
wurde aber weiterhin vermutet, dal3 es fir einen Syntheseschritt der PPL-Untereinheit
verantwortlich ist, was auch im Laufe der Arbeit bestétigt wird. Da die gefundenen Fsp0-
abhangigen Proteine in vielen verschiedenen Stdmmen vorkommen und dort anscheinend
Primarstoffwechsel funktionen einnehmen, konnte man davon ausgehen, daR die Ahnlichkeit
zu LmbY durch ein Fso-bindendes Motiv verursacht wurde. Es mufdten weiterhin andere
Wege gefunden werden, um die Bedeutung von LmbY fiur die Lm-Biosynthese ersichtlich zu
machen.

Es war weiterhin nicht bekannt, welche Lénge das Transkript im Bereich von ImbY hat. Es
bestanden die Moéglichkeiten, dal? entweder ein 1,8 kb ImbYX oder ein 2,6 kb ImbUYX Tran-
skript entsteht (vgl. Abb. 3-14 A). Darliber hinaus mufde die Vermutung bestétigt werden,
dal3 ImbY zu denjenigen Genen gehort, die fur die Synthese der PPL-Untereinheit von L m

verantwortlich sind.
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3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

Tab. 3-5. LmbY-&hnliche, F4y-bindende Proteine, ihre Urspriinge und ihre Ahnlichkeit mit LmbY.

Protein

Stamm

Ahnlichkeiten 2

N® N*°-Methylentetrahydro-

methanopterin Reduktase

N® N'°-Methylentetrahydro-

methanopterin Reduktase

Methylentetrahydro-
methanopterin Reduktase

Coenzym F4,0-abhéngige
N® N'°-Methylentetrahydro-

methanopterin Reduktase

F420-abhangige Glucose-6-
phosphat Dehydrogenase

F4.0-abhangige Alkohol

Dehydrogenase

Methanococcus jannaschii

Archaeoglobus fulgidus

Methanobacterium

thermoautotrophicum

Methanopyrus kandleri

Mycobacterium avium

Methanoculleus thermophilicus

| = 57/221 (25 %),
A = 98/221 (43 %)

| = 69/275 (25 %),
A =114/275 (41 %)
| = 54/222 (24 %),
A =92/222 (41 %)

| = 56/231 (24 %),
A =97/231 (41 %)

| = 63/215 (29 %),
A = 92/215 (42 %)

| = 56/226 (24 %),
A = 95/226 (41 %)

21, Identitat; A, Summe aus identischen und &hnlichen As (bestimmt nach Matrix BLOSUM62).

3.2.2

Uberprifung verschiedener Bakterienstamme auf (a) die Anwesenheit von

ImbY oder homologen Genen und (b) die Position von ImbY in den Linco-

mycinproduzenten mit Hilfe von DNA-DNA-Hybridisierung

Die in der Diplomarbeit (Neul3er, 1995) durchgefiihrten Versuche, bei denen nach weiteren
Stdmmen (aulfer S lincolnensis 78-11 und NRRL 2936) gesucht wurde, die ImbY oder ein

homol oges Gen besitzen, wurden erweitert. Dazu wurden von L m-Produzenten (Nr. 1 - 7) und
von Lm-Nichtproduzenten (Nr. 8 - 13) die chromosomale DNA isoliert (vgl. Abschnitt 2.2.2.2):

1) S lincolnensis 78-11

2) S lincolnensis NRRL 2936
3) S lincolnensis NRRL 5321

Lm"* (Uberproduktionsmutante)

Lm* (Wildtyp)

Lm~ (Mutante von NRRL 2936)

4) S pseudogriseolus NRRL 3985 Lm"
5) S sp. (espinosus) NRRL 3890 Lm"
6) S espinosus NRRL 5729 Lm"
7) S vellosus NRRL 8037 Lm"

® Forts. Nr. 8 - 13: n&chste Seite
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A 617 bp 1£I§’bp intercistronische Bereiche 8213;)
500 bp 2,6 kb Transkript?

1,8 kb Transkript?
(TK)

N CEY:  [P[imbuD imby Y imox > lim WD
[

[T I I I I
BamHI Nael Sphl  NaelNcol Sphl BamHI BamHI
BamHI BamHI Sstl

Sstl Sphl Sstl Sstl
BamHI
Ncol 438 kb Nael Fragment
B
2548 b BamHI
4159 b Sstl
3416 b . 983 bp ] Sphl
2533 b e 983 DDl Sphl/Sstl
Y T | LT SphiBamHI
e 2080 DD Ncol/BamHI

Abb. 3-14. A. Aufbau des Genclusters im Bereich von ImbY. [P] markiert die vermuteten Stellen der
Promotoren, die als Startpunkt fur ein 2,6 kb ImbUYX oder ein 1,8 kb ImbYX Transkript dienen
wirden. Oberhalb der Gene sind in grau die intercistronischen Bereiche angegeben. (TK), putative
translationale Kopplung. Das 438 kb Nael ImbY Fragment (herausgehoben im Block mit senkrechten
Linien) wurde als Sonde fir »Southern« Experimente verwendet (s. Abschnitt 3.2.2). B. Es sind die
DNA-Fragmente aus hydrolysierter chromosomaler DNA von S. lincolnensis 78-11 und NRRL 2936 zu
sehen, die mit der 0.g. Sonde hybridisierten (vgl. auch Tab. 3-6). Die verwendeten Restriktionsendo-
nukleasen sind rechts neben den hybridisierenden Fragmenten angegeben.

8) S caelestisNRRL 2418 Lm™ (Celesticetin®)
9) S lividans 66 TK23 Lm™

10) S galbus DSM 40480 Lm™ (Sm")

11) S. griseus DSM 40236 Lm™ (Sm")

12) S griseus N2-3-11 Lm™ (Sm")

13) S glaucescens GLA.0 DSM 40716 Lm™ (5-OH-Sm")

Die chromosomale DNA der einzelnen Stdmme wurde jeweils mit folgenden Restriktions-
endonukleasen behandelt: BamHI, Sstl, Sphl, Sphl/Sstl, Sphi/BamHI, Ncol/BamHI. Die
hydrolysierte DNA wurde mittels Agarosegel el ektrophorese aufgetrennt und auf Membranen
geblottet. Das interne 438 bp Nael Fragment aus ImbY wurde als Sonde verwendet (s. Abb.
3-14). Dabei hybridisierten die *P-markierten Sondenmolekiile an den DNA-Fragmenten mit
den in Tab. 3-6 aufgelisteten Grofien (Agarosegele und Autoradiogramme nicht gezeigt). Nur
die DNA aus Lm-Produzenten, nicht aber z.B. aus Celesticetinproduzenten hybridisierte mit

67



3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

der Sonde. Dieses Ergebnis bestétigte frihere Resultate (Peschke et al., 1995), in denen

grofRere Segmente des Imb-Clusters als Sonden verwendet wurden.

Tab. 3-6. GrolRen der DNA-Fragmente, die mit einem ¥p_markiertem internen 438 bp Nael Fragment
aus ImbY hybridisierten. Die mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen hydrolysierte und auf
Nylonmembranen immobilisierte DNA wurde aus den aufgelisteten Streptomyces-Stdmmen isoliert.
n.g., nicht getestet; —, kein Signal aufgetreten.

Stamm BamHI Sstl Sphl Sphl/Sstl Sphl/BamHI  Ncol/BamHI

S. lincolnensis 78-11 2,5 4,2 3,4;1,0 2,5; 0,95 1,6; 0,95 2,0
[2,55]? [4,16]2 [3,41;0,981* [2,53;0,98]% [1,62;0,93]* [2,08]°?

S. lincolnensis NRRL 2936 2,5 4,2 3,4;1,0 2,5; 0,95 1,6; 0,95 2,0
[2,55]? [4,16]2 [3,41;0,981* [2,53;0,98]% [1,62;0,93]* [2,08]°?

S. lincolnensis NRRL 5321 2,5 4,2 34;1,0 2,5; 0,95 1,6; 0,95 2,0
S. pseudogriseolus NRRL 3985 20; (3,1)" n.g. >22;1,0 1,9; 0,95 1,0 10
S. sp. (espinosus) NRRL 3890 20; (2,7)° n.g. 10; 1,0 1,9; 0,95 n.g. 10
S. espinosus NRRL 5729 n.g. n.g. 10; 1,0 1,9; 0,95 n.g. 10
S. vellosus NRRL 8037 2,0 4,6 5,5;1,0 4,2; 0,95 1,0;<0,1 10

S. caelestis NRRL 2418 - - - - - _
S. lividans 66 TK23 - - - - - -
S. galbus DSM 40480 - - - - - _
S. griseus DSM 40236 - - - - — _
S. griseus N2-3-11 - - - - - _

S. glaucescens GLA.0 DSM 40716 - - - - - _

% Die theoretischen Werte in den eckigen Klammern sind von der DNA-Sequenz ableitet und gelten
dementsprechend nur fur S.lincolnensis NRRL 2936 und 78-11 (Peschke et al., 1995; EMBL
Zugangshummer X79146). ® sehr schwaches zusatzliches Signal.

3.2.3 Herstellung einer ImbY-Insertionsmutante von S. lincolnensis NRRL 2936

Die gezielte Mutation des Gens ImbY wurde im Wildtypstamm S. lincolnensis NRRL 2936
durchgefiihrt, weil im Uberproduktionsstamm 78-11 die gesamten Imb/Imr-Gene doppelt
vorlagen (Peschke et al., 1995). Als Trager der Gene fur die homologe Rekombination
wurden die »Suicide-Plasmide« pDNW25Z bzw. pDNW25E (s. Anhang 3) konstruiert. Die
Bezeichnung »Suicide-Plasmid« bezeichnet die Unfahigkeit der Plasmide, sich in Strepto-
myceten zu replizieren, weil der entsprechende ori fehlt. Fir die Konstruktion dieser beiden
Plasmide wurde das 2,1 kb Smal Fragment aus pTU661-98 (Zhang, 1993; s. Anhang 3) in die
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EcoRV-Schnittstelle des Vektors pBluescript || SK+ ligiert. Anschlief?end wurde das
entstandene rekombinante Plasmid mit Sphl hydrolysiert und die Sphi-Schnittstelle, die
innerhalb des Gens ImbY lag, mit Klenow-Fragment der DNA-Polymerase | behandelt, um ein
glattes Ende (»blunt end«) zu erhalten. Das 1,3 kb Smal/EcoRV Fragment aus pEFBA (vgl.
Anhang 3), welches das Resistenzgen aacC4 mit natirlichem Promotor enthielt, wurde in
diese Schnittstelle ligiert (Schema der Klonierung vgl. Anhang 2-5). Da es sich hierbei um
eine Ligation handelte, bei der glatte Enden miteinander verkntipft wurden, konnte das Gen
aacC4 in zwel Orientierungen vorliegen, die aus Abb. 3-15 ersichtlich sind. Durch die zwei-
fache Orientierung des aacC4 Gens konnten noch weitere Mutanten mit unterschiedlichen
genetischen Eigenschaften erhalten werden.

Protoplasten von S lincolnensis NRRL 2936 wurden fur den Vorgang der homologen
Rekombination mit den rekombinanten Plasmiden pDNW25Z und pDNW25E transformiert
und auf SPMR-Agarplatten mit 25 pg/ml Am inkubiert. Dadurch konnten insgesamt 58 auf

Am wachsende Kolonien isoliert werden.

EcoRV/SmaI B SmaI/EcoRV
i ImbU* ImbY* aacC4 ImbY> ImbX ;>
pDNW25Z > | ' 1
pBluescript Il SK+
500b X%
er Elmbu > | ImbY ImbX | > m< ImbW
s B B B : x x 5 B;s E B B
chromosomale DNA
S. lincolnensis NRRL 2936
i _Imbu > [ Imby' aacC4__ > [mbYY Imbx s
pDNW25E : , :
B B pBluescript Il SK+

Abb. 3-15. Zerstorung der genomischen Genstruktur von S. lincolnensis NRRL 2936 durch homologe
Rekombination nach Transformation mit den rekombinanten Plasmiden pDNW25Z und pDNW25E. In
der Mitte ist der Bereich der urspringlichen chromosomalen DNA von S. lincolnensis NRRL 2936
dargestellt. Die beiden mit »pDNW25Z« und »pDNW25E« bezeichneten DNA-Fragmente oberhalb
und unterhalb der chromosomalen DNA stellen die Teile der rekombinanten Plasmide pDNW25Z und
pDNW?25E dar, die homologe Rekombinationsereignisse verursachen kdnnten. Die Plasmide wurden
auf der Basis von pBluescript Il SK+ konstruiert. Die vier gro3en Kreuze markieren die homologen
Bereiche der rekombinanten Plasmide pDNW25Z/E und der genomischen DNA. B, BamHI; E, EcoRl;
S, Sphl; X, Xbal.
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3.2.4 Analyse der erzeugten Mutanten

Nachweis von Lincomycin mittels Plattendiffusionstests

Die Am®-Mutanten wurden durch Plattendiffusionstests mittels des Lm®-, aber Am~-Indika-
torstammes Micrococcus luteus auf L m-Produktion getestet. Es stellte sich heraus, dal? alle 58
Am~-Mutanten kein Lm mehr produzierten. Transformanten, die nicht sporulierten oder kein
Melanin mehr produzierten, wurden verworfen, da bei diesen noch andere, nicht beab-
sichtigte, spontane M utationen aufgetreten waren.

Polymer asekettenreaktion (PCR)

Eine weitere Analyse der AmR-Mutanten von S lincolnensis NRRL 2936 wurde mit Hilfe der
PCR durchgefuhrt. Als Matrize (»template«) fur die Reaktionen wurde die chromosomale
DNA von zehn willkdrlich ausgewahlten Mutanten eingesetzt. Als Primer wurden Oligo-
nukleotide verwendet, die sich an den Genstart und an das Ende einerseits von ImbY (I nbY-
a und | mbY- e) und andererseits von aacC4 anlagern konnten (aacC4- a und aacC4- e).
Die Sequenzen und Anlagerungstemperaturen kénnen Tab. 2-4 entnommen werden. Die
Primer wurden in den Kombinationen | nbY- a/l mbY- e und aacC4- a/aacC4- e in einem
Standardansatz (vgl. Abschnitt 2.2.9) eingesetzt. Die Anlagerungstemperatur betrug in allen
Ansétzen 60 °C. Anschlief3end wurden die PCR-Produkte einer AGE zugefihrt. In Abb. 3-16
sind die Photos der Agarosegele dargestellt. Bei den PCR-Produkten, die mit der Oligo-
nukleotidkombination | mbY- a/ | nbY- e gewonnen wurden, war zu erkennen, dal3 sich die
Mutanten 2 und 9 von den anderen durch die Grof3e der PCR-Produkte unterschieden. Das
konnte damit erklart werden, dal? bei diesen beiden Mutanten ein doppeltes Rekombinations-
ereignis (»crossover«) stattgefunden haben mufdte. Wie in den Abb. 3-16 und 3-17 zu
erkennen ist, war sowohl die experimentelle als auch die theoretische Fragmentgrofie des
PCR-Produktes beim Wildtyp und bei Mutanten mit einem einfachen »crossover« 888 bp,
welches genau der GrolRe vom ImbY entsprach. Die Mutanten mit einem doppelten
»Crossover« erzeugten PCR-Produkte mit einer Grélde von 2,4 kb. Bei der Auftragung der
PCR-Produkte mit der Primerkombination aacCA4- a/ aacC4- e liefden sich Mutanten mit
einfachem und doppeltem »crossover« nicht unterscheiden. In allen DNA-Pr8parationen der
untersuchten Mutanten konnte das aacC4 Gen durch die Anwesenheit der charakteristischen

Bande bei 609 bp nachgewiesen werden.
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A B

Mul | Mu2 | Mu3 | Mua | Mus | M | mus | Mu7 | Mus | mu9 | muo | wr Mul | Mu2 | Mu3 | Mua | mus | mus | M| mu7 | mus | Mus | muto | wr
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11 12 1 2 3|al5 6/ 7 8 9f10 1 1

Abb. 3-16. Darstellung der PCR-Produkte aus genomischer DNA der ImbY-Insertionsmutanten in
Agarosegelen. Spuren 1 - 5 und 7 (»Mul - 6«): Mutanten 1 - 6 (erzeugt durch pDNW25Z2); Spuren 8 -
11 (»Mu7 - 10«): Mutanten 7 - 10 (erzeugt durch pDNW25E); Spur 12 (»WT«): Wildtyp; Spur 6 (»M«):
| EcoRI/HindllI-DNA-GréRenmarker. A. PCR-Produkte, die mit den Oligonukleotiden | mbY-a und
| mbY- e erzeugt wurden. B. PCR-Produkte, die mit den Oligonukleotiden aacC4- a und aacC4- e
erzeugt wurden.

DNA-DNA (»Southern«)-Hybridisierung

Fir die Genomanalyse der Mutanten mittels »Southern« Hybridisierung wurde mit BamHI
hydrolysierte chromosomale DNA verwendet. Als Sonden wurden das 0,9 kb Aval/Sall
Fragment aus pSZW755 (enthielt ImbY, am Anfang um 30 bp deletiert, s. Anhang 3) und das
1,5 kb Pstl Fragment aus pEFBA (enthielt aacC4, s. Anhang 3) eingesetzt. Die Markierung
der DNA-Sonden, die Hybridisierung und anschlief3ende Detektion erfolgten nicht-radioaktiv
(s. Abschnitt 2.2.7). Die Signale, die nach ca. 15min zu sehen waren (vgl. Abb. 3-17),
wurden mit den in Abb. 3-18 gezeigten theoretischen Fragmentgrofien verglichen. Dabel
konnten alle in der »Southern« Analyse erzeugten Fragmentmuster der einzelnen Mutanten
den theoretisch berechneten Mustern zugeordnet werden. Es wurde zwischen den Mutanten,
die mit den beiden verschiedenen rekombinanten Plasmiden erzeugt wurden und einfachen
bzw. doppelten Rekombinationsereignissen unterschieden. Zusétzlich mufdte bei dem
einfachen »crossover« zwischen zwel Mutantentypen differenziert werden, je nachdem, ob
die Insertion links oder rechts von aacC4 stattfand (vgl. Abb. 3-15). In beiden Fallen wurde
der Vektoranteil des Plasmids mit ins S lincolnensissGenom integriert. In der Summe

konnten somit sechs verschiedene chromosomale Strukturen entstehen, die in Abb. 3-18
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wiedergegeben sind. Die S lincolnensis-Mutanten 1, 3, 5 und 6 entstanden durch einfaches
»Crossover« der genomischen DNA mit pDNW25Z im Bereich von ImbYX (»rechts« des
aacC4 Gens, vgl. Abb. 3-15 mit Abb. 3-18 [2. (3)]), wahrend die Mutante 4 durch einfaches
»crossover« mit pPDNW25Z im Bereich von ImbUY gebildet wurde (»links« des aacC4 Gens,
vgl. Abb. 3-15 mit Abb. 3-18 [2. (b)]). Die Mutanten 2 und 9 wurden durch doppeltes
»Crossover« erzeugt, was aufgrund der PCR-Analyse bereits postuliert worden war (vgl. Abb.
3-16 A, Spuren 2 und 10). Die restlichen der zehn untersuchten Mutanten, 7, 8 und 10,
entstanden durch Rekombination mit pPDNW25E im Bereich von ImbUY (vgl. Abb. 3-15 mit
Abb. 3-18 [4. (b)]). Keine der untersuchten Mutanten hatte die genomische Struktur, die bei
einem einfachen Rekombinationsereignis mit pPDNW25E im Bereich von ImbYX zu erwarten
gewesen ware. Alle moglichen und tatsachlichen Rekombinationsereignisse sind nochmalsin
Abb. 3-18 zusammengefalit.

WT ‘ Mul Mu2 ‘ Mu3 ‘ Mu4 M ‘ Mu5 Mu6 Mu7 ‘ Mu8 Mu9 ‘Mulo‘
T 3 | a4 | s 6 | 7 | 8 | o | 10 1 | 12
A
5,0
40
— — 3,0 e —
P — 2,0 e — - - T
- -
1,0
s
B
5,0
4,0
- - —
»
1,0

Abb. 3-17. Nicht-radioaktive »Southern« Analyse von zehn S. lincolnensis ImbY-Insertionsmutanten.
Die BamHI-hydrolysierte genomische DNA wurde mit zwei Sonden hybridisiert. A. Hybridisierung mit
einem 0,9 kb ImbY Fragment. B. Hybridisierung mit einem 1,5 kb aacC4 Fragment. Die Spuren (A
und B) wurden wie folgt belegt: Spur 1 (»WT«): Wildtyp; Spuren 2 - 5, 7 und 8 (»Mul - 6«): Mutanten
1 - 6 (erzeugt durch pDNW25Z); Spuren 9 - 12 (»Mu7 - 10«): Mutanten 7 - 10 (erzeugt durch
pDNW?25E); Spur 6 (»M«) i.V.m. den schwarzen waagerechten Linien: aus einem | EcoRI/Hindlll-
DNA-GroéRenmarker extrapolierte DNA-GroR3en.
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1. doppeltes »crossover«; pDNW252

—>» Mutante 2

\ImrC [ imbu [Cimby: ] aacC4 | ImbX mrB I\ 1,0 kb
=T X T T - T T —>
B B . B B B B B
! 3,10 kb d 100kb '
2. einfaches »crossover« (a); pPDNW25Z —> Mutante 4
\mrC [[mbu > | imbY > ImbX' > ImbU* [[imby* ] aacC4__ | imby>] ImbX > imrB D
=T T T — T T
B B*B (pB\ueg‘crip.@ B B B B
\ g2
! 2,60 kb L. 2,75 kb d 100kb !
2. einfaches »crossover« (b), pPDNW25Z —>» Mutanten 1, 3,5, 6
\ImrC [Cmbu_ > [[mby | < aacca | imbx > 1 imbu” > [_mby Y Imbx__> A\
T = e
B 8B B B B B
B B
L 1L 1 L 1
! 3,10kb T 1,00kb ' 2,30 kb !

