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Abstract

Abstract

The objective of this study was on the one hand the analysis of the genetic environment of the

suicide stable catechol-2,3-dioxygenase cbzE and on the other hand the search for further de-

gradative meta pathway and upper pathway genes, respectively, in Pseudomonas putida strain
GJ31.

It was found that RAPD PCR method is suitable to determine the direction of gene transfer
in conjugation experiments between the wild type strains of Pseudomonas putida strain
GJ31 and Pseudomonas putida strain PaW1 relative to their behaviour as donor and

acceptor, respectively.

Pseudomonas putida strain GJ31, which is able to grow on chlorobenzene via the meta
cleavage pathway, was found to carry the plasmid pKW1 with a size of about 180 kbp.
Activity experiments of wild type GJ31 and a “benzoate cured” derivative QM1 that have
lost the ability to grow on chlorobenzene (CB") as the sole carbon source gave a hint that
the catabolic genes coding for the chlorobenzene degrading enzymes, designated cbz, are
located on this plasmid. Hybridization experiments with chzE as radioactive probe show
both the presence of chzE on a 2.4 kbp Sspl-fragment of the plasmid and the absence of
cbzE in the “benzoate cured” derivative QM1. These results were confirmed by PCR ex-

periments.

PCR analysis of the genetic region flanking the cbzE gene revealed upstream about 6,3 kbp
and downstream about 11,0 kbp new nucleotide sequence. Upstream of cbzE a part of a
transfer operon with the open reading frames traNEOFG followed by a transposase gene
were identified. Downstream of cbzE the following open reading frames chzG, GST,
tnpA(2), cbzJ encode 2-hydroxymuconate-semialdehyde dehydrogenase, glutathione S-
transferase, transposase and 2-keto-4-pentenoate hydratase followed by a region with high
similarity to transposon Tn5501.

Via PCR experiments a region was found that exhibits high similarity to meta pathway
operons for the dioxygenolytic pathway for initial catabolism of 3-phenylpropionate of
\Y
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Escherichia coli K12 and Comamonas testosteroni strain TA441, respectively. Sequence
analysis of this 9632 bp fragment revealed the following ten new open reading frames
ORF1, ORF2, chzK, chzQ, cbzJ, cbzF, cbzE(2), gntR, ORF3 and ORF4 in this order. The
open reading frames ORF1 and ORF2 probably encode a porin and a 4-hydroxy-benzoate
transporter protein. The meta pathway genes cbzKQJFE(2) encode 4-hydroxy-2-oxo-
valerate aldolase (chzK), acylating acetaldehyde dehydrogenase (cbzQ), 2-keto-4-pent-
enoate hydratase (cbzJ(2)), 2-hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoate hydrolase (cbzF) and the
meta cleavage 2,3-dihydroxyphenylpropionate 1,2-dioxygenase (cbzE(2)). The gene gntR,
encoding a putative transcriptional activator of the gntR family, was located adjacent to the
meta cluster in the opposite orientation. The functions of ORF3 and ORF4 are not known

at present.

Hybridization experiments show both the belonging of cbzE and the meta pathway operon

to the plasmid and the orientation of this two closely neighbouring regions to each other.

The function of the meta cleavage genes cbzG (2-hydroxymuconate-semialdehyde dehy-
drogenase), cbzJ and cbzJ(2) (2-keto-4-pentenoate hydratase), cbzE(2) (catechol 2,3-di-
oxygenase), cbzF (2-hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoate hydrolase), cbzQ (acylating acet-
aldehyde dehydrogenase) were characterised by cloning into an expression vector and

following enzymatic analysis of their products in E. coli cells.

Furthermore a 5493 bp region was found that contains the following six new open reading
frames cbzAa, cbzAb, cbzAc, cbzAd, cbzB and cbzE(3). Sequence comparisons revealed
that while chzAaAbAcAd genes encode the four subunits of the multi enzyme complex
chlorobenzene dioxygenase, the cbzB gene encodes for the corresponding cis-dihydrodiol
dehydrogenase. The gene cbzE(3) exists as an discontinuous open reading frame with high
similarity to both the todE catechol 2,3-dioxygenase of Pseudomonas putida strain F1 and
tecE of Burkholderia sp. strain PS12. Both homologues exist only as deletion remnants.
Furthermore the genes and gene products are most closely related to those for toluene
(todC1C2BADE) and benzene degradation (bedC1C2BA and bznABCD) and distantly to
those for biphenyl, naphthalene and benzoate degradation.