3. doppeltes »crossover«; pDNW25E

—>» Mutante 9

[[imbu > [ Imby

\mrC |
JU I
B BB H

aacCa > [mby>[ Imbx__ >
T T
B

B
|

! 1,65 kb

4. einfaches »crossover« (a); pPDNW25E—> keine der untersuchten Mutanten

2,45 kb !

B

JmrC [Cimbu [ mby > mbx > i _imbur [mby| [macca imby>[___ImbX mis N>
~— - 1 1
B BJLB (pBIueécvipl@ IB :3 B B
B B
L ] L I ]
! 2,60 kb vt 1,40 kb " 2,40 kb !
4. einfaches »crossover« (b); pPDNW25E—>» Mutanten 7, 8, 10
\imrc [Cimbu > [imby | [aacca._ > imbx_>> | imbu > [ _imby > Imbx__ > \
J | ? T
B BB B B B B
B B
L 1l ] L ]
' 1,65 kb K 2,40 kb T 2,30 kb !

Abb. 3-18. Mdogliche und tatséchliche Rekombinationsereignisse der genomischen DNA von
S. lincolnensis NRRL 2936 mit den rekombinanten Plasmiden pDNW25Z und pDNW?25E. Die grauen
Ovale markieren die Bereiche, in die DNA aus den Plasmiden integriert wurde. Unter den Abbildungen
der chromosomalen DNA sind die BamHI Fragmente hervorgehoben, die mit einer der Sonden (ImbY
oder aacC4 Fragment) hybridisierte. Die Ovale mit der Bezeichnung »pBluescript 1l SK+« kenn-
zeichnen die Stellen, an der Vektoranteil mit integriert wurde. B, BamHI.
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3.25 Komplementation der erzeugten Insertionsmutanten

Nachdem die Art der genetischen Verénderung im Genom der Mutanten bekannt war, konnte
durch die folgenden Experimente die Lokalisation des Promotors stromaufwérts von ImbY
bestimmt werden. Dazu wurden die unten beschriebenen rekombinanten Plasmide konstruiert,
die zur Komplementation der Mutanten eingesetzt werden sollten. Das Plasmid pDNW27,
welches die Gene ImbY und ImbX mit Hilfe des postulierten nattirlichen Promotors expri-
mieren sollte, entstand in zwei Schritten. Das 2,1 kb Xhol/EcoRI Fragment aus pTU661-98
wurde in pUC18 kloniert. Das resultierende Plasmid pUC-Y X wurde mit EcoRI und Hindl I
hydrolysiert und das 2,1 kb Fragment mit pUWL 218 zu pDNW27 ligiert. Das rekombinante
Plasmid pDNW28 konnte durch Ligation des 2,95 kb BglllI/EcoRI Fragments aus pTU661-98
in pUWL218 (BamHI/EcoRI) gewonnen werden und sollte die Gene ImbUYX durch ihre(n)
eigenen Promotor(en) exprimieren.

In ersten Versuchen wurden die S lincolnensis-Mutanten 1, 2, 4, 7, 9 und der Wildtyp mit
den beiden Plasmiden bzw. dem Vektor pUWL218 transformiert. Alle Transformanten
zeigten in einem Plattendiffusionstest einen Hemmhof, auch digjenigen, die mit pUWL218
transformiert waren. Es stellte sich heraus, dal3 der Indikatorstamm Micrococcus luteus zwar
AmR, aber gleichzeitig auch Ts® war. Es wurde erst versucht, mit einer sehr niedrigen Ts-
Konzentration (< 0,25 pg/ml) zu arbeiten, um durch Ts keine Hemmhofe zu erhalten. Es
konnte aber beobachtet werden, dal3 in den Transformanten unter diesen Bedingungen das
Plasmid nicht stabil war, was durch das Ausbleiben des Wachstums bei anschlief3endem
Transfer auf Platten mit 25 ug/ml Ts deutlich wurde. Als weitere Alternative konnte
S lividans/pUWL 201 als Indikatorstamm verwendet werden. Ein Nachteil bestand darin, daf3
S lividans 2 - 3 d wachsen muldte, bis ein geschlossener Bakterienrasen entstanden war, in
dem man durch Lm verursachte Hemmhofe hétte erkennen konnen. Als dritte Alternative
wurde ein Ts*-M. luteus-Stamm generiert, denn der in dieser Arbeit verwendete Stamm
M. luteus DSM 348 war u.a. sensitiv gegentiber Lm (MIC 3 pg/ml), Ts (MIC 3 pg/ml) und Er
(MIC nicht exakt bestimmt). Dagegen wurde der Stamm in Anwesenheit von Am
(> 25 pg/ml) und Hy (> 250 pg/ml) nicht im Wachstum beeintrachtigt. Um diesen Stamm in
Plattendiffusionstests auf Produktion von Lm in Gegenwart des zur Selektion verwendeten Ts
einsetzen zu kénnen, wurde M. luteus DSM 348 wie folgt mutagenisiert. Die angewandte
Methode ist an das PEG-induzierte Transformationsverfahren fur Streptomyceten nach
Hopwood et al. (1985) angelehnt (vgl. Abschnitt 2.2.15). Die Ts-Resistenz der funf dabel

entstanden noch Lm®-M. luteus-Mutanten (M. luteus DN218) entstand spontan durch die
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Behandlung der Zellen, da weder ein Plasmid isoliert werden konnte, noch die tsr-Kassette
des eingesetzten Vektors pUWL218 durch »Southern« Hybridisierung (mit dem 1 kb Bcll
Fragment aus pGM 102 als Sonde) in der chromosomalen DNA der Mutanten wiedergefunden
werden konnte (nicht gezeigt).

Bel der Prozedur, die erhaltenen S lincolnensis-Transformanten auf frische Platten zu
Uberimpfen, stellte sich heraus, dald sich die Hemmstoffkombination von Ts und Am as
Selektionsbedingung stark wachstumshemmend auswirkte. Es konnte kein Bakterienrasen
erzeugt werden, der aber fUr den Nachweis der Lm-Produktion in S lincolnensis NRRL 2936
bzw. in den komplementierten Mutanten notwendig gewesen waére.

Optimales Wachstum konnte beobachtet werden, wenn man die Protoplasten der Mutanten
Mu2 und Mu9 bzw. des Wildstammes als Kontrolle, statt mit den bisher verwendeten Plas-
miden pDNW27 und pDNW28, mit pDNW27J und pDNW28J transformierte. Diese beiden
Plasmide wurden durch Uberfiihrung der ImbUYX bzw. ImbYX Genkassetten in den Vektor
pJOE837 geschaffen. Die Konstruktion von pDNW27J und pDNW28J kann Anhang 2-7 ent-
nommen werden, die Plasmide sind in Anhang 3 abgebildet.

Die Antibiotika Hy und Am beeinfluf3ten in Kombination das Wachstum der Transforman-
ten nicht. Deshalb wurden die Komplementationen nur mit den Hy-vermittelnden Plasmiden
beendet. Die erhatenen Transformanten wurden auf SPMR Hy und SPMR Am Hy angezogen
und dreimal auf weitere Platten Uberimpft, um die Stabilitét des Chromosoms und der
Plasmide zu gewahrleisten, was sich in einem konstanten Phénotyp ausdrickte.

Nicht ale transformierten Mutanten zeigten in einem Plattendiffusionstest mit M. luteus
den erwarteten Phanotyp und produzierten wieder Lm. Es war offensichtlich, dal3 nur das
Plasmid pDNW28J, welches die drei Gene ImbUYX unter der Kontrolle des natirlichen
Promotors und der eigenen RBS exprimierte, die Kompetenz zur Lm-Produktion zurtick-

500 b 2,6 kb Transkript

ImrC Pl imbu > [ ImbY Y 1mbx > I ERP

Abb. 3-19. Das Imb/Imr-Gencluster im Bereich von ImbY. Die Linie, die mit »2,6 kb Transkript«
bezeichnet ist, markiert die Transkriptionseinheit, auf der ImbY liegt. [P] markiert den putativen
Promotor stromaufwarts von ImbU.
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Tab. 3-7. Ergebnisse der Komplementationen der S. lincolnensis ImbY-Insertionsmutanten 2 und 9
durch Transformation mit den Plasmiden pDNW27J und pDNW28J.

Transformante \ Nr. “la b c 2a b c 3a b c
2936/pJOE837 + + ++ + + ++ + + ++
2936/pDNW27J + ++ o+t + + + + + +
2936/pDNW28J ++ + ++ ++ + ++ ++ + ++
Mu2/pJOE837 - - - - - - - - -
Mu2/pDNW27J - - - - - - - - -
Mu2/pDNW28J + ++ 4+ + + ++ + + ++
Mu9/pJOE837 - - - - - - - - -
Mu9/pDNW27J - - - - - _ - - _
Mu9/pDNW28J + + + + ++ 4+ ++ 4+ +

% Die drei Hauptspalten »1«, »2« und »3« bezeichnen drei verschiedene reprasentative Transfor-
manten von dem entsprechenden Stamm oder den Mutanten. In den einzelnen Spalten sind die
Ergebnisse der Hemmhoftests nach einmal Uberimpfen (a), nach zweimal Uberimpfen (b) und nach
dreimal Uberimpfen (c) gezeigt. —, kein Hemmhof; +, @ Hemmhof 15 - 25 mm (9 15 - 25 pg/ml); ++,
@ Hemmhof > 25 mm (—1\J > 25 pg/ml).

brachte. Die Tatsache, dal3 die Mutanten mit pDNW27J weiterhin kein Lm produzieren
konnten, liefd darauf schlief3en, dal3 ein Promotor stromaufwérts von ImbU lokalisiert ist und
nicht, wie auch vermutet wurde, vor ImbY (vgl. Abb. 3-14 A mit Abb. 3-19). Die Ergebnisse
der Plattendiffusionstests aller transformierten Mutanten und des Wildtyps a's Kontrolle sind
in Tab. 3-7 wiedergegeben.

3.2.6 Produktion von lslichem LmbY und His-tageLmbY

Eine erhthte Expression von ImbY konnte in E. coli und in S lividans erreicht werden
(Neuf3er, 1995). Durch die Plasmide pDNW7B und pDNW16 (s. Abb. 3-21 A) konnten die
Proteine LmbY und His-tageLmbY in E. coli BL21 (DE3) pLysS oder IM109 (DE3) nur als
unlésliche Einschluf3korper (»inclusion bodies«) produziert werden (s. Abb. 3-20 A; His
tageLmbY nicht gezeigt). Auch Anzuchten bei verschiedenen Temperaturen (18, 25 und
30°C) lieferten kein l6diches LmbY. Dies wurde jedoch in S lividans TK23/pDNW2
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3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

erreicht, in dem ImbY mittels des ermE-Promotors und der natlrlichen RBS exprimiert wurde
(vgl. Abb. 3-20 B).

Fir eine Reinigung und einen Enzymtest sollte ebenfalls das Poly-Histidin-Fusionsprotein
von LmbY in S lividans produziert werden. Es wurde zunéchst versucht, eine Expression zu
erreichen, indem das Xbal/BamHI ImbY Fragment aus pDNW16 mit RBS und His-tag aus
PET-16b in pUWL201 umkloniert wurde (pDNW26, Plasmid nicht gezeigt). In diesem Fall
konnte in Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgelen keine Produktion von His-tage
LmbY nachgewiesen werden. Wahrscheinlich war die RBS aus dem Vektor pET-16b, genau

ZE RE ZE RE
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Abb. 3-20. Darstellung des S. lincolnensis LmbY-Proteins in Coomassie-gefarbten SDS-Polyacryl-
amidgelen nach Laemmli. Das zuséatzlich produzierte Protein hat eine Grof3e von 32 kDa (siehe
Pfeile). M, Proteingelmarker, GréRen (in kDa) sind auf dem Gel angegeben. A. Das Gel (12 %
Trenngel, ca. 20 pg Protein/Spur) zeigt die Auftrennung der Gesamtzellextrakte von E. coli JM109
(DE3) pGP1-2/pT7-6 und -/pDNW7B, die 90 min nach Induktion (Spuren 2 und 3) hergestellt wurden.
B. Das Gel (12 % Trenngel, ca. 30 pg Protein/Spur) zeigt die Auftrennung der Gesamtzellextrakte
(Spuren 4 (»ZE 201«) und 6 (»ZE 2«) und der Rohextrakte (Spuren 5 (»RE 201«) und 7 (»RE 2«))von
S. lividans TK23/pUWL201 bzw. -/pDNW?2, die nach 3 d Wachstum in TSB Ts hergestellt wurden.

— p——
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3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

wie die aus pQE60 und pET-1l1a, fir eine Expression von ImbY in S lividans TK23
ungeeignet und wurde nicht erkannt. Bel einer genaueren Betrachtung der Shine-Dalgarno-
Sequenzen (Shine und Dalgarno, 1974) der einzelnen ImbY Expressionsplasmide (s. Abb.
3-21 B) fiel auf, dal3 die Absténde der vier Gbereinstimmenden Basen AGGA zum Startcodon
ATG in den E. coli Plasmiden (pDNW7B, pDNW16) 3 - 5bp kirzer waren as in den
Plasmiden fir eine ImbY-Expression in Streptomyceten (pDNW2, pDNW26RBSY). Dies
konnte unter anderem der Grund gewesen sein, dal3 die E. coli RBS in Streptomyceten nicht
erkannt wurden.

Wie oben erwdhnt, war eine Expression von ImbY in S lividans mit der eigenen RBS
maoglich. Die im folgenden beschriebene Klonierungsstrategie fur das rekombinante Plasmid
PDNW26RBSY ist im Anhang 2 schematisch wiedergegeben. Die RBS vor ImbY aus
pDNW2K wurde mittels PCR (Oligonukleotide RBSY- Kpnl und RBSY- Ncol ; Anla
gerungstemperatur 66,5 °C) amplifiziert und stromaufwarts des Histag aus pSPDN16

A Dl

pUWL201

T7F10p

[> ImbY > pDNW7B His-tag

pT7-6

[

PET-16b

’E l ImbY > pDNW26RBSY

pUWL2012N

RBS E.coli

RBS von ImbY

OOy v

B 1234567890123
..CTAGTGGAGGAAT. . . . ... ATG... Consensus E. coli
..CCATGAGAGGAGAGCGEEECGAACCATG...  pDNw2
..CTTAAAGAGGAGAAATTAAGCATGCGC...  pDNWT7B
. TTTAAGAAGGAGATATACCATGGEECCA...  pDNW16
..CCATGAGAGGAGAGCGGGCGAACCATG...  pDNW26RBSY

Abb. 3-21. A. Schematische Darstellung des unterschiedlichen Aufbaus der ImbY-Expressions-
plasmide. B. Vergleich der ImbY Shine-Dalgarno-Sequenzen der verwendeten Plasmide mit der
Consensus-Sequenz von E. coli (Gold und Stormo, 1987). Die fett gedruckten Buchstaben stellen die
RBS bzw. die Startcodons dar. Der optimale Abstand zwischen RBS und Startcodon betrégt in E. coli
7 bis 10 bp und in Streptomyceten in diesem Fall 13 bp.
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3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

zwischen die Ncol- und die Kpnl-Schnittstelle fusioniert. Das Produkt (pSPDN16RBSY)
wurde mit Kpnl und BamHI hydrolysiert und das entstandene 1,3kb Fragment mit
pUWL 201 zu pDNW26RBSY ligiert.

S lividans wurde mit pDNW26RBSY transformiert und Transformanten in TSB Ts
kultiviert. Die Produktion von |6slichem His-tageL mbY war nicht so stark wie die von LmbY
in S lividans TK23/pDNW2, konnte aber in einem Coomassie-gefarbten PAA-Gel dargestellt
werden (s. Abb. 3-22; Abb. 3-23).

26 26
201 2 201 | RBSY  RBSY M

Abb. 3-22. Expression von ImbY und his-tagelmbY in S. lividans TK23. Die Darstellung zeigt die
heterolog exprimierten LmbY- und His-tageLmbY-Proteine in einem Coomassie-gefarbten SDS-PAA-
Gel (12 % Trenngel, ca. 30 pg Protein/Spur). Die zusétzlich produzierten Proteine (siehe Pfeile) hatten
eine GrofRe von 32 kDa (LmbY, linker Pfeil) bzw. 35 kDa (His-tageLmbY). Letzteres verbirgt sich in den
mit den rechten beiden Pfeilen markierten Banden (deutlicher in Abb. 3-23 zu sehen). Spuren 2 und 4
(»201«): RE von S.lividans TK23/pUWL201 (Nullkontrolle.); Spur 3 (»2«): RE von S. lividans
TK23/pDNW2; Spuren 5 und 6 (»26RBSY«): RE von S. lividans TK23/pDNW26RBSY. Spuren 1 und 7
(»M«) = Proteingelmarker, GréRen (in kDa) sind auf dem Gel angegeben. Die einzelnen RE wurden
nach 3 d Wachstum in TSB Ts hergestellt.

3.2.7 Reinigung und Nachweis von His-tageLmbY

Die Expression von His-tageLmbY in S lividans TK23/pDNW26RBSY (vgl. Abb. 3-22) war
nicht stark genug, um eine zusétzliche Proteinbande vom Hintergrund unterscheiden zu
koénnen. Deshalb wurde His-tageLmbY mittels Ni-NTA-Agarose von den Ubrigen Proteinen
eines zellfreien Extrakts getrennt. Dazu wurden 2,1g S lividans TK23/pDNW26RBSY -
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Zellen in 3ml Lysepuffer (Qiagen, 1997) suspendiert und nach Lysozymbehandlung durch

Ultraschall aufgeschlossen. Dieser Extrakt wurde nach der Vorschrift des Herstellers der Ni-
NTA-Agarose (Qiagen, 1997) weiter behandelt. Durch das Waschen des Saulenmaterials
beginnend mit Waschpuffer (Eluate wurden mit FT1 bis FT5 bezeichnet) und abschlief3end

RE FT1 FT2 FI3| P FT4 FT5 E2 E3 E4

1 2 3 4 | 5 6 7 8 9 10

RE FT1 FT2 FT3 P FT4 FT5 E2 E3 E4

1 2 3 4.5 6 7 8 9 10

200

97
68
43
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14

Abb. 3-23. Reinigung von His-tage
LmbY. Die Darstellung erfolgte in
einem Coomassie-gefarbten PAA-
Gel (12 %iges Trenngel nach
Laemmli). Spur 1 (»RE«): Zell
freier Extrakt S.lividans TK23/
pDNW26RBSY, Spuren 2 - 4, 6 und
7 (»FT1 - FT5«): Eluate FT1 bis FT5,
die durch Behandeln der mit RE
beladenen  Ni-NTA-Agarose-Séaule
mit Waschpuffer entstanden, Spur 5
(»P«): Vorgefarbter Proteinstandard
mit eingezeichneten Hilfslinien
(GréRBenangaben auf dem Gel in
kDa), Spuren 8 - 10 (»E2 - E4«): Elu-
ate E2 bhis E4, die durch Waschen der
Saule mit Elutionspuffer entstanden.

Abb. 3-24. »Western« Analyse von
His-tageLmbY. Der Nachweis von
His-tag-fusionierten Proteinen
erfolgte in Extrakten aus S. lividans
TK23/pDNW26RBSY. Die Proteine
wurden nach SDS-PAGE auf einer
PVDF-Membran immobilisiert und
mit einem Anti-Penta-His-Antiserum
nachgewiesen. Die Auftragung der
Proteinextrakte und die Durch-
fuhrung der PAGE erfolgte wie in
Abb. 3-23 beschrieben Der Protein-
standard in Spur 5 mit den Hilfslinien
entspricht genau dem aus Abb. 3-23
und wurde deshalb Gibernommen.
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3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

mit Elutionspuffer (E1 bis £5) wurden die folgenden Proteinl6sungen erhalten: FT1 (6,06 mg
Protein/ml), FT2 (2,23 mg/ml), FT3 (1,84 mg/ml), FT4 (0,97 mg/ml), FT5 (0,62 mg/ml), EI
(0,24 mg/ml), E2 (0,17 mg/ml), E3 (0,76 mg/ml), £4 (0,56 mg/ml) und £5 (0,19 mg/ml). Eine
Auswahl der wichtigsten Extrakte wurde einer PAGE unterworfen, deren Ergebnis in Abb.
3-23 wiedergegeben ist. Aus der Laufeigenschaft der angereicherten Proteinbande (vgl. Abb.
3-23, Spuren 9 und 10) lief3 sich eine molekulare Masse von ca. 36 kDa ableiten (errechnet:
M, = 34,9 kDa).

Um nachzuweisen, ob das gereinigte Protein auch das gewtlnschte His-tageLmbY ist,
wurde eine »Western« Analyse mit einem Anti-Penta-:His-Antiserum und den vorher immo-
bilisierten Proteinextrakten durchgefthrt. Die Auftragung der Extrakte war identisch mit der
zuvor durchgefuihrten PAGE. Wie erwartet, traten deutlich spezifische Antikorperreaktionen
in den Spuren 1, 9 und 10 auf Hohe des angereicherten Proteins aus Abb. 3-23 auf (s. Abb.
3-24).

3.2.8 Versuch der Durchfihrung einer zweidimensionalen PAGE von LmbY

Mittels zweidimensionaler PAGE (2D-PAGE) gelingt die gleichzeitige Analyse einer grof3en
Anzahl individuell aufgelGster Proteinflecken in Gesamtzellextrakten (Proteomanalysen). In
einigen Féllen (z.B. die in dieser Arbeit durchgefihrte PAGE von S lividans TK23/
pPDNW26RBSY; vgl. Abb. 3-22) ist sie besser geeignet as die regulére, eindimensionale
PAGE, die durch ihre begrenzte Aufldsung den geforderten Anspriichen nicht immer gentigt.

Zur Ermdglichung der wachstumsabhangigen Analyse des LmbY -Proteins wurde eine 2D-
PAGE des Rohextrakts des Stammes S. lividans TK23/pDNW?2, der 16sliches LmbY enthielt,
durchgefiihrt. Als Referenz diente RE aus S lividans TK23/pUWL201. Die ganze Prozedur
erfolgte nach der Vorschrift von Gorg (1997) mit den fir Streptomyceten optimierten
Anderungen von Haase (M. Haase, BUGH Wuppertal, personliche Mitteilung). In der ersten
Dimension wurden die Proteine nach ihrem isoel ektrischen Punkt (1P) aufgetrennt. Die zweite
Dimension war eine SDS-PAGE nach Laemmli (1970). Die theoretische molekulare Masse
von LmbY betrug 32398 Da und der berechnete IP lag bei 5,92. Die experimentellen Daten
wichen nur wenig von den berechneten Werten ab. Die molekulare Masse von LmbY wurde
auf 32,5 kDa und der IP auf 5,4 bestimmt (vgl. Abb. 3-25).

Es war weiterhin zu erkennen, dal3 bei einem Vergleich der beiden Gele in Abb. 3-25, die

Intensitdten der einzelnen Proteinflecken (»Spots«) links und rechts voneinander abwichen.
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3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

Dies kam zustande, weil sich die beiden S lividans-Kulturen zum Zeitpunkt des Zellauf-
schlusses in verschiedenen Wachstumsphasen befanden. Ein anderer Grund fir die
mangelnde Identitét der Fleckenmuster auf den beiden Gelen war die Tatsache, dafi
Streptomyceten offensichtlich starke zelleigene Proteaseaktivitéten besitzen, die trotz der
Verwendung geeigneter Agenzien zur Hemmung von Proteasen (z.B. Harnstoff, Pefabloc®SC
(4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonylfluorid - HCl), Chaps  (3-[(Cholamidopropy!)dimethyl-
ammonio]-1-propansulfonat)) nicht vollsténdig inhibiert wurden. Dennoch konnten die
meisten Proteine auf dem linken Gel (S lividans/pUWL201) einem »Spot« auf dem rechten
Gel (S lividans/pDNW2) zugeordnet werden.
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Abb. 3-25. Proteomanalysen von S. lividans TK23/pUWL201 (links) und S. lividans TK23/pDNW2
(rechts) durch zweidimensionale Gelelektrophorese. Es sind nur die relevanten Gelausschnitte
gezeigt. In der Mitte sind die GroRen des verwendeten Proteinstandards angegeben. Die Kasten
markieren das LmbY-Protein auf der rechten Seite und die entsprechende Position auf der linken
Seite. Die molekulare Masse von LmbY konnte auf 32,5 kDa und der IP auf 5,4 festgelegt werden.
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3.2.9 Enzymtests auf NADPH:F420- und F420:PPL-Reduktase-Aktivitat

Im folgenden wurden (a) die zellfreien Extrakte von S lincolnensis NRRL 2936, S lincol-
nensis Mul, -Mu2, -Mu4, -Mu7, -Mu9, S griseus N2-3-11, S lividans TK23/pUWL 201,
S lividans TK23/pDNW2 und S lividans TK23/pDNW26RBSY auf NADPH:F0-
Reduktase-Aktivitét Gberprift (vgl. Abb. 3-26 A). Nach den Angaben von Eker et al. (1989)
und NeuRer (1995) besitzen S. griseus, S lividans, S lincolnensis und andere Streptomyces-
Stdmme NADPH:F,0-Reduktase-Aktivitét. Es galt zusétzlich festzustellen, ob die Extrakte
der neuen ImbY-Insertions-mutanten noch diese Aktivitéat aufwiesen. Dartber hinaus wurden
(b) die Rohextrakte von S lincolnensis NRRL 2936 und S lividans TK23/pDNW2 auf
Fa20H2:DDPPL -Reduktase-Aktivitét (vgl. Abb. 1-5) gepruft. Da kein Substrat (DDPPL) zur
Verfligung stand, wurde versucht, die Ruckreaktion zu messen (s. Abb. 3-26 B). Als Substrate
sollten PHA bzw. PPL dienen.

Es wurden zunéchst NaCl, Kaliumphosphatpuffer, 2-Mercaptoethanol, der Cofaktor (siehe

NADPH NADP
F420:NADPH-RedUktase
Faz0 FazoH>
B
Faz2o FazoH2
COOH NADP NADPH COOH
NAD NADH
R—N E ) R—N
LmbY?
R = H: Propylprolin (PPL) R = H: 2,3-Didehydropropylprolin (DDPPL)
R = CH3: Propylhygrinséure (PHA) R = CH3: 2,3-Didehydropropylhygrinséure

Abb. 3-26. Mdgliche Enzymaktivitaten von LmbY. A. NADPH:F,,0-Reduktase-Aktivitat, die in vielen
Streptomyces-Stammen gefunden werden kann. B. Uberprifung der Annahme, ob LmbY eine
F420:DDPPL-Reduktase ist. In diesem Fall wurde versucht, die Rickreaktion der postulierten Funktion
zu messen, da keine Substrat fiir die »normale« Reaktionsrichtung zur Verfigung stand. DDPPL, 2,3-
Didehydropropylprolin; PPL, Propylprolin.

83



3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

Tab. 3-8) und Rohextrakt der zu untersuchenden Stdmme vorgelegt. Der Faktor Fixo
(Absorptionsmaximum | = 399 nm), der die Reaktionsltésung fluoreszierend-gelb férbte,
wurde zum Schlufd zugegeben und die Extinktionsanderung photometrisch bei 399 nm 5 -
10 min verfolgt. Die Reduktion von Faz zu FaH, machte sich durch Extinktionsabnahme
bemerkbar (s. Abb. 3-27 B). Es wurden zusétzlich Nullkontrollen durchgefihrt, bel denen
aktive Sreptomyces-Rohextrakte ohne NADPH-Zugabe oder ein durch Erhitzen inaktivierter
S griseus N2-3-11-Zellextrakt eingesetzt wurden (s. Abb. 3-27 A).

Aus den gewonnenen Ergebnissen der einzelnen Enzymtests, die in Tab. 3-8 zusammen-
gestellt sind, ist zu entnehmen, dal3 alle ImbY-Insertionsmutanten, genau wie die anderen
Sreptomyces-Stdmme, NADPH-abhangige Fixo-Reduktase-Aktivitdt aufwiesen. Darliber
hinaus konnten LmbY -haltige Extrakte PHA bzw. PPL unter Zugabe der Cofaktoren F4o,
NAD bzw. NADPH nicht zu den entsprechenden ungeséttigten Verbindungen umsetzen. Da
es sich bei dieser Messung um eine Rickreaktion handelte, wurde ebenfalls getestet, ob eine
Veradnderung des pH-Werts von 6 auf 8 Einflul® hatte (nur PHA als Substrat getestet), was
aber nicht der Fall war.

84



3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY
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Abb. 3-27. Messung der Aktivitdt der NADPH-abhangigen F4-Reduktase. NaCl, Kaliumphosphat-
puffer, 2-Mercaptoethanol und NADPH wurden vorgelegt (Abschnitt 1). Der zu untersuchende
Rohextrakt wurde zu Beginn des Abschnittes 2 zum Ansatz pipettiert. Der Abschnitt 3 gibt den Verlauf
der Enzymkinetik wieder, da hier das Substrat F4,, zugegeben wurde. A. Messung der Aktivitat eines
Rohextraktes von S. lincolnensis NRRL 2936 ohne NADPH-Zugabe oder eines durch Erhitzen
inaktivierten S. griseus N2-3-11-Zellextraktes. B. Messung der NADPH-abhangigen F;,0-Reduktase
mit zellfreiem Extrakt von S. lincolnensis NRRL 2936, S. lincolnensis Mul, -Mu2, -Mu4, -Mu7, -Mu9,
S. griseus N2-3-11, S.lividans TK23/pUWL201, S. lividans TK23/pDNW?2 oder S. lividans TK23/
pDNW26RBSY. Die Extinktion hatte bei allen untersuchten Streptomyceten-Stammen einen ahnlichen
Verlauf.
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Tab. 3-8. Enzymtests auf NADPH:F - bzw. F4,0:DDPPL-Reduktase-Aktivitat.

Rohextrakt Substrat  Cofaktor pH Aktivitat
S. griseus N2-3-11 (gekocht) Fu20 NADPH 6 -2
S. lividans TK23/pUWL201 Fa0 NADPH 6 +2
S. lincolnensis NRRL 2936 Faz0 NADPH 6 +2
S. lincolnensis Mul Faz0 NADPH 6 +2
S. lincolnensis Mu2 Fa20 NADPH 6 +@
S. lincolnensis Mu4 Faz0 NADPH 6 +2
S. lincolnensis Mu7 Faz0 NADPH 6 +2
S. lincolnensis Mu9 Fa20 NADPH 6 +@
S. griseus N2-3-11 Fa20 NADPH 6 +@
S. lividans TK23/pUWL201 Faz0 NADPH 6 +2
S. lividans TK23/pDNW2 Fa0 NADPH 6 +2
S. lividans TK23/pDNW26RBSY Fa0 NADPH 6 +2
S. lividans TK23/pDNW?2 PPL Fu20 6 4
S. lividans TK23/pDNW2 PPL NAD 6 _P
S. lividans TK23/pDNW2 PPL NADP 6 -P
S. lincolnensis NRRL 2936 PHA Fu20 6 -2
S. lividans TK23/pDNW?2 PHA Fu20 6 4
S. lividans TK23/pDNW2 PHA NAD 6 -P
S. lividans TK23/pDNW2 PHA NADP 6 -P
S. lividans TK23/pDNW?2 PHA Fu20 8 4
S. lividans TK23/pDNW2 PHA NAD 8 _P
S. lividans TK23/pDNW2 PHA NADP 8 -P

% +, Extinktionsabnahme bei | =399 nm; —, keine Extinktionsénderung bei | =399 nm;
®_ keine Extinktionsanderung bei | = 340 nm

86



3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

3.2.10 Substratkomplementation der ImbY-Insertionsmutanten von S. lincolnensis

Pré&paration von Propylhygrinsdure (PHA)

Die Herstellung von PHA aus Lm nach Brahme et al. (1984a) verlief in zwei Schritten
(s. Abb. 3-28). Im ersten Schritt wurde Lm durch alkalische Hydrolyse in MTL und PHA
gespalten. Dabel wurden 100 % der eingesetzten 2 g Lm umgesetzt. In ener dinnschicht-
chromatographischen Analyse waren im Produkt nur zwel Substanzen sichtbar (nicht
gezeigt). Im zweiten Schritt wurde MTL mit Hilfe eines Anionentauschers von PHA getrennt.
PHA konnte anschlief3end mit Salzsaure als PHA - HCI mit einer Ausbeute von 87,8 % vom

Anionentauscher entfernt werden.

PHA- und PPL-Komplementation

Die erzeugten ImbY-Insertionsmutanten wurden wie unter Abschnitt 2.2.14 beschrieben in
einem kombinierten Komplementation/Plattendiffusionstest mit PHA, PPL und TES-Puffer
as Nullkontrolle gefittert und anschlief3end auf die Produktion von Lm getestet. Bel einer
Anzucht mit bzw. ohne PHA-Futterung konnte keine Lm-Produktion festgestellt werden.
Durch die Supplementierung des Agars mit PPL wurde die Lm-Produktion in allen unter-
suchten Mutanten wiederhergestellt. In Tab. 3-9 ist eine Ubersicht der erhaltenen Ergebnisse
dargestellt.

CHg CH,4
| |
N CH, N CHj
C3H, C3H, ®
HO HO 1. Trennung der Produkte auf H®_CH, o
H einem Anionentauscher N Cl
C—N Alkalische Hydrolyse CO,Na + HyN 2. Neutralisation mit HCI C,H,
7
0" Ho o > HO o
OH OH CO,H
SCH 4 SCH PHA - HCI
OH Propylhygrinséure (PHA) OH
Lincomycin A (Lm A) Methylthiolincosaminid (MTL)

Abb. 3-28. Darstellung von PHA - HCI aus Lm A. Die einzelnen Produkte der alkalische Hydrolyse des
Lincomycins im ersten Schritt wurden durch anschlieBende Trennung mit einen Anionentauscher im
zweiten Schritt isoliert (hach Brahme et al., 1984a). PHA - HCI, Propylhygrinsaurehydrochlorid.

87



3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

Tab. 3-9. Substratkomplementation der erzeugten ImbY-Insertionsmutanten. Die Ergebnisse sind wie
folgt eingeordnet: ++, »normale« Lm-Produktion des Wildtyps; +, leicht reduzierte Lm-Produktion in
Bezug auf den Wildtyp (ca. 50 - 75 %); —, keine sichtbare Lm-Produktion.

Stamm? 2939 Mul Mu?2 Mu3 Mu4 Mu5 Mu7 Mu9

Substrat "

TES-Puffer ++ - - - - - - -
PPL in TES-Puffer ++ + ++ ++ + ++ + ++
PHA in TES-Puffer ++ - - - - - - -

#2936, S. lincolnensis NRRL 2936 (Wildtyp); Mul - Mu5/Mu7/Mu9, S. lincolnensis-ImbY-Insertions-
mutanten 1 bis 5, 7 und 9 (s. auch Abb. 3-19). ® ppL, Propylprolin; PHA, Propylhygrinsaure.

3.2.11 Versuche zur Bestimmung von Promotoraktivitaten oberhalb von ImbY

und zur Transkriptanalyse

Aufgrund der Tatsache, dal3 sich die Lm-Produktion in den ImbY-Insertionsmutanten nur
durch Transformation mit pDNW28J (ImbUYX) und nicht mit pDNW27J (ImbYX) wieder
herstellen lief3, wurde der Promotor, der fur die Transkription der DNA-Region, auf dem ImbY
liegt, verantwortlich ist, stromaufwérts von ImbU vermutet. Verschiedene stromaufwaérts des
ImbU Gens gelegene DNA-Bereiche wurden mit dem promotorlosen xylE Gen in dem Vektor
pWKD13II fusioniert (Tab. 3-10, Klonierungsstrategie s. Anhang 2-8). Nach Transformation
von S lividans TK23 mit den so konstruierten rekombinanten Plasmiden pDNW3LllI,
pPDNW32I1 und pDNW33Il sowie dem Kontrollplasmid pWKD13Il wurde die Brenz-
katechin-2,3-Dioxygenase (XylE)-Aktivitdt von zellfreien Extrakten dieser Stdmme und von
S lividans TK23/pSTW13.2i/pSTW350/0 (Positivkontrolle) bestimmt (vgl. Abschnitt 2.2.25).
Der Stamm S lividans TK23/pSTW13.2i/pSTW350/0 enthielt das ins Genom integrierte sog.
»Reportergen-Plasmid pSTW13.2«, welches den durch StrR aktivierbaren Promotor strBlp
aus S griseus N2-3-11 stromaufwarts des xylE Gens kloniert hatte; pSTW350/0 enthielt das
strR Gen mit dem eigenen Promotor strRp aus S. griseus N2-3-11 (fur weitere Informationen
s. Thamm, 1999). XylE-Aktivitdt konnte nur in den Extrakten S lividans TK23/pSTW13.2i/
pSTW350/0 (Positivkontrolle) und S. lividans TK23/pDNWa32I1 detektiert werden. Die Xyl E-
Aktivitét in den anderen Extrakten, wenn vorhanden, war so niedrig, dal3 sie photometrisch
nicht erfal3 werden konnte (vgl. Tab. 3-10). Somit konnte eine Region mit Promotoraktivitét
auf einem DNA-Fragment zwischen -286 bp (BamHI) und -113 bp (Clal) stromaufwérts von

ImbU lokalisiert werden.
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3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

Die Promotoraktivitdt oberhalb von ImbU war 49mal schwécher as die des StrR-
aktivierten strB1p in der Positivkontrolle, deren Wert dem Literaturwert von 2,650 nkat -
(mg Gesamtprotein)™* entsprach (Thamm, 1999). Die Restaktivitat der Nullkontrolle hatte
einen siebenmal kleineren Wert, as die von ImbUp. Diese Daten zeigen, dal3 der Promotor
stromaufwarts von ImbU sehr schwach war. »Northern« Analysen mit verschiedenen RNA-
Préparationen (es wurden Zellen aus unterschiedlichen Wachstums-phasen prépariert, die in
verschiedenen Medien [TSB, SPMR, SPMR mit 1/10 der normalen Menge Suc] kultiviert
wurden) und einem 1,0 kb ImbY Fragment als Sonde brachten unter keiner Bedingung ein

Hybridisierungssignal (Autoradiogramme nicht gezeigt).

Tab. 3-10. Promotoraktivitat stromaufwarts des ImbY Gens gelegener DNA-Bereiche. Zwei verschie-
dene Restriktionsfragmente aus dem stromaufwarts des ImbY Gens liegenden DNA-Bereich wurden
in den Vektor pWKD13II kloniert. Die Expression des auf dem Vektor kodierten promotorlosen xylE
Gens stand damit unter Kontrolle eines putativen ImbU Promotors. Das xylE Gen ist durch einen
hellgrauen Pfeil dargestellt und der auf den Restriktionsfragmenten enthaltene ImbU kodierende
Bereich durch hellgraue Balken. Die schwarzen Balken reprasentieren die Restriktionsfragmente.