Hybridization experiments with cbzB as radioactive probe show that in contrast to the
plasmid encoded pathways described above, the upper pathway operon is located on the

chromosome.

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Umweltrelevanz anthropogener Schadstoffemissionen

Chlorierte organische Verbindungen in ihrer Gesamtheit sind eine Stoffgruppe von héchster
technischer und wirtschaftlicher Bedeutung. Die chemische Industrie der Bundesrepublik
macht ca. 60 % ihres Umsatzes mit "Chlorchemie". Manche Chloraromaten werden mit dem
Ziel produziert, sie in die Umwelt auszubringen. Andere werden nach Ende ihrer reguldren
Nutzung frei, wieder andere dadurch, dass Zwischenprodukte der Industrie ins Abwasser
(oder in die Abluft) gelangen. Viele Chloraromaten kénnen toxisch wirken, einige sind in der
Umwelt auBRerordentlich persistent und zeigen aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften eine
Anreicherung in der Nahrungskette. Dies fiihrte dazu, dass eine ganze Reihe von chlorierten
Aromaten zu den von der "Environmental Protection Agency" definierten "priority pollutants™
gerechnet wird (EPA, 1979 und 1985).

Die Ausnutzung des mikrobiellen Abbau- bzw. Umwandlungspotentials er6ffnet eine sichere
und wirtschaftliche Alternative zur Lagerung von Umweltschadstoffen in Deponien bzw. zu
gebréuchlichen physikochemischen Verfahren zum Entzug solcher Substanzen aus der Bio-
sphare. Fir eine Reihe von Gefahrstoffen konnten Mikroorganismen isoliert werden, die diese
Verbindungen unter Laborbedingungen mineralisieren. Die Anreicherung von hochtoxischen
persistenten Stoffen in der Umwelt zeigt jedoch, dass entweder die mikrobielle metabolische
Vielfalt nicht ausreicht oder die vorhandenen Bedingungen ungeeignet sind, um die Biosphare
vor dieser Verschmutzung zu schitzen. Viele der persistenten Verbindungen enthalten Struk-
turelemente oder Substituenten, die naturlicherweise nicht oder nur in geringen Mengen vor-
kommen (Xenobiotika). Aufgrund der Neuheit dieser Verbindungen in der Biosphare ist da-
von auszugehen, dass Mikroorganismen nicht gentigend Zeit hatten, um entsprechende Ab-
bauwege zu entwickeln. So ist flir manche Xenobiotika kein Abbau bekannt, in anderen Fal-
len ist dieser unvollistandig oder ineffizient oder komplexe Mischungen an kontaminierten

Standorten verhindern einen Abbau durch bereits vorhandene Abbauwege.
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1.2 Modifizierter ortho-Weg versus meta-Weg

Viele Chloraromaten sind zwar im Prinzip vollstandig abbaubar, oft aber nur langsam oder
nur nach ausreichender Adaptation der jeweiligen Mikroflora. Es gibt unterschiedliche
Griinde fir den fehlenden, unvollstandigen oder im Vergleich zu den nicht-chlorierten Ana-
loga verlangsamten Abbau von Chloraromaten. Trotz mancher Probleme gibt es Bakterien,
die Chloraromaten aerob mineralisieren und sie als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen.
Die Chloraromaten missen wie auch nicht-halogenierte Aromaten in der Regel zun&chst in
eine aromatische Dihydroxyverbindung tberfuhrt werden, die dann der Ringspaltung durch
Dioxygenierung unterliegt. Die Ringspaltung kann nun in bezug auf die beiden Hydroxyl-
Gruppen proximal gespalten werden und es folgt eine weitere Metabolisierung der dabei ent-
stehenden (chlorierten) Muconséure uUber den (modifizierten) ortho-Weg. Bei einer distalen
Spaltung erfolgt der weitere Abbau tiber den meta-Weg.