Darstellung der Plasmid Xy|E-Aktivitat °
Promotortestkonstrukte (nkat - (mg Ges.-Protein)™)
pSTW13.2i/[pSTW350/0 2,875
(Positivkontrolle ?)
500 bp
BamHI
EcoRl
|J pWKD13ll (Negativkontrolle) 9.10°
EcoRl T
Ssi
Kpnl
Xhol
Sall BamH|
Clal Smal
| pDNW31lI 0
EcoRl
Pst
Sall BamH|
Xbal  Clal Smal
| | | pDNW32I| 59 -10°
EcoRl
Sstl
Kpnl
Smal Clal  BamHI
| pDNW33I| 0

® Der Stamm S. lividans TK23/pSTW13.2i/jpSTW350/0 wurde zu Vergleichszwecken freundlicherweise
von Sven Thamm (BUGH Wuppertal) zur Verfligung gestellt. ® Die Daten stellen den Mittelwert aus
vier Messungen dar.
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3 Ergebnisse 3.2 Charakterisierung des Gens ImbY

3.2.12 Fitterungsexperimente mit **C-markiertem Tyrosin

Die in dieser Arbeit erzeugten S lincolnensis-Mutanten waren in ihrer Lm-Biosynthese
gehemmt. Durch die Komplementation mit PPL konnte gezeigt werden, dal3 ein Defekt in
dem zu PPL fUhrenden Biosyntheseweg bestand. Die Mutanten sollten also wahrend der Lm-
Produktion ein Zwischenprodukt anh&ufen, welches eine PPL-8hnliche chemische Struktur
hatte und durch LmbY zu einem Folgeprodukt umgesetzt werden konnte. In Anlehnung an die
von Witz et al. (1971) publizierte Methode, wurden S lincolnensis NRRL 2936, die S. lincol-
nensis Mutanten 2, 4, 9 und [$ (Mutante [$ war eine im MTL-Biosyntheseweg gehemmte

S lincolnensis-Mutante erzeugt von A. Arnold, BUGH Wuppertal) angezogen und mit
L-[U-**C] Tyrosin versetzt. Die Kulturextrakte (aufgeschlossene Zellen und Kulturbriihe im
Verhdltnis 1:1) wurden anschliefRend dinnschichtchromatographisch untersucht. Auf3erdem
wurden noch Standardsubstanzen (Tyrosin, PPL, PHA, Lm) mit auf die DC-Platte aufge-
bracht (vgl. Legende Abb. 3-29). Aufféllig war, dal3 alle Substanzen aus den aufgetragenen
Kulturextrakten im Vergleich zu den Reinsubstanzen etwas retardiert liefen, d.h. sie hatten
um ca. 0,06 kleinere Ri-Werte (vgl. Spuren 1 (Lm) und 4 (Tyrosin) mit Spur 5 in Abb. 3-29).
Dies kdnnte durch Wechselwirkungen mit anderen Medienkomponenten verursacht worden
sein. Bei den Mutanten 2 und 4 (Spuren 6 und 7) liegt die Vermutung nahe, dal3 es sich bei
den *C-markierten Substanz(en), die einen R--Wert von 0,20 aufwiesen, um das gesuchte
Substrat von LmbY oder LmbX (TDPPL oder DDPPL) handelte. Es hatte einen Rq-Wert, der
zwischen denen von Tyrosin und PPL lag. Der entsprechende Fleck war bei der Mutante 9
(Spur 8) nicht zu finden. Der Wildtypextrakt (Spur 5) zeigte in dieser Region einige sehr
schwache und diffuse Signale, was nicht anders zu erwarten war, da die Radioaktivitét in Lm
eingebaut wurde. Der Kulturextrakt der Mutante [S in Spur 9 erzeugte bei dem R ¢-Wert von
0,20 und héher mehrere Signale, die von PPL oder dessen Vorlaufern stammen kdnnten.
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Abb. 3-29. Versuche zum Einbau von **C-markiertem L-Tyrosin. Dargestellt ist die Autoradiographie
einer dunnschichtchromatographischen (DC-) Analyse von S. lincolnensis-Anzuchten (Zellen und
Medium), die unter Zugabe von L-[U-“C]Tyrosin kultiviert wurden. DC-Parameter: Trennmaterial,
Kieselgel 60 Fas,; Losungsmittel, 40 VT Methanol/56 VT Chloroform/4 VT Ammoniak. Das Photo in der
Abbildung zeigt nur das Autoradiogramm mit Signalen in den Spuren 5 - 9. Aufgetragen sind in Spur 5
(»2936«): S. lincolnensis NRRL 2936, Spur 6 (»Mu2«): S. lincolnensis Mu2, Spur 7 (»Mu4«): S. lincol-
nensis Mu4, Spur 8 (»Mu9«): S. lincolnensis Mu9, Spur 9 (»Mul3«): S. lincolnensis Mul$ (eine im
MTL-Biosyntheseweg gehemmte S. lincolnensis-Mutante erzeugt von A. Arnold, BUGH Wuppertal).
Die schwarzen Ovale in den Spuren 1 - 4 und die vier dinnen schwarzen Linien verdeutlichen das
Laufverhalten (R-Werte sind auf den Linien abgebildet) der entsprechend angegebenen Standard-
substanzen (Spur 1: L-Tyrosin; Spur 2: PPL; Spur 3: PHA; Spur 4: Lm), die auf der Original DC-Platte
mit loddampf voriibergehend sichtbar gemacht werden konnten. Die Laufstrecken des **C-markierten
Lm (Spur 5) und des Tyrosins (Spuren 5 - 9) sind zusatzlich mit der Angabe der R-Werte (0,75 und
0,14) verdeutlicht. Erklarungen zur Substanz mit dem RiWert 0,26 im Text. R-Werte, die mit ’
gekennzeichnet sind, wurden um 0,06 an diejenigen der Referenzsubstanzen angeglichen.
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4  Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten Beitréage zur Klarung der Genetik und Regulation der
Biosynthese des therapeutisch genutzten Antibiotikums Lm geleistet werden. Dabei wurde
besonderer Wert auf die Charakterisierung der bel der Herstellung der PPL-Untereinheit
mitwirkenden Gene ImbB1, ImbB2 und ImbY und auf biochemische Untersuchungen ihrer
Genprodukte gelegt. Die neu gewonnenen Kenntnisse kénnen fir mehrere Ziele von Nutzen
sein:
> Optimierung der Vertraglichkeit des Antibiotikums durch Veranderung der chemischen
Struktur in vitro und in vivo;
» Schaffung neuer Antibiotika durch Kombination der bekannten Wirkstoffuntereinheiten
(Biokombinatorik);
> Verbesserung der Lm-Produktion durch gezielte Anderung der Biosyntheseregulation.

4.1 Identifizierung der Funktionen von LmbB1 und LmbB2

PPL wird ausgehend von L-Tyrosin Uber L-DOPA synthetisiert (Witz et al., 1971). Voraus-
gegangene Arbeiten erlaubten die Hypothese, dal? dabel die Enzyme LmbA, LmbB1 bzw.
LmbB2 involviert sind (Schmidt, 1994). Da bis zu diesem Zeitpunkt fir die beiden Lese-
rahmen ImbB1 und ImbB2 bel einem Vergleich der abgeleiteten As-Sequenzen noch keine
Ahnlichkeiten zu anderen Proteinen gefunden wurden und fir LmbB1 ohne gleichzeitige
Anwesenheit von LmbB2 keine Aktivitat nachgewiesen werden konnte, ging man davon aus,
da? LmbB1 und LmbB2 (1) Untereinheiten eines Holoenzyms sind oder (2) zwe aufein-
anderfolgende und direkt voneinander abhangige Schritte katalysieren oder (3) Aktivator und
eigentliches Enzym darstellen.
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4 Diskussion 4.1 Identifizierung der Funktionen von LmbB1 und LmbB2

In vivo Experimente zeigten, dal3 LmbB1 ein unabhéngiges Enzym ist.

Die in vivo Experimente von Schmidt (1994) konnten durch den Einsatz der PCR-Tech-
nologie fortgesetzt werden. Es war nun maoglich, die einzelnen Gene unter Einfuhrung
geeigneter Erkennungsstellen fur Restriktionsendonukleasen zu amplifizieren und fir die
heterologe Expression in geeignete Vektoren zu klonieren. Dies wurde sowohl mit ImbB1 als
auch ImbB2 erreicht (s. Tab. 3-1). Es sel vorweggenommen, dal? bei einem direkten Vergleich
der Aktivitéten der produzierten Proteine kein Unterschied festgestellt werden konnte, wenn
man as DNA-Matrize bel der Amplifikation die chromosomale DNA entweder aus S lin-
colnensis NRRL 2936 oder aus S lincolnensis 78-11 verwendet hatte. Dies wurde durch die
in vitro gemessene Aktivitdt von LmbBl-enthaltenden RE und durch die nachfolgend
diskutierten in vivo-Tests festgestellt (s. Tab. 3-2).

Ein erster Hinweis, da3 die L-DOPA-umwandelnde Aktivitdét nur von LmbB1 allein
ausgeht, war die Tatsache, dal3 eine mit IPTG induzierte Kultur von E. coli BL21 (DE3)
pLysS, transformiert mit einem ImbB1-exprimierenden Plasmid (pET16B1, pDNW13.1 oder
pDNW15.1), in der Lage war, L-DOPA in eine gelbe Substanz umzuwandeln. Dies wurde
durch entsprechende Nullkontrollen abgesichert, d.h. bei Anwesenheit von L-DOPA wurden
folgende Kulturen nicht gelb: (@) nicht mit IPTG induzierte E. coli BL21 (DE3) pLysS-
Kulturen mit einem ImbB1-exprimierenden Plasmid und (b) mit IPTG induzierte E. coli BL21
(DE3) pLysS-Kulturen mit Leervektor (pET-16b, pT7-7).

Wenn LmbB1 die gesuchte L-DOPA-umwandelnde Aktivitdt aufwies, welche Aufgabe
hatte dann LmbB2? Um eine Antwort zu erhalten, wurden mit ImbB2 die gleichen
Experimente durchgeftihrt wie mit ImbB1. Aber eine mit IPTG induzierte Kultur von E. coli
BL21 (DE3) pLysS, transformiert mit einem ImbB2-exprimierenden Plasmid (pET16B2,
pPDNW13.2 oder pDNW15.2) féarbte sich in Anwesenheit von L-DOPA nicht gelb, was auch
nach Erhalt der Ergebnisse mit ImbB1 nicht mehr zu erwarten war. Es wurde ein neues
Plasmid konstruiert, mit dem es moglich war, beide Gene (ImbB1 und ImbB2) gleichzeitig zu
exprimieren (pET16B1B2). Eine entsprechend transformierte E. coli-Kultur férbte das
umgebende Medium gelb, wenn L-DOPA oder L-Tyrosin zugegeben wurde. Daraus konnte
geschlossen werden, dal3 LmbB2 in der Lage war, L-Tyrosin zu L-DOPA zu oxidieren,
welches wiederum von LmbB1 umgesetzt werden konnte und im zweiten Schritt sich erst das
Medium gelb féarbte. Ein anderer Hinweis darauf, da3 LmbB2 L-Tyrosin zu L-DOPA zu
oxidiert, war die Braunfarbung von LB-Agar im Bereich ImbB2-exprimierender E. coli-

Kolonien. Diese Farbung liefl3 sich durch zwei Fakten erkléaren: (1) frisch angesetzte L-DOPA-
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4 Diskussion 4.1 Identifizierung der Funktionen von LmbB1 und LmbB2

Losungen farbten sich nach ein paar Stunden, spétestens nach einem Tag, braun; (2) das
verwendete LB-Medium enthielt eine Reihe von freien As, darunter auch Tyrosin, welches
von LmbB2 zu L-DOPA umgewandelt wurde. Das entstandene L-DOPA reagierte

anschlief3end, vermutlich in Verbindung mit Luftsauerstoff, zu einem braunen Feststoff.

LmbB1ist eine spezifische L-DOPA-2,3-Dioxygenase und
LmbB2 eineL-Tyrosin-3-Hydroxylase.

In einer anderen, mit dieser Arbeit verflochtenen Studie (Neusser et al., 1998), wurde
versucht, das zuerst entstehende Produkt der L-DOPA-Spaltung (Abb. 4-1 1) mit Hilfe von
Ammoniak abzufangen und als 3-(2-Carboxy-5-pyridyl)-L-alanin (111) zu derivatisieren. Da
dies nicht gelang, wurde der Ruckschlul® gezogen, dal3 die Zirkularisierung des putativen
Heterozyklus (1) zum gelben Produkt (11) sich sehr schnell vollzieht oder vom LmbB1-Protein
selbst katalysiert wird.

COOH COOCH COOH COCH COOH

H,N H,N H,N
o —
1,0, 0, AN
e —_—
LmbB2 LmbBL | Looe. /
HO
OH OH OH
L-Tyrosin L-DOPA | 1]
X\ COOH
NHa4/H,0
H,N
z
NS
COOH

Abb. 4-1. Einleitende Schritte des postulierten PPL-Biosyntheseweges. Die chemischen Strukturen
der Verbindungen sind dargestellt, ausgehend von L-Tyrosin Uber L-DOPA. Die Verbindung | stellt
einen hypothetischen Ubergangszustand dar, der direkt zur Verbindung Il umgelagert wird. Die
Umlagerung wird als sehr schnell angenommen, da die Verbindung IIl aus einer Reaktionsmischung
von L-DOPA mit LmbB1 mit Ammoniak nicht isoliert werden konnte.
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4 Diskussion 4.1 Identifizierung der Funktionen von LmbB1 und LmbB2

Die Proteine LmbB1 und LmbB2 wurden einzeln und in Kombination auch in S lividans
produziert, weil die Erfahrung bei der Arbeit mit Streptomycetengenen gezeigt hatte, dal3 die
bei einer heterologen Expression in E. coli gebildeten Proteine oft zu einem grof3en Teil oder
vollstandig a's unldsliche und inaktive »inclusion bodies« vorlagen (vgl. Abschnitt 4.2). Bei
Anzucht eines ImbBl-exprimierenden S lividans-Stammes (S lividans TK23/pDNW14.1
oder pUWL201-ImbB1) konnte nur bei Zugabe von L-DOPA eine Gelbfarbung des Mediums
beobachtet werden. Die in ImbB2-exprimierenden E. coli-Kulturen beobachtete braune
Farbung bei Anzucht auf LB-Agar, fand in S lividans (ImbB2) eine Entsprechung bei einer
Anzucht in TSB-Flussigmedium (vgl. Tab. 3-3).

Fur die gleichzeitige Expression der Gene ImbB1 und ImbB2 in E. coli mufite jedes der
beiden Gene seine eigene E. coli-spezifische RBS besitzen (s. Tab. 3-2 pET16B1B2), denn
die vermutete trandlationale Kopplung zwischen ImbB1 und ImbB2 wurde offensichtlich in
E. coli nicht vollzogen. Andererseits konnte die tatsachliche trandationale Kopplung
zwischen ImbB1 und ImbB2 durch Expression der beiden Gene in S lividangpDNW14.12
nachgewiesen werden. Die Gelbfarbung des SPMR-Agars im Bereich der Kolonien wies die
Aktivitét und damit die Produktion beider Enzyme nach (Abb. 3-3 C). Eine Erkléarung fir
diesen Unterschied, der auch durch die Topologie oder Stabilitét der mRNA begrindet sein
konnte, kann derzeit nicht gegeben werden.

LmbB1 wies eine hohe Substratspezifitat auf. Mehrere andere mdgliche Substratanaloga
(L-Tyrosin, D-DOPA, L-Phenylaanin, 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure, Brenzkatechin und
L-Tryptophan; s. Abb. 3-8) wurden nicht umgesetzt.

Alle bisherigen Ergebnisse wiesen klar darauf hin, dal3 LmbB1 eine Dioxygenase war und
folglich molekularer Sauerstoff as zweites Substrat diente. Der Sauerstoffverbrauch eines
ImbB1-exprimierenden E. coli-Extrakts unter Zugabe von L-DOPA konnte auch tatséchlich
mittels elner Sauerstoffel ektrode nachgewiesen werden.

Die geringe, aber signifikante Sequenzédhnlichkeit von LmbB1 zu bekannten ring-
spaltenden  Extradiol-Dioxygenasen, z.B. der Metapyrocatechase 1l (Catechol-2,3-
Dioxygenase) aus Alcaligenes eutrophus, zeigte, dal3 LmbB1 (18 kDa) im Gegensatz zu den
Untereinheiten anderer Dioxygenasen (ca. 22 - 36 kDa) zwar ein ungewohnlich kleines
Protein darstellt, aber vermutlich — wie viele andere Dioxygenasen (Nozaki, 1979) — ebenfalls
ein Tetramer aus vier identischen Untereinheiten bildet, denn Neusser et al. (1998) hatten bei
Behandlung einer nativen PAGE von LmbB1-enthaltenden E. coli-Extrakten mit L-DOPA-
L6sung Enzymaktivitét in einer Proteinbande feststellen kdnnen, die etwa einer molekularen

Masse von 66 kDa entsprach. Dartiber hinaus besitzt LmbB1 insbesondere am C-Terminus
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Sequenzmotive, die denjenigen anderer Dioxygenasen dhnlich sind. LmbB1 beinhaltet sechs
Histidin-Reste, wovon vier im Vergleich zu Mpcll konserviert sind (vgl. Abb. 3-13). In vielen
anderen Catechol-2,3-Dioxygenasen werden ebenfalls entsprechend angeordnete Histidin-
Reste gefunden, sog. HH#-Motive (H, Histidin; #, hydrophober Rest), die zwei- bis dreimal
pro Protein vorkommen und vermutlich fir die Bindung von Fe®*-lonen oder anderer
bivalenter Metallionen verantwortlich sind. Es ist ebenso wahrscheinlich, dal3 sie zumindest
tellweise mit in die katalytische Aktivitét des jeweiligen Enzyms involviert sind. Es konnte
zwar nicht nachgewiesen werden, dal3 LmbB1 Fe?*-lonen bindet, dennoch ist es méglich, dai3
die vier konservierten Histidin-Reste in dieser oder &dhnlicher Weise Einflul auf die
katalytische Aktivitét haben.

Die in vivo nachgewiesene L-Tyrosin-oxidierende Aktivitat von LmbB2 ist vergleichbar
mit einer von Michalik et al. (1975) gefundenen intrazelluldren L-Tyrosn-Monooxygenase-
Aktivitét, die nur bei Melanin-negativen, Lm-tberproduzierenden S. lincolnensis-Stammen
wahrend der stationaren Phase gefunden wurde. Obwohl in der Studie von Michalik et al.
(1975) die Erfordernis von Cofaktoren, wie Eisen (II) oder Tetrahydrobiopterin, fur die
Reaktion nicht getestet wurde, so ist doch bekannt, dal3 solche Cofaktoren fir andere
L-Tyrosin-Hydroxylasen oder Monooxygenasen nétig sind (Walsh, 1978; 1979; Nozaki,
1979). Die Summe der vorliegenden Daten Uber LmbB2 geben trotzdem zu erkennen, daf
LmbB2 zur Familie der Monooxygenasen gehtrt. Der Nachwels, dald das Enzym in vitro
vermutlich andere als die getesteten Cofaktoren (Eisen (11), Tetrahydrobiopterin) bendtigt, um
aktiv zu sein, mul3 noch erbracht werden.

Die vorliegenden Daten der in vivo Experimente, die Sauerstoffverbrauchsmessung, die
gezeigten As-Sequenzvergleiche und die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen (Brahme et al.,
1984a; Kuo et al., 1992; Chung et al., 1997) lieffen insgesamt die Schluf3folgerung zu, daf3
LmbB1 eine L-DOPA-2,3-Dioxygenase und LmbB2 eine L-Tyrosin-3-Hydroxylase ist.

L mbB1 wurde alsHistag-Fusionsprotein in E. coli heterolog produziert, gereinigt
und der Ky-Wert mit L-DOPA als Substrat zu 258 uM bestimmt.

Eswar von Interesse, einen enzymatischen Test fir LmbB1 bzw. HistageLmbB1 zu ent-
wickeln, um charakteristische Eigenschaften (Funktion, Ky-Wert, Stabilitét, etc.) aufzu-
decken. Dazu waren mehrere Faktoren V oraussetzung:

(1) Das Enzym mufite |6slich und aktiv produziert werden,
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4 Diskussion 4.1 Identifizierung der Funktionen von LmbB1 und LmbB2

(2) die Aufbereitung der Zellen zu einem zellfreien Extrakt, die Lagerung desselben und die
Reinigung bis zur Homogenitét durfte die Aktivitdt des Enzyms moglichst nicht
beeintrachtigen;

(3) der enzymatische Test zur Bestimmung des Ky-Wertes sollte mdglichst einfach sein und

reproduzierbare Ergebnisse liefern.

Die Expressionen der S lincolnensis ImbB1 und ImbB2 Gene wurden schon in vivo durch den
Nachweis der L-DOPA- und L-Tyrosin-umwandelnden Aktivitdt nachgewiesen (s. Abschnitt
3.1.3). Durch geeignete PAGE konnten beide Proteine in den zellfreien Extrakten der dort
kultivierten Anzuchten dargestellt werden (vgl. Abb. 3-4). Das vermehrt produzierte und
|6sliche HistageLmbB1 zeigte direkt nach dem Aufschluf der E. coli-Zellen in Tris-Puffer
(pH 8) seine hochste Aktivitét, die sich in einem direkten Vergleich mit derjenigen des
LmbB1-Proteins ohne His-tag nicht unterschied (vgl. Abb. 3-7 B). Fur die kurzfristige
Lagerung des LmbB1-Enzyms im Rahmen der Aufnahme von Umsatzraten in enzymatischen
Tests war die gemessene Aktivitdtsabnahme in Tris-Puffer (pH 8 - 9) von ca 5%/6h
akzeptabel. Fur eine langere Lagerung des Enzyms bei -20 °C wurde der frische Rohextrakt
mit 10 - 20 % Saccharose als Stabilisator versetzt. Dies verringerte zwar stark die Anfangs-
aktivitét, die Restaktivitét blieb aber dann tber mehrere Tage nahezu konstant.

Fur die Reinigung des HistageLmbB1 konnte die Standardmethode nicht angewandt
werden, da das zur Elution verwendete Imidazol und der Phosphatpuffer die Aktivitét von
LmbB1 stark beeintréchtigte (vgl. Abb. 3-7 A und D). Daher wurde eine neue Methode
entwickelt, bel der die Tatsache ausgenutzt wurde, dal3 der verwendete Tris-Puffer die
Adsorption von Proteinen an die Ni-NTA-Matrix erschwerte, so dal3 nur Proteine mit
multiplen His-Resten an der Saule adsorbierten. Die Dissoziation unspezifischer Proteine
wurde durch Anlegen enes Tris-Gradienten noch forciert. HistageLmbB1 wurde
anschliefiend mit Histidin von der Saule euiert. Histidin hatte als Elutionsmittel gegentiber
Imidazol den weiteren Vorteil, dal3 es nicht bel 280 nm absorbierte. Andererseits bestand ein
Nachteil darin, dai? die Ni-NTA-Agarose durch Ablésung der Ni?*-lonen von der Agarose
verbraucht wurde. Auf diese Weise dargestelltes LmbB1-Protein erwies sich auf einem PAA-
Gel (s. Abb. 3-9) alsrein und war beziglich der spezifischen Aktivitét gegentiber dem RE ca.
dreifach angereichert. Dies entsprach der Konzentration von LmbB1 im RE, die zu etwa
einem Drittel bis einem Viertel des Gesamtproteins abgeschétzt wurde (vgl. Abb. 3-9, Spur
4). Der mehrfach bestimmte Ky-Wert des gereinigten His-tageL mbB1-Proteins mit L-DOPA
als Substrat betrug 258 puM. Dieser Wert liegt im Rahmen derjenigen anderer proximal
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extradiolspaltender Dioxygenasen, deren Ky-Werte zwischen 3,0uM (Catechol-2,3-
Dioxygenase; EC 1.13.11.2; Pseudomonas arvilla) und 370 uM (Steroid-4,5-Dioxygenase;
EC 1.13.11.25; Nocardia restrictus) betragen konnen (Nozaki, 1979).

Die von LmbB1 katalysierte Reaktion wurde von &guimolaren Mengen L-Tyrosin,
L-Phenylalanin und L-Tryptophan nicht gehemmt. Dies deutete an, dal3 die zwei benachbarten
Hydroxylgruppen des L-DOPA, insbesondere die metasténdige OH-Gruppe, den Hauptbeitrag
bei der spezifischen Substraterkennung/-bindung lieferten.

Die Medien zweler ImbB1B2-exprimierender Kulturen wurden einerseits mit L-Tyrosin
und andererseits mit L-DOPA versetzt. Nach erfolgter Umsetzung der Substrate wurden die
Uberstande mit Hilfe der UV/VIS-Spektroskopie verglichen (s. Abb. 3-12). Beide Spektren
wiesen bei 413 nm Maxima auf, welche charakteristisch fir die gelbe Substanz waren, die
durch LmbB1 aus L-DOPA entsteht (Neusser et al., 1998). Da beide Spektren unterhalb von
350 nm jedoch voneinander abwichen, konnte nicht eindeutig festgelegt werden, ob die
beiden entstandenen gelben Substanzen tats&chlich identisch waren. Eine Anayse durch
Aufnahme eines NM R-Spektrums von der gelben Substanz erwies sich als unmaoglich, da sich
bei einer préparativen Dinnschichtchromatographie durch Verringerung des Losungsmittel-
volumens die urspriinglich fluoreszierende gelbe Substanz nach braun umférbte. Es lief3 sich
daher annehmen, dal3 unter diesen Bedingungen ebenfalls eine Polymerisation des Produkts
eintrat. Eine Reinigung der Substanz durch Ausschitteln oder Umkristallisation scheiterte an
der Tatsache, dal3 sich die Substanz nur in Wasser [0ste, wie das Edukt und die meisten
Medienbestandteile auch. Als erfolgversprechend erwies sich eine Trennung Uber Zellulose
mit einer |sopropanol/Wasser-Mischung als Losungsmittel. Auf der analytischen DC-
Zellulose-Platte konnte aber nicht erkannt werden, ob eine vollstdndige Trennung von den
Nebenprodukten erfolgt war. Die Reinigung der gelben Substanz aus einem grof3eren
Reaktionsansatz tber eine Zellulosesdule mit anschlieffender NMR-Analyse konnte zukinftig
Aufschluf’ Gber die Struktur der Verbindung geben.

4.2 Untersuchungen zur Charakterisierung von ImbY

Der weitere Verlauf der PPL-Biosynthese ist praktisch unbekannt. Der einzige konkrete
Hinwels ergab sich aus der Anhdufung einer Substanz, TDPPL (vgl. Abb. 4-4), in einer Fazo-

negativen Mutante von S lincolnensis (Kuo et al., 1992). Die vermutlich letzten beiden
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Schritte der PPL-Biosynthese gehen von TDPPL aus und umfassen zwel Reduktionen an den
beiden Doppelbindungen (Brahme et al., 1984a; Kuo et al., 1992). Mindestens eine oder
beide Reduktionsschritte sollten folglich abhangig von Coenzym Fs sein (vgl. Abschnitt
1.4). Da fur den Leserahmen von ImbY bei einem Vergleich der abgeleiteten As-Sequenzen
Ahnlichkeiten zu Fao-abhangigen N° N°-Methylentetrahydromethanopterin-Reduktasen und
einigen Fso-abhéngigen Dehydrogenasen gefunden wurden, konnte postuliert werden, dal3
LmbY ebenfalls eine F4x0-bindende Reduktase darstellte. Diese Hypothese sollte u.a. durch
Mutagenese des Gens und heterologe Produktion des Genprodukts mit anschlief3enden
Enzymtests untersucht werden.

Hybridisierungsversuche mit ImbY sollten zunéchst das eventuelle Vorkommen des Gens
in Nichtproduzenten aufklaren. In Streptomyces-Stammen, die kein Lm produzieren, wurde
kein signifikantes Hybridisierungssignal mit der ImbY-spezifischen Probe gefunden. Im
Gegensatz dazu zeigten ale Lm-Produzenten distinkte Signale in der genomischen DNA. Bel
der Betrachtung der GrofRen der hybridisierenden Restriktionsfragmente fiel auf, dal3 die
S lincolnensis-Stamme eine Gruppe bildeten, da sie sich in den Hybridisierungsmustern nicht
unterschieden. Ferner waren die Muster der beiden Stémme S. sp. (espinosus) NRRL 3890
und S espinosus NRRL 5729 identisch. Die beiden Ubrigen Lm-Produzenten, S. pseudogri-
seolus NRRL 3985 und S. vellosus NRRL 8037, bildeten je eine eigene Gruppe. |hre Muster
waren zwar bel der Verwendung von Sphi/BamHI und Ncol/BamHI ebenfalls identisch,
unterschieden sich jedoch bel Verwendung der anderen vier Enzyme bzw. Enzymkombina-
tionen (vgl. Tab. 3-6). Der Befund, dal3 ImbY aufer in S lincolnensis bei den vier anderen
Lm-Produzenten ebenfalls im Imb/Imr-Gencluster gefunden wurde, erhértet die Annahme,
dai3 ImbY nicht das in Streptomyceten weit verbreitete Enzym F40/NAD(P)H Oxidoreduktase
kodiert, sondern wahrscheinlich ein Lm-Biosyntheseenzym.

Durch homologe Rekombination wurden ImbY-Insertions-
mutanten von S. lincolnensis NRRL 2936 er zeugt.

Die gezielte Mutagenese des S lincolnensis ImbY Gens wurde im Wildtyp NRRL 2936
durchgefiihrt. Der Uberproduktionsstamm S lincolnensis 78-11 war fiir eine Mutagenese
durch Rekombination ungeeignet, da in diesem Stamm das Imb/Imr-Cluster doppelt vorlag
und fUr eine gezielte Zerstorung eines Gens auch doppelt so viele Rekombinationsereignisse

hétten stattfinden muissen. Durch Transformation mit sog. »Suicide-Plasmiden« (Plasmid
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ohne ori fur Streptomyceten) wurde erreicht, dal3 sich die eingebrachte DNA nur durch
Rekombination ins Chromosom in der Zelle vermehren und ausprégen konnte. Als Selek-
tionsmarker fur die erfolgreiche Rekombination wurde zunéchst das Gentamicinresistenz-
vermittelnde aacC1l Gen verwendet, das sich jedoch als ungeeignet herausstellte, weil eine
hoher Prozentsatz spontan Gentamicin®-Kolonien auftraten, die noch Lm produzierten und
keine Transformation erfuhren. Fur alle weiteren Transformationen wurde deshalb das aacC4
Gen als Marker verwendet, welches eine nicht zur spontanen Resistenzentwicklung neigende
Am-Resistenz vermittelte. Alle so erhaltenen S lincolnensis-Transformanten produzierten
kein Lm mehr. Von zehn durch PCR und »Southern« Hybridisierung untersuchten Trans-
formanten hatten zwel Mutanten einen durch ein doppeltes Rekombinationsereignis
entstandenen Verlust des nativen ImbY Gens durch vollsténdigen Austausch gegen die aacC4-
Kassette erfahren. Ebenso konnte bel allen anderen Mutanten mit einem »single crossover«
unterschieden werden, ob die Rekombination stromaufwérts oder stromabwarts des aacC4
Gens stattgefunden hatte (vgl. Abb. 3-171.V.m. Abb. 3-18).

Bel Betrachtung der neuen genomischen Strukturen in den Mutanten mit doppelten
»Crossover«-Ereignissen stellte sich die Frage, ob auch das Gen ImbX nicht mehr exprimiert
wurde, da es trandational mit ImbY gekoppelt ist. Im Falle von Mutante 2 war es sehr
unwahrscheinlich, daf3 ImbX exprimiert wurde, da das aacC4 Gen auf der integrierten
Kassette eine gegenléufige Anordnung hatte (vgl. Abb. 3-18 Nr. 1 und 3). Dies war bei der
Mutante 9 nicht der Fall. Hier war unter der V oraussetzung, dal3 sich stromabwaérts von aacC4
keine Terminationssignale befanden, durchaus anzunehmen, dal3 ImbX unter der Kontrolle des
aacC4-Promotors noch exprimiert wurde. Die Mutante 4 hatte ebenfalls einen interessanten
Genotyp. Die Gene ImbU und ImbY wurden sehr wahrscheinlich exprimiert, wahrend das
Protein LmbX, trotz der Tatsache, dal3 das entsprechende Gen intakt auf dem Chromosom zu
finden war, nicht produziert wurde. Die anderen Mutanten (1, 3, 5, 6, 7, 8 und 10) waren —
durch die trandationale Kopplung zwischen ImbY und ImbX bedingt — vermutlich LmbY™ und
LmbX"™.

Die ImbY-I nsertionsmutanten konnten durch PPL -Ftterung komplementiert wer den.

Die Annahme, dal3 das Gen ImbY an der Synthese der PPL-Untereinheit beteiligt ist (Peschke
et al., 1995) bestétigte sich mit Hilfe der hergestellten ImbY-Mutanten, da diese durch
Fltterung mit PPL wieder Lm A produzierten. Dies gelang mit PHA nicht (vgl. Tab. 3-9). Es
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war daher wahrscheinlich, dai3 die zusétzliche Methylgruppe von PHA gegenlber PPL eine
Verknipfung mit der MTL-Untereinheit verhinderte, bzw. dald PHA kein Substrat fur das
aktivierende Enzym (vermutlich LmbC) war. Zur Kondensation von PPL mit MTL muf3
wahrscheinlich ein Aminoacyladenylat aus PPL und ATP unter Freisetzung von Pyrophosphat
gebildet werden. Dieser Zusammenhang wird vermutet, weil LmbC mit As-aktivierenden
Domanen mit dieser Funktion, wie sie in nicht-ribosomalen Pepidsynthetasen vorkommen,
groRe Ahnlichkeit hat. Der weitere Ablauf dieser Transferreaktion (Zwischenakzeptoren und
weitere evtl. betelligte Proteine) sind noch unbekannt (vgl. Chung et al., 1997). Die nach der
Kondensation stattfindende N-Methylierung durch LmbJ verschiebt maoglicherweise das

Gleichgewicht der vorangegangenen Kondensation irreversibel zur Produktseite.

Die Komplementation der ImbY-Insertionsmutanten ergab Hinweise

auf polare Effekte und die Struktur der Transkriptionseinheit.

Der Nachweis der Komplementation der gewonnenen ImbY-negativen Mutanten mittels der
Plasmide pDNW27 (ImbYX) und pDNW28 (ImbUYX) gelang nicht. Hierbel erwies sich die
zur Selektion notwendige Antibiotikakombination Ts/Am as hinderlich, da die Transfor-
manten in Gegenwart dieser Hemmestoffe offenbar keine Produktionsphase fur Lm erreichten.
Das Wachstum der S lincolnensis NRRL 2936-Derivate war dementsprechend stark
verzogert und eine Ausbildung des Luftmyzels nicht zu beobachten. Auch eine spontan
erzeugte M. luteus Ts*-Mutante (M. luteus DN218) as neuer Indikatorstamm konnte hier
keinen Antibiotika-Produktionsnachweis vermitteln. Daher wurden die Genkassetten ImbYX
bzw. ImbUYX aus pDNW27 und pDNW28 in pJOE837 umkloniert, so da? Plasmide
(PDNW27J (ImbYX) und pDNW28J (ImbUYX)) entstanden, die auf der alternativen
Antibiotikakombination Hy/Am selektioniert werden konnten. Nur die vollsténdige vermutete
Transkriptionseinheit ImbUYX (pDNW28J) verlieh den Mutanten die Fahigkeit, wieder Lm zu
synthetisieren. Auf den Phanotyp des Wildtyps wirkte sich dagegen keines der transformier-
ten Plasmide aus. Diese Ergebnisse gaben einen klaren Hinweis auf die Struktur und Grof3e
des Operons bzw. des ImbY-Transkripts: Das Ausbleiben der Lm-Produktion im Fall von
pPDNW27J konnte nur damit erklart werden, dal3 die Gene ImbY und ImbX nicht exprimiert
wurden, weil ein entsprechender Promotor zwischen ImbU und ImbY fehlte. Diese Vermutung
l&’t die SchluRfolgerung zu, dal3 stromaufwérts von ImbU ein Promotor lokalisiert sein

mufite, der die Expression aler drei Gene ImbUYX regulierte. Ein polarer Effekt auf das Gen
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2,6 kb Transkript

imrCIi [Pimbu> [ ImbY >} imbX > im Bl

500 bp @@E‘

Abb. 4-2. Das Imb/Imr-Gencluster im Bereich von ImbY. Die mit »2,6 kb Transkript« bezeichnete
gezackte Linie markiert das ImbUYX-Operon. [P] markiert den Promotor stromaufwarts von ImbU. Die
Uberlappenden Basen der Gene ImbY und ImbX (translationale Kopplung) sind unterhalb der
Genpfeile verdeutlicht.

ImbX muf3te angenommen werden, da dieser durch Uberlappung des Startcodons (von ImbX)
mit dem Stopcodon von ImbY translational koppelt (vgl. Abb. 4-2). Das Resistenzgen ImrB
besitzt dagegen seinen eigenen Promotor (Zhang et al., 1992; Zhang, 1993). Aus diesen
Ergebnissen konnte auch geschlossen werden, dal3 ImbX entweder auch fir die PPL-
Biosynthese bendtigt wird oder ein Ausfall des Gens keine Verdnderung des Phanotyps
verursacht. LmbX ist stark @nlich zu einem Pyocyanin-Biosyntheseenzym in verschiedenen
Pseudomonas sp. (z.B. P.aeruginosa PhzF; EMBL Zugangsnummer AF005404; 39 %
identische und 57 % dhnliche As in einem Bereich von 53 As). PhzF aus P. fluorescens 2-79
(&hnlich PhzF aus P. aeruginosa; vgl. Abb. 4-3) ist zusammen mit PhzC, PhzD und PhzE, die
Ahnlichkeiten zu Enzymen des Shikimat/Chorismat Metabolismus aufweisen, verantwortlich
fUr die Biosynthese des Antibiotikums Phenazin-1-Carbonsaure (Mavrodi et al., 1998). Daher
ist es wahrscheinlich, dal3 LmbX ein PPL-Biosynthesegen ist. LmbX-&hnliche Gene kommen
auch in S coelicolor (StF55 Protein; 33 % identische und 119 % d&hnliche As in einem
Bereich von 272 As) und Cyanobakterium Synechocystis sp. (hypothetisches Protein; 42 %

identische und 57 % ahnliche Asin einem Bereich von 89 As) vor (nicht gezeigt).

Stromaufwarts von ImbU wur de ein schwacher Promotor gefunden.

Eine weitere Analyse der postulierten Transkriptionseinheit ImbUYX konnte durch
»Northern« Analysen und/oder die Kartierung eines Promotors geschehen. Es erwies sich
unter alen getesteten Bedingungen als nicht moéglich, mit einer ImbY Sonde ein MRNA-
Signal zu erhalten. Die Ursache hierfir lief3 sich nicht eindeutig klaren. Daher wurde der
Bereich stromaufwarts von ImbU mit Hilfe des XylE-Promotorprobesystems (vgl. Abschnitt
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LmbXSli M VWPFEMVDMFAHEPFSGSQL TVVPDADGL TDAAMEAL AREVNT PETAFVL PPADPGAT
PhzFPae M - HRYVVI DAFASEPL QGNPVAVFFDCDDL SGERMORVAREMNL SESTFVL RPQQDGD-
PhzFPf1 M - HNYVI | DAFASVPLEGNPVAVFFDADDL PPAQVIQRI AREMNL SESTFVLKPRNGGD-
PhzCPau M - EHYVI | DAFASVPLEGNPVAVFFDADDL SAEQVIQRI AREMNL SETTFVLKPRNCGD-

* . CECEE * - * -k * k* * * - s kk k- ok k- k%% *x - *

LmbXSli  YRVRVFTLAGETPFGGHSSLGTAVTLVRL GRVAPGAVAQECGSRLHSL SVGPDKGTVTAE
PhzFPae ARl Rl FTPVNELPFAGHPLLGTAI ALG- - AETDKDRLFLETRMGTVPFAL ERQDCKVVAC
PhzFPfl  ALI RI FTPVNELPFAGHPLLGTAI ALG- - AHTDNHRLYLETQVGTI AFELERQNGSVI AA
PhzCPau ALI RI FTPVNELPFAGHPLLGTDI ALG - ARTDNHRLFLETQVIGTI AFELERQNGSVI AA

sk k% * k** k% kK - -0k . * . . . * % %

LnmbXSli  KPVEAREPDLRLLTAAAGVDPADVVEA- - PVRTAGFGPAFHYLQVREGVVPGARADLELM
PhzFPae SMQQPI PTVEHFSRPAELLAALGLKGSTFPI EVYRNGPRHVFVGLES- VAAL SALHPDHR
PhzFPf1  SVDQPI PTWITALGRDAELLKALG SDSTFPI El YHNGPRHVFVGLPS- | DALSALHPDHR
PhzCPau SNMDQPI PTWIALGRDAELLKALG SDSTFPI El YHNGPRHVFVGALPS- | AALSALHPDHR

* . . . * - * %

LnbXSli  ARRDLPDVMVFSVDPRTRQATARVFAPGYGVPEDPACASNAL GL GEW.VAAGRL PAADGT
PhzFPae ALCDFPDLAVNCFAGAGRHWRSRMFSPAYGVVEDAATGSAAGPLAI HLARHRQ PYGQ Q
PhzFPf1  ALSNFHDVAI NCFAGAGRRVWRSRMFSPAYGVVEDAATGSAAGPLAI HLARHGQ EFGQ- P
PhzCPau ALYSFHDVAI NCFAGAGRRVWRSRMFSPAYGVVEDAATGSAAGPLAI HLARHGQ EFGQ- Q

* . * - . . * - EEE SURE JERE S * % % * * * *

LmbXSli  YEYLI RQGVGSPRVGTVECSVTVDSGCAVRASAT GSVVPVARGEFLLGPDLATAVASV
PhzFPae | El LQGVEI GRPSRMYARAEGACERVSAVEVSGNG - AAFAECRAYL-----------
PhzFPf1  VEI LQGVElI GRPSLMFAKAEGRAEQLTRVEVSGNG - VTFGRGTI VL-----------
PhzCPau | El LQGVEI GRPSLMFARAEGRADQLTRVEVSGNG- - | TFGRGTI VL-----------

* * -k % . * * * * *

Abb. 4-3. Vergleich der As-Sequenz von LmbX (S. lincolnensis) mit den Sequenzen von PhzF
(Pseudomonas aeruginosa), PhzF (Pseudomonas fluorescens) und PhzC (Pseudomonas
aurofaciens). [*], identische As; [: ], sehr &hnliche As; [. ], weitgehend &hnliche As.

2.2.25) anaysiert. Der Einsatz zweier DNA-Fragmente grenzte die gefundene Promotor-
aktivitat auf einen DNA-Abschnitt zwischen -286 bp und -113 bp vor ImbU ein. Die dabei
gemessenen Werte zeigten, dal? es sich um einen sehr schwachen Promotor handelte, denn die

Aktivitét war nur siebenmal hoher as digenige in der Negativkontrolle. Der vergleichsweise
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starke StrR-aktivierte Promotor strBlp aus S griseus N2-3-11, der zur Kontrolle getestet
wurde, induzierte die Transkription ca. 49mal stérker als ImbUp. Die schwache Aktivitéat des

ImbUp kodnnte folgende Griinde haben:

(1) Es ist moglich, da3 ImbUp durch spezifische Faktoren, z.B. ein Aktivatorprotein,
aktiviert werden mufd und dal3 bei den XylE-Tests nur die Basalaktivitdt gemessen
wurde, weil die Aktivierung in S lividans nicht stattfand.

(2) Die Stabilitét der mRNA war in Slividans so gering, dal3 sie eine sehr kurze
Halbwertszeit hatte.

(3) Die Gene ImbU, ImbY und ImbX werden nicht stéarker exprimiert und regulieren somit

die PPL-Synthese durch die niedrige Kopienzahl ihrer entsprechenden Proteine.

LmbY wurde alsHistag-Fusionsprotein in S. lividans TK23

[6slich produziert und gereinigt.

Die heterologe Expression des S lincolnensis ImbY Gens wurde bereits wahrend der
Diplomarbeit erfolgreich in E. coli und in S lividans durchgefihrt (Neuf3er, 1995). Es wurde
aufgrund des Laufverhaltens (bei ca 32,7 kDa) davon ausgegangen, dald es sich bei den
zusétzlich produzierten Genprodukten (vgl. Abb. 3-20 A und B) um das gewiinschte Protein
LmbY handelte. Das Vorliegen des Uberexprimierten LmbY a's unldsliche »inclusion bodies«
in E. coli Uberraschte nicht, da viele andere Versuche zur Uberproduktion von Streptomy-
cetenproteinen in E. coli dhnliche Ergebnisse lieferten (z.B. LmbA aus S lincolnensis,
Schmidt (1994); StrQ aus S. griseus, Beyer (1996)). Dafir kann es eine Reithe von Grinden
geben. Die heterolog produzierten Proteine werden zu schnell und in so grof3er Menge
gebildet, so dal’} eine korrekte Proteinfaltung durch intermolekulare Wechselwirkungen
zwischen den vielen gleichen Proteinketten verhindert wird. Zusétzlich ist moglich, dal? die
zelluldren Faltungsenzyme (Chaperone; z.B. SecB, GroES/GroEL oder DnaK), die der neu
synthetisierten Polypeptidkette katalytisch die Moglichkeit verschaffen, sich zu falten, nicht
auf die Struktur der Streptomycetenproteine angepald sind oder da3 die Menge an
Chaperonen fur die grof3e Anzahl der zu faltenden Proteine nicht ausreicht. Es ist auch nicht
auszuschlief3en, dal’ die Chaperone nicht korrekt mit dem Tranglationsapparat interagieren
konnen, da der hohe G+C-Gehalt der mRNA die Struktur des 70 S-Ribosoms verdndern
konnte. Hinzu kommen allgemeine chemisch-physikalische Unterschiede des Cytoplasmas in
E. coli und Streptomyceten, die ebenfalls zu falschen Proteinfaltungen fiihren kénnen.
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Da die »inclusion bodies« aus E. coli nur unter Aufwand reaktiviert und gelost werden
koénnen (Renaturierung mittels Harnstoff oder Detergenzien, etc.) und daher fir Enzymtests
unbrauchbar waren, muften andere Expressionsmethoden angewandt werden. Es gelang
nicht, 16sliches LmbY -Protein zu erhalten, wenn die Anzucht der E. coli-Expressionsstamme
bei niedrigeren Temperaturen (18, 25 oder 30°C) stattfand, wie es z.B. be StrQ aus
S griseus der Fall war (Beyer, 1996). Die Synthese von |6slichem LmbY gelang erstmals in
S lividans TK23/pDNW?2 (ImbY). Ob dieses Enzym in aktiver Form produziert wird, kann
zukinftig nur mit einem Enzymtest oder mit einer geeigneten S. lincolnensis-ImbY[-M utante
nachgewiesen werden. Um LmbY fir einen Enzymtest zu reinigen, wurde versucht, eine His-
tag-Version des Enzyms herzustellen. Es bot sich zunéchst an, das DNA-Fragment aus
pPDNW16 zu verwenden — in welchem eine E. coli-RBS vor his-tagelmbY positioniert war —
und in den E. coli/Streptomyceten-Shuttlevektor pUWL201 umzuklonieren, aber das
Ausbleiben der erwarteten Expression in einer Transformante von S lividans konnte dadurch
erklart werden, dald die RBS nicht im optimalen Abstand zum Startcodon lag und keine
geeignete Struktur besal3, um in S lividans die Trandation zu initiieren (vgl. Abb. 3-21 B).
Deshalb wurde im Plasmid pDNW26RBSY die Region vor dem ImbY Startcodon an die
optimalen Erfordernisse eines Streptomyceten-Tranglationsstarts angepasst, indem — wie in
pPDNW?2 — die ImbY-eigene RBS verwendet wurde. Bei der Darstellung der Proteine LmbY
und His-tageLmbY in den zellfreien Extrakten durch eine PAGE konnte nur LmbY wieder-
gefunden werden, da die zu erwartende Bande von HistageLmbY auf der Hohe von ca.
35kDa durch ein anderes Protein Uberlagert wurde (vgl. Abb. 3-22). Erst durch die
Entfernung von 96 - 98 % unspezifischer Proteine und anschlief3ender »Western« Analyse
konnte erkannt werden, dal3 His-tageL mbY produziert wurde und dal3 die Expression durch
PDNW26RBSY (his-tagelmbY) schwécher war als die durch pDNW2 (ImbY).

In einer Proteomanalyse der Gesamtzellextrakte von S lividans TK23/pUWL201
(Nullkontrolle) und S lividans TK23/pDNW2 (LmbY) konnte das rekombinant produzierte
Protein LmbY nachgewiesen werden. Die berechnete molekulare Masse wich um 0,3 % von
dem experimentellen Ergebnis ab (32,5 kDa). Der experimentelle Wert fir den IP (5,4) hatte
jedoch einen um 8,8 % niedrigeren Wert als der berechnete IP (5,92). Diese relativ hohe
Abweichung auf der x-Achse kénnte durch verschiedene Faktoren begriindet sein. Es fehite
ein Standard, der das Laufverhalten der nach dem IP aufgetrennten Proteine mef3bar gemacht
hétte. Auch traten offenbar Artefakte auf, die u.a durch hohe Salzkonzentration in den
aufgetragenen Extrakten verursacht wurden. Es konnten nur ca. 60 - 75 % der Proteinflecken

auf beiden Gelen wiedergefunden werden. Diese vergleichbaren Flecken wiesen zum Tell
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Wanderungsunterschiede auf, die dadurch begriindet werden konnten, dal3 sich die Zellen in
unterschiedlicher Wachstumsphase befanden. Hinzu kommt noch, dal3 Streptomyceten starke
zelleigene Proteaseaktivitdten besitzen, die besonders grof3e und basische Proteine schnell
abzubauen vermogen (M. Haase, personliche Mitteilung). Fir die Proteomanayse von
Streptomyces-Stdmmen mul’ deshalb eine Protease-unterdriickende Aufschlul3methode weiter

optimiert werden.

LmbY ist ein PPL-Biosyntheseenzym, aber keine NADPH: F4-Reduktase

Das urspringliche Postulat von Peschke et al. (1995), welches LmbY u.a. die NADPH-
abhangige F4-Reduktase-Funktion zuordnete, die von Eker et al. (1989) in S griseus
nachgewiesen wurde, sollte mit Hilfe der ImbY[=Mutanten geprift werden. Eker et al. hatten
die in S griseus gefundene 8-Hydroxy-5-deazaflavin:NADPH Oxidoreduktase mit einer
molekularen Masse von 42 kDa (vermutlich bestehend aus zwei Untereinheiten) gereinigt und
damit 7 von 11 untersuchten Substraten, darunter Fso(H2) und Fo(H2) mit NADPH bzw.
NADP as Cofaktoren, umgesetzt. Das pH-Optimum betrug fur die Reduktion der beiden
Substrate mit den niedrigsten Ky-Werten (Fa0, Ky-Wert = 3,4 UM bzw. Fo, Ky-Wert =
5,7 uM) 5,9 und fur die Rickreaktion 7,9. Jedoch haben offenbar nicht alle Streptomyceten
ein Fspo-abhdngiges Redoxsystem, da einige getestete Stamme keinen Fp-Antell als
Abbauprodukt bilden (Kuo et al., 1989; Coats et al., 1989; Le Van et al., 1985). Fir den
Aufbau eines Testsystems fur LmbY wurde zunachst mit den V ersuchsbedingungen von Eker
et al. (1989) eine F4xo-reduzierende Aktivitét nachgewiesen. In S lincolnensis NRRL 2936,
S lincolnensis Mutante 1, -2, -4, -7, -9, S griseus N2-3-11, S lividans TK23/pUWL 201,
S lividans TK23/pDNW2 und S lividans TK23/pDNW26RBSY konnte jeweils eine
NA DPH-abhangige Entfarbung des eingesetzten Coenzyms F,20 nachgewiesen werden.
Es gab daher mehrere Hinweise, dal3 LmbY ein fir die PPL-Biosynthese spezifisches

(F420-abhangiges) Enzym war und keine NADPH:F40-Reduktase darstellte:

(1) Die S lincolnensis-Mutanten mit LmbY ~-Phanotyp zeigten immer noch NADPH:F420-
Reduktaseaktivitét.

(2) Die Extrakte von S lividans TK23/pDNW2 und S lividans TK23/pDNW26RBSY
zeigten Kkeine Steigerung der Reduktaseaktivitdt gegenlber den anderen
Streptomycetenextrakten.

(3) Die LmbY™ S lincolnensis-Mutanten konnten mit PPL komplementiert werden.
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Abb. 4-4. Postulierte Funktionen von LmbY (Peschke et al., 1995). In dieser Arbeit konnte ausge-
schlossen werden, dal3 LmbY eine NADPH:F40-Reduktase ist. Eine Beteiligung von LmbY an einer
oder beiden dargestellten Reaktionen konnte nicht nachgewiesen werden. TDPPL, 1,2,3,6-Tetrade-
hydropropylprolin; DDPPL, 2,3-Didehydropropylprolin; PPL, Propylprolin.

(4) Das LCF-synthetisierende Enzym, welches in der S lincolnensis-Mutante NTG-3 von
Coats et al. (1988) ausgefallen war, gehorte nicht zum Enzympool der Lm-
Biosynthese. F40 (= LCF-Derivat) war aber direkt an der Reduktion von TDPPL (vgl.
Abb. 4-4) beteiligt, und ein Fehlen des Cofaktors auf3erte sich durch Ausbleiben der
PPL-Synthese in S. lincolnensis NTG-3.

Es gab mehrere Ansétze, die Funktion von LmbY zu testen. Das vermutete Substrat, d.h.
TDPPL oder DDPPL koénnte (a) auf klassischem organisch-chemischem Weg hergestellt
werden. Zudem bestand die Mdoglichkeit (b) durch Anzucht der ImbY=Mutanten die
angehauften Produkte fir eine Umsetzung mit LmbY zu isolieren (s.u.). Unter den
Voraussetzungen, dal3 die durch LmbY katalysierte reversible Reaktion im Gleichgewicht
eine deutliche Konzentration Edukt zurticklief3 und PPL das Produkt war (vgl. Abb. 4-4),
sollte es moglich gewesen sein, (c) die Rickreaktionen von PPL in Richtung TDPPL zu
messen. Da PPL zur Verfligung stand, konnte M églichkeit (c) untersucht werden. Der LmbY -
enthaltende S. lividans TK23/pDNW?2 (ImbY)-Extrakt zeigte aber keinerlel F4o0-umsetzende
Eigenschaften, wenn PPL zum Reaktionsansatz gegeben wurde. Anstatt Fso wurden auch
andere Cofaktoren wie NAD oder NADP getestet, die aber nicht reduziert wurden. Fir diese
Ergebnisse fanden sich mehrere Erkl&rungen:

Das Gleichgewicht der Reaktion lag stark auf der Seite der reduzierten Produkte DDPPL
und PPL.

PPL war kein Substrat von LmbY, weil dieses Enzym nur die Oxidoreduktase-Reaktion
zwischen TDPPL und DDPPL katalysierte.
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Tab. 4-1. R-Werte relevanter “*C-markierter Substanzen. Verschiedene S. lincolnensis-Anzuchten wurden
unter Zugabe von |_-[U—14C]Tyrosin kultiviert und anschlieRend diinnschichtchromatographisch untersucht.
Radioaktive Anhaufungsprodukte wurden durch Autoradiographie sichtbar gemacht (vgl. Abb. 3-29).

Mutante vermuteter Phanotyp Signal bei Ri-Wert von
S. lincolnensis NRRL 2936 - 0,75
S. lincolnensis Mu2 LmbY~, LmbX"~ 0,26
S. lincolnensis Mu4 LmbX"™ 0,26
S. lincolnensis Mu9 LmbY™ 0,30

Die Enzymtestbedingungen (pH-Wert, Temperatur, Puffer, etc.) waren nicht geeignet.
LmbY verwendet weder F420(H2) noch NAD(H) oder NADP(H) als Cofaktor.

Die oben angesprochene Moglichkeit (b), das Substrat von LmbY aus den ImbY[=M utanten
zu isolieren, war z.B. nach *C-Markierung méglich. S lincolnensis NRRL 2936, die
S lincolnensis-Mutanten 2, 4, 9 und [$ wurden in Anlehnung an die von Witz et al. (1971)
praktizierten Methode in L-[U-*C] Tyrosin-versetztem Medium angezogen und sowohl das
Medium, as auch die Zellen dinnschichtchromatographisch untersucht. Die Ri-Werte der
radioaktiven Substanzen wurden mit denen der Standardsubstanzen verglichen (vgl. Abb.
3-29).

Interessant waren die Substanzen mit einem Ri-Wert von 0,26, die bei den Mutanten 2 und
4 gebildet wurden (vgl. Tab. 4-1). Das Laufverhaten dieser Substanz mit einem Rq-Wert, der
zwischen denen von Tyrosin (0,14) und PPL (0,37) lag, kbnnte unter anderem das angehaufte
Substrat von LmbY sein. Dain diesen Mutanten (LmbYX") evtl. jedoch auch das mogliche
PPL-Biosyntheseenzym LmbX ausgefallen war (s. oben), war es auch méglich, dal3 es sich
bei diesen Mutanten um das Substrat von LmbX handelte, das dann noch vor LmbY in der
Synthesefolge der PPL-Untereinheit benutzt wurde. Dieser Fleck (0,26) war beim Wildtyp
und bei der Mutante 9 und [$ nicht zu beobachten. Der Wildtyp produzierte stattdessen das
zu erwartende Lm A (Ri-Wert = 0,75). Die Mutante 9 (LmbY™), die evtl. ImbX noch
exprimierte (s. oben), produzierte die Substanz mit dem Ri-Wert von 0,26 nicht. Diese
Tatsache konnte as eine Bestdtigung dieser Vermutung interpretiert werden. Ein weiteres
Signal, welches dann méglicherweise dem Substrat von LmbY entspréche, war nur sehr
schwach ausgebildet und hatte einen Rq-Wert von 0,30 (vgl. Abb. 3-29, Tab. 4-1).

Diese Versuche sind as Vorversuche fur zukinftige Untersuchungen zu werten und
bedirfen einer erheblichen Optimierungsarbeit, um eindeutige zuzuordnende Mef3ergebnisse

und Zwischenprodukte zu erzielen.
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Anhénge A1-1 DNA-Sequenz ImbAB1B2

Anhang 1: DNA-Sequenzen

Zeichenerklarungen
| . und zahl en Der dargestellte DNA-Bereich ist oberhalb der Sequenz durch-
! numeriert, unabhangig von den einzelnen Genen. Ein Punkt (.)
I alle 10 nt; alle 60 nt die entsprechende fortlaufende Zahl.

| -1 mo#- > Gen Imb# beginnt am senkrechten Strich.

-1 mb#- >| Gen Imb# endet am senkrechten Strich.

<- 1CB (n nt) -> Intercistronischer Bereich mit einer Lange von n Nukleotiden.
* Stopcodon eines kodierenden Gens.

Anhang 1-1. DNA-Sequenz im Bereich von ImbAB1B2. Einige wichtige Erkennungsstellen
von Restriktionsendonukleasen sind nur im Bereich von ImbB1B2 eingetragen. Die
Orientierung der einzelstrangig dargestellten Sequenz entspricht der in der Genbank (EMBL
Zugangsnummer X79146). Die einzelnen As der kodierenden Proteine sind unter der Sequenz

im Einbuchstabencode angegeben.

ImbA: 1806 bp; Genprodukt: 602 As; 63,4 kDa; pl = 5,71
ImbB1: 477 bp; Genprodukt: 159 As; 17,9 kDa; pl = 5,45
ImbB2: 954 bp; Genprodukt: 318 As; 34,9 kDa; pl = 7,78

| - | MbA- > . 60

ACAACACAGT TATGGT GGT GGACGCATGCT TCCAT CGAAGCCGGAGCT CAGT GGAACAAT
ML PSKWPEL S GTI

. . . . . 120
TGGCGCCGT TTCCGCCACGCAT TGECTGECGT CCAAT GCGGGCATGAGAATCCTTGAGAA
GAVSATHWLASNAGMRI L EN

180

COGAGGCAACGCCT TCGACGOCGCT GTOBCOGCO0GACT TCGTCCTCCAGGT OGTGGAACC
G GNATFDAAVAAGTFVLOQVVTEFP

. . . . . 240
CCACT TCAACGGEECCGEEECGECGACGT CTCCAT CGGT CGCACT GCCCGCCGGECECAGGA
HF NGWPGGDVSI GRTARRAAOQD

. . . . . 300
CGCCGCCGAGAT CTGCGGECCAGGECCCCAT GCCCCGCGCCGCGACACCGCAAGCCTTCTC
AAAEI CGQGPMPRAATWZPIOQATFS
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Anhange

A1-1 DNA-Sequenz ImbAB1B2

. . . . . 360
CGATCTCGGACT GGAGCACAT CCCGEECT CCAGT CTECTGCCCECCTGI GIGCCCGECEC
bL GL EHI PGS GLL PACVZPGA

420

GTTCGGTGACT GACT GCGGT TGCT CGCGRAGT TOGGCACCCT GOGOCT CBOGGACGTCCT
F GGWLRLLAETFGTLRLADLUVL

. . . . . 480
CGCACCGGCCAT CACCTACGCGGAAGAGGEECTAT CCGCT GCT GCCGGAGACCGCCCACCC
AP AI T YAEEGYPLLUPETAHA

. . . . . 540
CGCCGATGT GCTCGCCCCGCT CTTCCGCACCGAGT GGACCGGT TCGGEGECAGATCTACCT
ADVLAPLUFRTIEWTGSGOQI Y L

600

GGOGAACGGOGCOG0CCOGAAAGCCGGT TCOCGCT TCCGCAACCCOGCGOGOGOCCAGAC
ANGAAPEKAGSRTFRANGPARAGOT

. . . . . 660
CTACCGGECAGCT CCTCAAAGAGGCCGAGECCAECGT CEECEGACCGCGAGECCCAGATCGA
Y R QL L KEAEAASADR REWA AU QI E

720

GGOCGOGCACCAGROCT TCTACCAGGGCT T CT GCGCGGAGGCAGT CCAGCGCT TCCTGGA
AAHOAFVYOQGFTCAEAVYOQORTETLD

. . . . . 780
CGECGEEECCCCEET TEGACGCCACCGECECGEEECCACAGCGCECTGCTGACCGCTGATGA
G GPRLUDAT GAGMHSALULTATDTD

. . . . . 840
CCTGGECCECCT GGACCCCGT CCGT GACCACGGECGACGT CCCGCCCCTACGECGCCTACCG
L AAWTPSVTTATSIRPYGAYR

. . . . . 900
CGTCCACAAGCCGGGACCTTGGT CCCAAGGCCCGGT CTTTCT CCAGCAGT TGGCGCTCCT
VHKPGPWSQGPVFLGOQOQLATLL

960

GGAGGGEGT TCGACCT CGCCGECAT GCCAECCCGACAGCGCCGACT ACCT GCACACCGT GGT
E GF DLAGMRPDS SADYLHTVYV

. . . . . 1020
GGAGT GCGCCAAGCT CGCCT TCGCCGACCGCGACGCCT GGTACGECGACCCGEECGT TCAC
E CAKLAFADWIRDAWYGUDUWPATFT
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Anhange

A1-1 DNA-Sequenz ImbAB1B2

. . . . . 1080
CGACATACCGCT GGCEGACCT GCTCAGCGACGACT ACACCCGECGAGCGEECECCELCTGET
bl P L ADLUWLSDUDYTREIRIRRILYV

1140

GGGGOCOGAGROOGT CAACGAGCT GCAGCCOGGCACT COCGREOGG0CGCT OGTCGTGRCT
GPEAVNELGOPGTPGGRSSW.L

. . . . . 1200
GCCEEEEECEECECCCGAGCCCGAGCCCGACCT CTCCGECCACACCGACGAGT GGAT GGG
P GA APEPEWPDLSGHTDEWMG

. . . . . 1260

GCAGCT CCGCAACGGCCT GCCCACCATCCTCAAGGCCACTACGGECCAAGCGCGACACCTG
QLRNGLWUPTI L KATTAIKGTDT C
1320

CTGCGT CACOGT GACCGACCGGCACGGCAACACGGT GROCGCGACAGCCAGOGRCGRCTG
CVTVTDRHGNTVAATASTGTGW

. . . . . 1380
GCTCAAGAGCT CGCOGGECCAT CGOGGAGCT GRGCT TCCOGCT CGRCACCCGGRGGCCAGAC
L KSSPAI AELTGFZPLTGTR RGO QT

1440

GATGTACCT GGOOGAGGGACACCCCAACT COCT CGCCGRCGECAAGCGCCOGCGCACCAC
MY LATETGHTPNSLAGGE KT RPRTT

. . . . . 1500
GCTCAGCCCCACCGT GGT CCAGCGCGACGEECAGCCCCACCT GECGT TCGECACT CCCGG
L S PTVYV QRDGOQPHLAFGTPG

. . . . . 1560
CGCCGACCGEECAGGACCAGT GGACCCT CCAGT TCT TCCT CEGEGT CACCGCGT TCGECCT
GDRQDOQQWTL QFF L GV TAFGIL

. . . . . 1620
CGACCT ACAGGECGECGACGGAGACCCT CGCGT TCCACACCGACCAGGTACCCGCCTCCT T
DL QAATETULAFHTDQVZPASF

. . . . 1680
CACGCCCCACCAGT CECGEECCCCEECGT AGT GGT GGT GGAGGAGAACT GCECGEECCGCGAC
T P HQSRPGVVVV EENTZ CAAAT

. . . . . 1740
CGT GGCCGAGCT GACCCGCCECGECCACCGCGT CGAGCGCGT GCCCGECCTACTCCCT TGS
VvV A E L TRRGHRVEIRVZPAYSL G
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Anhange

A1-1 DNA-Sequenz ImbAB1B2

. 1800
CIIHMSTCﬂTIIXXEMJJBSTCﬂTXJB:ACIIyKXJJJSTCGTCEIIIIIIIIIIIHTXXXJJJS
RVvCATGLGTWDU GLVRAAATCUPR

-1 mhA- 5| . 1860
CGECCGOCAGOOCT ACGOGAT CTGOGGAT GACGCCACGCCACACGCGOGAACCACOGRAG
GRQPYAI CG *

< 1CB (89 nt) -> Stu
| 1920
AGACGCCCGACGT TCOOGT ACT COGACCOGCCOCAGCAAGCAACAGT GAGGGAGGECCTCC

| -1 mbBl1->. . 1980
ATGiIEWCAGWAAAGWCAATGiIIiIIEWATCEEWC{I(IﬁTGWCEEWGWCI?(%(IEﬁC
M P SV K SMPZPV SV HHYVGV QT A

Kpnl EcoR
. 2040
GATCTGEATAATTCGATCTCCTGEWACCAGGAATTCTTCEEATGWACCGTTTCCTGGACC
DL DN SI SWYQEUFUZFGTCTVSWT

2100
CTCGACACATTCTCCGCACTCACCCACTCACEEiTTCIIII%%J(I%E{EWCTCGCGGAG
L DT F S AL THSRLUPGI ERL AE

. 2160
CﬂTZIEKTA(IZZJENTGTCKXE:TTCIJKXJMZATCIZETGTGAAATCIIIHTZIIXIZ?VKIB:
L RYGDVIRFHHI GV KSGAATER

2220
TCTCCEfIII%KIIE%ATCAGWTTCAGCACEWCTGCTTCECEEWGEECAGCCCCACEEAA
S PAEANOQOQFQHVCFAYVGSUPTE

. 2280
CTCGAN3J3ﬂ33333ﬂ33333ﬂ333ﬂ33N33TGDNJ33333ﬂ333]33ﬂ33N33Tﬂ]3]3
L EAWRSRWLELYARGRWTF A

Sal |
| . 2340
Gﬂ3JJ33KXXXXXX)KXX3K)ﬂTI¥KIHCGACANJBMXXXIHTIIIHCITTCDNJBDA
V P ERATIDI DVDI KD GVIRSFYA
-1 nbB1- >|
| -1 nbB2- >
2400

CTCGACCCGAACEECCTGEAEWACEAEWTCACCTACEWTCIII¥KIIIIIIIE%TGAEWT
L DP NGL EYEFTYVPDGZPR*
M S S
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Anhange

A1-1 DNA-Sequenz ImbAB1B2

Xhol

| . . . . . 2460
CACT CGAGGCACGCCGCACCGACCGCACCGACCT GCCCCT GCCCGCGECEEECGACTGEG

L E ARRTIDARTIDLUPLUPAAGTUDWE

. . . . . 2520
AGT ACGECGGECTATCCCTACGECCT GGAGCCGCT CACGCT GCCCCT CECCT CCCCCGECT
Yy G ¥y PY GL EPLTULPLASUPGS

. . . . . 2580
CTTCCCCCGCCGECGCACCGCCGGT TCCGACGGT TCCCCGCCGCCCT GGCCGEECACCT GG
S PAAHRVYVYGRFZPAALAGHTLAD

Sal |

. . . . . 2640
CGGACCCCGT CGCCGGAGT TCCCECGAACGCCECGGT GGACCT GACGGACCCGCT CEEEG
P VA GV PGENAAVYDTLTUDUZPL GV

. . . . . 2700
TCGACCGCCTCTTCTGGT TCCGCTGGAT CACCGGECCACCAAGT CACCTTCGTACTCTGEC
DRL FWFIRWI T GHQVTF VL WAQ

. . . . . 2760
AGI TACT GGECCT CGGT ACT CGCCGAGAGCGECGGAGEECCCAGECGGAGAGECECEEECEE
L L ASVLAESAEUGPG GG GEARAA

. . . . . 2820
CGGAGCGEECCCECCECTACGT GCGCGECTACT CCCTGATGCTCCTGTACACCAGCTCCT
ERARRYVRGYSL MLLY TS SC

) ) . . . 2880

GCCCGCGGT CGGT GTACGACCGGECT GATCCGECCCCACCT GGCGCTCCAGCACCGGCACC

P RSVYDIRLI RPHLA AL QHRMHIL
Smal

2940

. | . . . .
TCAGCGGECGOCT GBEOCCARGACT ACCACCCGGT GOGGT CGCT GCT GOGCGECOGT CTGC
S GAWARDTYHPVRSLLTRGRLP

. . . . . 3000
CGGECCGEECT CGACGACGCGCCGT TGCGCGAGGAGT GCCGGECTCAACCACCACGT CCACG
A G L DDAPLIREIETCRLNMHMHYVHE

. . . . . 3060

AGGGCAT CGCCGCCAAGCT GGT GCCGT COGGRGGT CTCGCT GCT CCAGCAGACGAACCAGC
GI AAKLVPSGVSLLOQOQTNOQH
3120

ACCAGGAACAACGGTTCCT CCACCGCGACCGRCT CTOGTCGCTGTACGACTGOGTCTTCC
QOE QRFLHRDARLGSSLYDCVEF.L
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Anhange

A1-1 DNA-Sequenz ImbAB1B2

Pvul |

. . . | . 3180
TCACCGT GCGGGOGCCCGOCT CGTACGAGCAGGT CGTCACCCAGCT GGTGOGACGOCTGC
TVRAPASYEQVVTOQLVR RRLH

. . . . . 3240

ACGCCAT CGECCAGGACCT GECEECCAACGEECT CTACCCCGCGT ACGCGCCCAGCEECC
Al GQDLAANGLYPAYAPSGH
3300

ACGAGGAGOCOGCOGAGCT GOGCGCCOCGRACGT GROGCGGT GCAAGGAGACGCTTCTGC
EEPACELTRAPIDVYVYARCIKTETTLTLP

. . . -1 nmbB2->| . 3360
CGGACCTGI CCCGTATCT GCGACT CGECCACCGCGECGEECGAGT TGAGCCCECECGEECC
DL SRI CDSATAAAS *
Snal
| . . . . . 3420
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Anhange A1-2 DNA-Sequenz ImbUYX

Anhang 1-2. DNA-Sequenz im Bereich von ImbUYX. Proteinsequenzen und einige wichtige
Erkennungsstellen von Restriktionsendonukleasen sind im ganzen Bereich von ImbUYX
eingetragen. Die DNA ist nach Interesse dargestellt (einzelstréngig und revers-komplementar

in Bezug auf der in der Genbank (EMBL Zugangsnummer X79146) gespei cherten Sequenz).

ImbU: 672 bp; Genprodukt: 224 As, 25,3 kDa; pl = 8,93
ImbY: 888 bp; Genprodukt: 296 As; 32,4 kDa; pl = 5,71
ImbX: 891 bp; Genprodukt: 297 As; 30,7 kDa; pl = 4,79

Snal

. . | . . 60
GAGCTTGCCCOGGATTTGTTCTAGGT AAACGCCCGGGCT CTCAAACAAGGT TAAAAACT T

. . . . . 120
CCACAGT ACTGCCCCAAATGCACACAT CCAGGCATAAGT GAGAAACGT AGCGGAAGGCAG

. . . . . 180
GGAACGT CATGCTCTAAAGAT TCGT CGCTCCGAAAGGAGGEGECGT CTTGCGTGT TAATCGG

. . . . . 240
CCGITGACATATGCTCATTTCACCT TGCGGAATGAAAT GAGCCCAGCTGT TTGECCGI TG

BarrHi Bgl I | BarrHi
. | . . . 300
GGTTGOOGCT TTGGAT GGT CCGGAT CCGGOOGGT TTCAAGAT CTCCAGGAT CCOCTGGAT

. . . . . 360
AATTAATTGACCGGCCTCCTACACTCTGATCCGTACT TGATACATTGECCGT TACATGTA

. . . . . 420
TCGGAGT TCCGAGGGEGEEEECAATGATGCTGGT TCCGCCAAGCCAT TCATGAGCTGCTCGC

d al

. . N . . 480
CTGCGOOGCCCT TOGT GGOGGT GGOGCGACAT CGAT GAGCGT GGT GGGOGCCGAACAACG

. . . . . 540
GGGEGTGAATCGECTGCTTGCT TTCGATCCCCGT GT CCT CCTCEGT GACCCAAAGGCAAGAG

. | -1 mbU > . . 600
CGTGAGAAAGGGAT GECAGCCGCGT GGTGAGGTCGAAT TTATCGGT TGCGGACAGGTGTG
VVRSNLSVADTRTCECG
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Anhange

A1-2 DNA-Seguenz ImbUYX

. . . . . 660
GGACGT CEGECT GTGAACGECCGCEGET GAAAACGEECGAGCGATGGTGTACT TGT CACTCGECG
T S AVNGRVYVYIKTGEUDU GVLVTRYV

Nael
. . . . o 720
TCGGGECTCCGCAT TCCGGECCGTACT GAATTTCGACACCT GGGAACGCGCGGEECCGERCA
G LRI P AV LNZFUDTWEIRAUGRMHI

Smal
| ) ) . . . 780
TCGCCCGGGTCGCCGACT CATCGGRCCTGGT GT CTGERCGACT GGATCATCTACGGTCAGA
ARV A DS SAWCLGDWI I Y G QT

Kpnl
. | . . . . 840
CCCGGTACAGCGACCGEGT ACCGCAGAGCEGT GGAGGLCGECCEGT CTGGACTACCAGACCA
RY S DRYRRAVEAAGLUDY QT I

Xhol
) ) . . . | 900
TCCGCAACT ACGCCT GGGT GGCACGGECGGT TCGACCT CT CCCGCAGCGT GAGGCGCTCGA
R NY AWV ARIRIFUDUL SRSV RIR S S

. . . . . 960
GCTTCCAGCACCACGCCGAGGT GGCCGECGCT GCCGGAGGAACAGCAGGACCACT GECTGG
F QHHAEVAALUPEEIQQDHWL E

. . . . . 1020
AGCAGGCCGAGAGGECACGAGT GGT CCCGCAACGAGCT GAGGCGCAACGT TCGCGEEGEECEC
QA ERMHEWSRNIELIRRNVRGAR

. . . . . 1080
GGGEEECAGAAGAAGT CCGACACCGECCGGACGCGACGT TGTCACGCAT CACCCCGAGECCG
G QK KSDTAGRDVVYTHMHUPE AE

Xhol
. . . . | . 1140
AACGT GT CGAGCGGT GGCGGACCGCCGCCGAGCGECT CEERCGECCT CCCTCGAGGAGT GAA
RV ERWRTAAIEWIRSTGASLEE WII

. . . . . 1200
TTTGCGCCCEECTCGACT TCGCCGCGT CGCTGGT TCT CCAGACGCAGECGCGAGGACECCC
C ARLDFAASLVLOQTOQAEUTDAR

-1 mbU >|
. . . . . 1260
GTCGT GAGGCCGGGEGAGGCCGT CEEEEGECECCTAACT CTGAGCCCCECCECCCTGCCECC
R E A GE AV G G A *
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Anhange

A1-2 DNA-Seguenz ImbUYX

<- ICB (145 nt) ->
. . . . . 1320
CCGCGGEGECEGET CTGCCCACCAGCCATCACCTCCACCCCCCACCGT CCATCCACGCGCCCG
Nael

| . . . . . 1380
TGGO0GCOGECCEOCCGET GCGOCGREECGOGACGAACCAT GAGAGGAGAGOGGGOGAACC

| -1 mbY- >
. . . . . 1440
ATGOGOCACGGT GTCGT GATCCT GCCOGAGCACCACT GGGCCAGAGCOCGT GAATTATGG
MRHGVY VI LPEUHHMWATRATPRTETLW
1500

COGT ACGOGCAGGAGT TGGGCT TCGACCACGCCT GGACCT ACGACCACGT GAAGT GGCGC
AYAOQETLTGTFDHAMWTVYDHLVYK WR

. . . . . 1560
TGGCTGAGCGACCGCCCCT GGT TCGRAGCCGT GCCGACGECT GECGECCECCECCACEECC
wL S DRPWFGAVZPTULAAAATA

1620

ACCTCOCGGAT CGGGCT CGGRCACOCT OGT CGOCAACAT COGOCT CCAT GACCCGGTOGTG
T SRI GLGTLVANIIRLUHDEPUVYV

. . . . . 1680
TTCGCCAAAGAGGT CATGACCCT CGACGACAT CTCCGECGEECCGCT TCCTGI GCGECGTC
FAKEVMTLUDUDI SGGRUFULCGYV

Nael
. . . | . . 1740
GGCTCCGGCGCGACCCGACCGCGACATACT CCGCGCCGGCGAGCT GACGAAGGGCCAAT GG
G S GGP DIRDI L RAGEIULTIKGA QW

. . . . . 1800
GCGGACCGCTACGGECGAGT TCGT CGAGCT GATGGACACCCT GCTCCGEGCAGGAGCCGGT C
AADRY GEZFV EL MDTULULRQEPYV

. . . . . 1860
GCCTTCGACGGECACGTACTACAGCT GCCACGAGACGGT CCTGCACCCCCCTTGIGTACGG
AAF DGTYYSCHETVLHZPATCVR

Sphl
. . . . | . 1920
CGGCCCCGCACCCCCCTCTGCGT GECCGCCECEEECCCEECECGCATGCGECCTGECCELC
RPRTWPLTCVAAAGPARMRBRLAA

. . . . . 1980
CGCCACGCGGACACCT GGGT CACGAT GGECGCGECCGAACGT GT TCGACGATGCGCCCTAC
R HADTWVTMGAPNVFDUDAUPY
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Anhange A1-2 DNA-Sequenz ImbUYX

. . . . . 2040
GCCGACT CCGT CCCCCT GGT CAAGGACCAGGT GECGECGT TCGAGCGEGEECCTGCCACGAC
A DSV PLVKDOQVAAFUEIRATCMHD

. . . . . 2100
GTI'CGECCGECGACCCCGECCACCGT GCGECAECT TCTCGT CECCGEECCCT CGAT CGECEEGE
VGRDPATVRRLLVAGZPSI GG

Nael
. . . . o 2160
GTGCTCGAT TCGGECCGGEEECCT TCCAAGACGCGECCEEECTGT TCGAAGACGCCGGCATC
V L DS A GAF QDA AAGLFETDAGI

. . . . . 2220
AACGACT TCGT CGT CCACT GGCCCCGECCCGACT TCCCGT ACCGGEECAGCCCGEECGETC
NDFVVHWPRPDUFPYRGSUPAYV

| -1 mbX->
. . . -l mbY->| . 2280
CTCGACGACATCGCGCCCATCCTGCACAGCGCACCCGAGGAAGCATGATCGT GGTCCCGT
L bDI A PIl L HS AUPETE A *
M I V V P F
Sal |

B . . . . 2340
TCOGAGATGGT CGACAT GT TCGCCCACGAGCCCT TCTCOGGCAGT CAGT TGACGGT GGTGC
EMVDMFAUHMHETPTFSGSOQLTVVEP

Ncol
. . | . . . 2400
CCGACGCGGACGGEGECTCACCGACGCGECCATGGAGECCCTGECACGGGAAGTGAACACAC
DA DGLTIDAAMEALAREVNTP

. . . . . 2460
CTGAGACGGECGT TCGT GCTGCCCCCT GCCGACCCCGECECCACCTATCGCGTACGT GTCT
E T AFVLPPADWPGATYIRVRVF

Kpnl
. . . . | . 2520
TCACACT GECCGEEGAGACACCGT TCGECGGT CATTCCTCECTGEGTACCGCCGTGACCC
T L AGETWPFGGHSSL GTAVTL

. . . . . 2580
TGGTACGGECT CAECCAEEGET CECECCEEECECCGT CACCCAGGAGT GCGECTCCCEECTEC
VRL GRVYAPGAVAQETCGS S RLH

. . . . . 2640
ACTCCCTCT CCGT AGGACCGGACAAGGEGECACCGT CACGECCGAGAAGCCCGT CGAGECEC
S L SV GGPDIKSGTVTAEIKWPVEAR
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Anhange

A1-2 DNA-Seguenz ImbUYX

Sal |
. . . | . . 2700
GCGAGCCCGACCT CCGCCT GCT GACGECEECEECEEECGET CGACCCGECEGACGT GGTCG
E P DLRLLTAAAGVYVYDUZPATUDYVVE

. . . . . 2760
AGGCCACCT GTACGCGACCGCCGEGET TCGEECCCAECGT TCCACT ACCT CCAGGT ACCCGAGG
APV RTAGFGPAFMHYUL QVREG

. . . . . 2820
GGEGT GGET GCCCEECECECEEECCGACCT GGAACT GAT GGCGCGECGCGACCT TCCCGACG
VvV PGARADLIELMARIRDILUPDYV

BamH Snmal
. | . . ] . 2880
TGATGGTCTTCTCCTGGGAT CCGCCGACGCGECAGGCCACGECCCEEETCTTCECECEG
MV F S WDWPRTROQATARVYVFAUPG

Sphl
| . . . . . 2940
GCTACGGCATGCCCGAGGACCCGECCTGCECCTCGAACGCCCTCEECCTCEECGAGTGEL
Y GMPEDWPACASNALGL GE WL

. . . . . 3000

TGGTCECGECEEGACGECT GCCCGCCECCGACGECACGT ACGAGTACCTGATCCGGRCAGG

V A A GRULPAADUGTYE Y L I R Q G
Sal |

3000

. . . . | .
GGGT CGECT CACCEOGOGT CGGCACCGT CGAGT GCTCGGT GACCGT CGACT COGGCTGTG
v G S PRV GTVET CSVTVDSGT CA

Snal
. . . | . 3060
CGGTGCGGECCT CGECGACCEEGAGCGT CGTCCCGGT GECCCGEEECGAGI TCCTTCTCG
V R A SATGSVV PV ARGET FULL G

-1 mbX- >|
. . . . . 3120
GTI'CCCGACCT GECCACGGECGGT CECTTCCGT GTAGT CGCCGAGGGECCCCT TECGT CAGCG
P DL ATAVASV *
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Anhange

A2 Klonierungsstrategien

Anhang 2: Klonierungsstrat

0,48 kb ImbB1 PCR Fragment

pUC18 (Smal)

pUC18 (Smal)

egien

0,95 kb ImbB2 PCR Fragment

1,43 kb ImbB1B2 PCR Fragment

pUC18 (Smal)

Ligation Ligation Ligation
v v
i Hindlll
EcoRI Hsr']’ﬂ :I EcoRI i
Sstl HEsy Sstl Hincll
Kpnl Xbal Kpnl Xbal
(Sma:\)ldel (?Sanrqnalr)l (Sma:\)ldel (%%"Lw
o i 1 puC18 - | puUC18
pUC18-B1 v puUC18-B1B2
Hindil
B
Ndel/BamHI Rl Hincl
Hydrolyse Sst BamHI
Kpnl (Smal)
(Smal) Nd
.= q e
puC18-B2
Ndel/EcoRlI
Hydrolyse
0,48 kb 0,95 kb 1,43 kb
pT7-7 (Ndel/BamHI) |FmbBl ) pT7-7 (Ndel/EcoRl) E“bBZ . pT7-7 (Ndel/BamHlI) :;anlBZt
~ ragmen ~ ragmen ~_ ragmen
Ligation Ligation Ligation
v v
Clal
H\g;::lflll il
sal Xbal Sall
(..RBS...) Hincll (..RBS...) ng'l'
del g X Ndel paba
- ot - I | D77
pDNW13.1 pDNW13.12
v
Clal
Hindll
Pstl
Sall
Hincll
Xbal
BamHI
Smal
Xbal EcoRI
(.RBS..) Sstl
Ndel Kpnl
o | | pI7-7

Anhang 2-1. Konstruktion der S. lincolnensis 78-11 ImbB1-

pDNW13.2

und ImbB2-Expressionsplasmide

pDNW13.1, pDNW13.2 und pDNW13.12. (Smal) in der MCS: Fusion eines DNA-Fragments mit
glatten Enden (»blund end«) in eine Smal-Schnittstelle, die nach Ligation nicht mehr vom Smal-

Restriktionsenzym erkannt wird.

Allgemeine Bemerkungen: Die fir die Klonierung wichtigen Erkennungsstellen fur Restriktionsendo-
nukleasen und die MCS sind eingezeichnet. Dinne und gestrichelten Linien markieren den Vektor-
anteil. Dicke Linien bezeichnen den klonierten oder den zu klonierenden DNA-Abschnitt. Gene sind
als graue Pfeile dargestellt. Angaben von Restriktionsendonukleasen in Klammern hinter Vektoren
geben an, wie mit welchen Enzymen der Vektor vor der Ligation hydrolysiert wurde.
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Anhange

A2 Klonierungsstrategien
pDNW13.1 pDNW13.2 pDNW13.12
Xbal/BamHI Xbal/BamHI Xbal/BamHI
Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse
pUCBM21 0,48 kb puUCBM21 0,95 kb puUCBM21 1,43 kb
(Xbal/BamHI) | ImbB1 (Xbal/BamHI) |ImbB2 (Xbal/BamHI) | ImbB1B2
Fragment Fragment Fragment
~ g ~ g ~ g
Ligation Ligation Ligation
Hindlll v Hindlll v
Ncol Ncol
ol i
P
Féssﬂtl EcoRI Pssgﬂ EcoRI
Xbal  Smal X e Bami
d al
SR A e pucBN21 Li =L e
pUCBM21-B1 v pUCBM21-B1B2
HindIll
Ncol EcoRI
EcoRV Smal
Sphl BamHI
a Sst
Hindlll/BamHI [ il Hindlll/BamHI
| |  pucem21
Hydrolyse pU_CI-BI\;21 B2 - - Hydrolyse
Hindlll/BamHI
Hydrolyse
puwL201 IO"LSBlib puwL201 ?’%SB;b puUwWL201 IlétlnsBI:ttB]z
(Hindill/BamH) [T (Hindil/BamHry |1 (Hindill/BamH)  |™M
\ Fragment \ Fragment \ Fragment
Ligation Ligation Ligation
v
C)I-?llndlll v
Ncol
PSS‘slt xbal C}—Ilirzdllll
Xbal a col
Ndel Spel EcoRV
- - > I L ?a ! pUWL201 SFE)Q!I Xbal
Sstl
pDNW14.1 xball - B
I D
pDNW14.12 > e
Clal
HindIll
"Eory Babel
Sphi Smal
Pstl EcoRI
?(Sgal Sstl
l Ndel Kpnl
- > 1 UWL201
pDNW14.2

Anhang 2-2. Konstruktion der S.lincolnensis 78-11 ImbB1-

pDNW14.1, pDNW14.2 und pDNW14.12 (Erlauterungen: s. Anhang 2-1).

und ImbB2-Expressionsplasmide
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Anhange A2 Klonierungsstrategien

puUC18-B1 pDNW13.2
Ndel/BamHI Ndel/BamHI
Hydrolyse Hydrolyse
PET-16b IO*‘L85';b PET-16b P’%SB;b
(Ndel/BamHi) | 'M (Ndel/BamHl) | ™M
\ Fragment \ Fragment
Ligation Ligation
v v
BSamI-IH
EcoRlI
XbaINcygl(j | BamH| Xbal Ncﬁé | KFS"?}I
- JJil J PET-16b _ . Jdal J PET-16b
pDNW15.1 pDNW15.2

Anhang 2-3. Konstruktion der S.lincolnensis 78-11 ImbB1- und ImbB2-Expressionsplasmide
pDNW15.1, pDNW15.2 (Erlauterungen: s. Anhang 2-1).
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Anhange A2 Klonierungsstrategien

pET16B1 pUCAd2

Ncol/BamHI Hydrolyse

0,6 kb Fragment

Ligation

EcoRI

Hindlll Setl
(...RBS...) Kpnl
Ncol Smal
Ndel BamH|
.- il | puca®

pUCAd2-ImbB1

pUWL201

Hindlll/BamHI Hydrolyse

Ncol Xbal
Hirdllll Ndel Spel
ML

BamHI
pUWL201-mbB1 -

bUWL201

PET16B2

1. Hindlll Hydrolyse
2. Klenow

3. Ncol Hydrolyse pUCAd2
4. Reinigung Uber Gel

Ncol/Hincll Hydrolyse

1,3 kb Fragment

ECoRI
Sstl
Hindlll Kpnl
Smal
(RBS-) BamHI
Ndel (Bglli/BamHI)  Xbal

WK pPUCAd2

pUCAd2-ImbB2

pUWL201

Hindlll/BamHI Hydrolyse

Xbal

Spel

Ncol BamHI
Hindlll } Ndel (Bglli/BamHI)  Xbal

Ll | | uwieo:

pUWL201-ImbB2 >

Anhang 2-4. Konstruktion der S. lincolnensis NRRL 2936 ImbB1- und ImbB2-Expressionsplasmide
pUWL201-ImbB1 und pUWL201-ImbB2 (Erlduterungen: s. Anhang 2-1).
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Anhange A2 Klonierungsstrategien

pTUG61-98

Smal Smal

Smal Hydrolyse

pBluescript Il SK+

(EcoRV) \ 2,1 kb Smal Fragment
Smal EcoRV Ligation
pEFBA \ 4
Sstl
Xbal Kpnl
Spel Apal
BamHI )éha(l)ll
1. Smal Hydrolyse Smal . c
2. EcoRV Hydrolyse EcoR| AU Y DX gayen
y Y o (EcoRV/SmaII) (Smal/EcoRV) s 5k
pBlueSK+AUYAX sohl Bamt
Smal EcoRV
Sstl EcoRlI
EcoRlI Pstl
Bsilr%lm Bﬁrggl
Pt aacC4 Aatll 1. Sphl Hydrolyse
0,60 kb 0.25 kb 0,45 kb 1’3 kb Fragment 2. KlenOW
(200% Ansicht) Ligation
pDNW257
aacC4
| . | pBluescript Il SK+
- | | | 2
aacC4
pDNW25E

Anhang 2-5. Konstruktion der rekombinanten Plasmide pDNW25Z und pDNW25E, die fiir die
Mutagenese des Gens ImbY in S. lincolnensis NRRL 2936 verwendet wurden. Die beide Pfeile im

Endkonstrukt stellen die beiden mdglichen Orientierungen des aacC4-Gens dar (Erlauterungen: s.
Anhang 2-1).
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Anhange

0,9 kb PCR Fragment
pET-16b
(5711 bp)

Template: pPDNW3

Primerl:| nbY- Ndel - 2
Primer2:r p

A2 Klonierungsstrategien

Ndel /BamHI Hydrolyse

pDNW1
1. Kpnl Hydrolyse
2. Klenow
3. Ligation
pPDNWIAK
BamHI
Smal
Pst
Ry
Hindlll vdet
Clal Ncol
Sall L Xbal X
- - - [ 1 _PET-16b
pDNW16

pSPORT1

(BRL#ACBT701)

(4109 bp)

pUWL201

EcoRI/Pstl Hydrolyse
Xbal/BamHI Hydrolyse
0,98 kb Fragment

Xbal Clal
SBpeI Hindlll
amH| EcoR
Sma EcoRI
Pstll Sstl Kpnl
_ _ /l pUWL201
patl PDNW2AK resPhcol RBS*KpnI
N?Iul
SnaBI Pstl
Hindlll Kpnl
amHi Rl PCR
Smal EcoRI
Pstl Smal
EcoRlI Sall
EcoRV Sstl
Hini oy P! 0,3 kb PCR Fragment
Sall NdeIJ Xbal
SR = ; ESEORT!
pSPDN16

Template: pPDNW2AK
Primerl: RBSY- Kpnl
Primer2: RBSY- Ncol

KpnlI/Ncol Hydrolyse

Sphl
lul
SnaBl
Hindlll
amH| Clal
Smal Hindlll
Pst EcoRV
EcoRI EcoRI
EcoRV Sstl
Hindlll
Clal Ncol
Sall Ndel I Kpn!
- - = Ll
pSPDN16RBSY

pUWL201AN (6,4 kb)
Kpnl/BamHI Hydrolyse
1,3 kb Fragment

Ligation

i
pDNW26RBSY

RUWL201/N
Anhang 2-6. Konstruktion des rekombinanten Plasmids pDNW26RBSY zur Produktion von His-
tageLmbY in S. lividans TK23 (Erlauterungen: s. Anhang 2-1).
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Anhange

A2 Klonierungsstrategien

pUC18 (Xhol/EcoRlI)

Hindlll
Sphl

Pstl
(SalliXhol)

PTUG61-98 sy o

2,1 kb Xhol/EcoRI
Fragment

Ligation

EcoRI
I puUC18

pUC-YX

pUWL218 (EcoRI/HindIIl)

™~

v

HindlIl

Sphl
Pstl
(SalliXhol)

EcoRI/Hindlll Hydrolyse

2,1 kb EcoRI/Hindlll Fragment

Ligation

EcoRI
I puUWL218

pDNW27

1. EcoRI Hydrolyse
2. Klenow
3. Hindlll Hydrolyse

. 2,95 kb
pJOE837 (EcoRV/Hindlll) EcoRI/Hindll
\ Fragment
Ligation
v
Hindlll
Sphl Kpnl
Pstl Xbal
(SalliXhol) (blunt/EcoRlI)
[RA——— l I pJO_E817
pDNW27J

EcoR! pUWL218 (EcoRI/BamHI)

2,95 kb

Xhol/EcoRlI
Fragment Ligation
Hindlll
Sphl
Pstl
Sall
Xbal
(Bgll/BamHI) EcoRI
- - - pUV&LZiS
pDNW28
1. EcoRI Hydrolyse
2. Klenow
3. Hindlll Hydrolyse
2,95 kb )
Fragment /
Ligation
v
Hind1ll
Sphl
Pstl
Sall Kpnl
Xbal Xbal
(Bglli/BamHI) (blunt/EcoRI)
- - I _I nJO_EéB_?
pDNW28J

Anhang 2-7. Konstruktion der rekombinanten Plasmide pDNW27, pDNW27J, pDNW28 und
pDNW28J, die zur Komplementation der hergestellten S. lincolnensis-ImbY-Mutanten verwendet
wurden (Erlauterungen: s. Anhang 2-1).
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Anhange

A2 Klonierungsstrategien

BamHI

Smal BamHI Chl Smal
e I T -
pTUG61-98

EJC£8

Smal Hydrolyse

Clal Hydrolyse

Chl Smal

BamHI Hydrolyse

272 bp ImbUp Fragment

BamHI Cla Smal
434 bp ImbUp Fragment
pBluescript Il SK+ puC18
(Smal/Clal) (Smal/BamHI)
Ligation Ligation
v
Hindlll
Sstl Sphl
Kpnl Xbal Pstl EcoRI
Xhol Spel Sall Sstl
Sall BamHI Xbal Kpnl
Cla Smal BamHI Cla Smal
- - - | | pBluescript I SK+ - - - | | | RUCL8
pBlue-272 puUC-434
1. BamHI-Hydrolyse
Kpnl/BamHI Hydrolyse 5 KlenOW_B’éhanﬁlung
3. Ligation
puC18
(Kpnl/BamHI) 0,27 kb Fragment v
pUC-434AB
Ligation Smal/Pstl Hydrolyse
v pBluescript I SK+
ot izl (Smal/Pstl) 0,43 kb Fragment
Ko Sl
Xhol Xbal
S Bl Ligation
Kpnl
- _I_l_ pycis &
puUC-272 i
EcoRV Sstl
pWKD13ll Ecorl Lai
EcoRI/BamHI- (ECOR'/BamH|) S)?llalal Bamrl)—ll
Fragment cla Smal
- | | | pB\uesuu)L_H S_K+
pBlue-434
Kpnl
Smal
bal
EcoRV
Clal Xbal
EcoRI BamHI
SONW.* l l —"P2 % h)DNW3LIE: 0,27 kb EcoRl/BamHI Fragment aus pUC-272 in pWKD13lI
* * pDNW32II: 0,43 kb EcoRl/BamHI Fragment aus pBlue-434 in pWWKD13lI
Promotorfragment * pDNW33II: 0,43 kb EcoRl/BamHI Fragment aus pUC-434 in pWKD13lI
terungen: s. Anhang 2-1).

Anhang 2-8. Konstruktion der Promotortestplasmide pDNW31Il, pDNW32Il und pDNW33Il (Erlau-
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Anhange A3 Plasmidkarten

Anhang 3: Plasmidkarten (in alphabetischer Reihenfolge)

Xmnl 324 Hindll Xmnl 324 Hindil
Sphl Scal 312
Scal 312 Pg" cal Sphi
Pvul 3012 sall Pvul 3012 Pstl

pDNW1
3632 bp

pDNW12K
3628 bp

ori S—"Kpnl 7
= Sstl ISSa ¥5stl
EcoRI EcoRI
Pvull 1574 Pvull 1574

Bcl 1 0.00 Bcl 1 0.00
Sma 6.3 Smal6.3
Cla [ Kpn16.16, ;
Hind Ii ori ply101 Clal ori plJ101
Ry Hind IIT
co ECoR V
Ecg'zﬂ' ECoR |
—e /\
Kpnl/\ Bel 11.60 Sstl _ BdI160
pPDNW22K
Nael 5.5 Claclllzlo-(?S Nael 5.5 7.39 kb Sacll 1.95
Sphl 5.33 a Sphi 5.33 lal 2.00
EcoRI 2.15
Nael 5.08 Nael 5.0 EcoRI 2.15
1 2.30
Sall 4.92 a Sall 4.9 Sall 2.30
Pst bla ori pUC18 Pvull 2.40 Pst bla ori pUC18 Pvull 2.40
Sma = Smal =
BamH |

0/2961

T7 Promotor 620

< Kpnl 663

Nael 1052 Xbal
Eam1105] 2833
phi 1242

Nael 1490

all (Hincll)
ColE1 ori Clal Gdill 2445
Hindlll
EcoRV
_— EcoRI

Pstl
Smal Xmnl 2234
BamHI
Spel
Xbal
Notl
Eagl
Sacll
BstXI

stl

T3 promoter 1720

Ndel 535

/ BS E. coli

Hincll 2294 T7 Promotor

pDNW13.1
2952 bp

ColE1 ori
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Anhange

A3 Plasmidkarten

Eam1105I 3336

Gdill 2948
Hincll 2797
Xmnl 2737
pDNW13.2
3455 bp
\/Ndel 1050
BS E. coli 1070
Xbal 1093
T7 promotor
ColE1 ori
Bglll 1403
Bell 0.00
Xhol 6.38 Sall 0.30
Smal 6.28
Smal 5.98
ori plJ101
Kpnl 5.78

Clal
Hindlll

Ncol

ermE up
EcoRV
Sphl
Pstl
Sstl
Xbal

Bell 1.60
pDNW14.1

ImbB1 6.98 kb

BamHl|

Spel
Xbal

ori pUC18

Xho 17.32
Sma | 7.22

Sma | 6.92

oriplJ101
Kpn 16.72

Clal
Hindlll
Ncol
EcoRV
Sphl
Pstl
Sstl
Xbal

Bel 1 1.60

pDNW14.12
7.92 kb

ori pUC18

&

BamHI
Spel
Xbal

Eam1105l 3772

Gdill 3384

Hincll 3233
Xmnl 3173

pDNW13.12
3891 bp

del 1471
ColE1 ori

T7 Promotor

Bglll 1839

Bell 0.00
Sall 0.30

Xhol 6.86
Smal 6.76

Smal 6.46
ori plJ101
Kpnl 6.26

Clal
Hindlll
Ncol
EcoRV
Sphl
Pstl
Sstl
Xbal

__Bcll 1.60

pDNW14.2
7.46 kb

Kpnl
Sstl
EcoRI
Smal all 2.40
Aval
BamHI
Spel
Xbal

bla ori pUC18

Clal 24
BamHI 319
Pvul 5567 Ndel 812
Ncol 873
Pstl 5442 / bal 912
AIII 978

His-tag

RBS E. coli Sphl 1175

pET16B1/pDNW15.1

6192 b
P lacl Bll 1714

%ori

Sapl 4188/

Xmal 2768
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Anhange A3 Plasmidkarten

Pvul 6088 Pvul 6.66,
Pstl 5963, Pstl 6.53,
Ndel 1333
Ncol 1394
bal 1433

His-tag
RBS E. coli
pET16B2/pDNW15.2

Bglll 1499

pET16B1B2 ImbB1

Sphl 1696 . Ndel 1.90
o 6713 bp E _ 7.28 kb His-tag S—"1 0 7 o6
j Sapl 5,287 or RBS  —xbal 2.00
Sapl 4709 acl Bglll 2.07
Bcll 2235
lacl Sphl 2.27
Bcll 2.81
mal 3289 Xmal 3.8
amHI
EcoRlI 6.6 CI?I 0.02 Smal
indlll 0.03 pstl
EcoRI
EcoRV
Hindlll
Pstl 5.9 C‘I;H T7 promotor 0.62
pnl
Bsal 5.7 ‘Apal
Drall
del 1.27 Xhol
Ncol 1.33 Accl
Sall
bal 1.37 Clal
AlwNI 5.1 Bglll 1.43 indlll
Sphi 1.63
P " ColE1 ori PONW25E ImbY
6.65 kb oo 6.36 kb move e
T3 promotor 4.11 EISAEII”
B?&II \ aacC4 Pstl
?E:Z',' ImbU'
Q‘g“l ImbY's
al
Spel Q::
BamHI
Aatll
Smal Ndel
BamHI
EcoRY Pstl
coRI

0/2961 0.00

T7 promotor 0.62

0.33
pnl
Apal

Drall
Xhol Clal16.0

Accl

ori plJ101

f1(+) IG
Lacz

ermE up
RBS ImbY
His-tag

_—Bcl | 1.60
PDNW26RBSY

11
oo | PONW2SZ v - Nael 5.5 ImbY 7.49 kb Sacll 1.95
6.36 kb PE?I Sphi 5.33 lal 2.00
T3 promotor 4.11 BamHI Nael 5.0 CoRV 2.15
sst Ndel ae
oo s ‘Aatll Sall 4.9; all 2.30
Sacll aac Clal ter
Eag ImbU Hindill bla  ori pUC18 Puull 2.40
Not ImbY's EcoRV =
Spel X EcoRI
BamHI (i Pstl
Smal Pstl Smal
Pl Hindill ma
et BstBI BamHI
EcoRI Spel
'Sstl Xbal 4.8
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Anhange A3 Plasmidkarten

Pstl/Pvull 9.91

Hindlll 9.66
Sphl 9.65

ori plJ101

Xbauﬁ
g’g'l' Bcl 11.60
Sphl ac |1 1.89 pDNW27J
Hindl ImbY Cla11.90 10.70 kb Sall 2.74
pDNW27 Eco RV 2.15
*Xbal
8.56 kb Sal 1 2.25 smal | Bcll 3.28
*Kpnl 7.50 me Sstl 3.38
Pvu Il 2.40
ImbX Smal 7.35 ori EcoRI 3.42
ter Bglll 7.33
Sall 7.10 Pstl/Pyull 3.96
lac Z' ; Sstl 7.09
pla O11PUCL8 Miul 6.90
/ @ Mlul 6.79
EcoR Sall 6.56
Sall 6.29
Xhol 11.55
Smal 11.06,
Pstl/Pvull 10.76
Hindll1 10.51
Sma 8.9 Sphi 10.51\
Pstl 10.50
Sma | 8.4 Sall 10.49.
)g:;?l ori plJ101 Bel11.60 Xbal 10.49,
ST)ShtII ac 11 1.89
; Clal1.90
Hindll Eoo RV 215 PDNW28) Sall 2.74
co
11.55 kb
Sall2.25
PDNW28 Puu 11 2.40 ImbX Bell 3.28
9.55 kb Sstl 3.38
*Xbal 7.51 ECORI 3.42
ImbY Smal 7.51 EE co
*Kpnl 7.50 ori Pstl/Pvull 3.96
Smal 7.35
ori pUC18 Belll 7.33
ImbX p Sall 7.10
lacz: bla Sstl 7.09
Miul 6.90
Miul 6.79
I/ Sall 6.56
EcoR Sall 6.29
Smal 9.80 Smal 9.93
Smal 9.45 et Smal 9.58 fol O'::‘ 0.23
Pstl/Pvull 9.10 : Pstl/Pvull 9.23
Hindlll Hindlll
Sphl Sphl
Pstl Pstl
Xbal Xbal
Xbal
*BamHaI cll 2.25 *BanfbHa\‘ cll 2.25
EcoRI pDNW31II EcoRl pDNW32II Clal 2.53
Ecchls‘ 9.94 kb ! 2:93 Clal 10.07 kb ’
Yol @ ImbU p (272) tsr CORV 2.80 EC;ZZ\ ImbU p (434) tsr £CORV 2.80
Smal all 2.91 Smal all 2.91
Ken! wll 3.0 Kon wll 3.0
Bglll 6.80 mel ori pUC Bglll 6.80 = é) Bell 3.34
Sall 6.50 Bcll 3.34 Sall 6.50 Pstl/Pvull 3.45
stl/Pyull 3.45 Miul 6.30

Miul 6.30
Miul 6.20
Sall 5.90

Miul 6.20
Sall 5.90
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Anhange

A3 Plasmidkarten

Smal 9.93
Smal 9.58

hol 0.00
mal 0.23

Pstl/Pvull 9.23
Hindlll

Xbal
*BamHI

EcoRl pDNW33II

Clal 10.07 kb
EcoRV tsr

Xbal ImbU p (434)

Smal

Kpnl

Bglll 6.80 / ori pUC @
Sall 6.50
Miul 6.30
Mlul 6.20
Sall 5.90
cal 4.90
Ndel 0.18
Xmnl 3.91
Scal 3.79
Pvul 3.68

Avall 3.67

Avall 3.45

pSZW755
4.30 kb

lacl
Pvull 2.24 \
mal (Aval)
Sstl
EcoRI

T7 promoter 0.62

f1(+)1G

ColE1 ori

Hindlll 2.11
Hindlll EcoRI 2.12
Sphl
Petl Sstl 2.12
Sall Smal 2.12
Kpnl 2.13
Nael 0.56 Ncol 2.13
Sphl 2.14
Sphi 0.82 Clal 2.14
Spel 2.15
Nael 1.02 Xbal 2.15
Notl 2.16
Sacll 2.16

3 promoter 2.17

Nael 6.48 Xbal
Xmnl 6.36 BamHI
Scal 6.24 Smal
Pvul 6.13 pnl
Avall 6.12 stl 0.45

Avall 5.90

pTU6G61-98
orl
6.75 kb Nael 1.79
\ Smal 1.80
\/“ lacl ImbU Kpnl 1.87
Pvull 4.69
EcoRI 4.54
Sstl 4.53
Sall 4.39
Nael 2.41

Nael 4.36
EcoRl 4.31

Smal 4.19

Sall 4.13

Sphl 3.97

Smal 3.96

BamHI 3.94

Sall 3.75

Sall 3.38
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