H ortho
OH
*** meta
?
e N
H
COOH
| OOH Z SCOOH
~ L .CHO
Cl cl

| /2

Abb. 1.1 Abbau von Chloraromaten: Der meta-Weg, eine Alternative zum modifizierten ortho-Weg?

Normalerweise sind der ortho- und der meta-Weg inkompatibel, d.h. dass chlorierte Ca-
techole Uber den ortho-Weg und methylierte Catechole Uber den meta-Weg metabolisiert
werden. Der mikrobielle Abbau von Chloraromaten tber Chlorcatechole und anschlie3end
den modifizierten ortho-Abbauweg ist gut untersucht (DORN & KNACKMUSS, 1978 a, 1978 b;
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EVANS et al., 1971; KASCHABEK & REINEKE, 1992, 1995; MULLER et al., 1996; SCHMIDT &
KNACKMUSS, 1980; SCHWIEN et al. 1988; VOLLMER & SCHLOMANN 1995).

Zahlreiche Arbeiten belegen, dass methylierte Catechole nicht tber den ortho-Weg metaboli-
siert werden konnen, da es dort zu einer Anhdufung von Metyl-Lactonen als sogenannten
dead-end-Metaboliten kommt (CATELANI et al., 1971; KNACKMUSS et al., 1976; KNACKMUSS,
1981).

Hingegen galt der meta-Weg lange Zeit als ungeeignet fir den Abbau von Chloraromaten
(KNACKMUSS, 1981; PETTIGREW et al., 1991; RoJo et al. 1987), insbesondere dann, wenn
3-Chlorcatechol als Intermediat auftritt, da dieses als starker Inhibitor fur extradiole Dioxyge-
nasen agiert (ARENSDORF & FOCHT, 1994; BARTELS et al., 1984; HAIGLER & SPAIN, 1989;
HIGSON & FOCHT, 1992; HOLLENDER et al., 1994; KLECKA & GIBSON, 1981).

Zwei Griinde fur ein Versagen des meta-Weges fur 3-Chlorcatechol wurden detailliert unter-
sucht. BARTELS et al. (1984) konnten zeigen, dass die Inaktivierung der 2,3-Dioxygenase
(XylE) von Pseudomonas putida PaW1 durch 3-Chlorcatechol ein irreversibler Prozess ist,
der unter Sauerstoffverbrauch ablduft. Vermutlich setzt XylE 3-Chlorcatechol zu
2-Hydroxy-6-chlorcarboxymuconséure um, bei dem es sich um ein reaktives Saurechlorid
handelt und welches zu einer Inaktivierung durch Reaktion mit nukleophilen Gruppen des En-
zyms fihrt. Durch diese sogenannte Suizid-Inaktivierung wird ein weiterer Umsatz des
3-Chlorcatechols Gber den meta-Weg vollstandig verhindert.

Das Séaurechlorid kann ebenso mit Wasser reagieren, welches dann zur Bildung von 2-Hy-
droxymuconséure fiihrt. Dieses Produkt wurde in geringen Mengen wahrend der Umsetzung

von 3-Chlorcatechol durch XylE beobachtet.

OH OH OH

OH HB-C230 HCI

0, ~ ~ COOH \ f, ~~ ~ COOH

—

. _ COCl 2] . _ C-B-C230

% C230 \

: 0
y.) i - -

Abb. 1.2 Inaktivierung der 2,3-Dioxygenase durch 3-Chlorcatechol: @ reversible Inaktivierung durch Chelie-
rung des Fe®*-lons der Dioxygenase, ® Suizid-Inaktivierung der 2,3-Dioxygenase durch Reaktion des interme-
diar gebildeten Saurechlorids mit nukleophilen Gruppen des Enzyms.

Im Gegensatz dazu beobachteten KLECKA & GIBSON (1981), dass die Catechol-2,3-Dioxyge-

nase (TodE) aus Pseudomonas putida F1 durch 3-Chlorcatechol reversibel inaktiviert wurde.
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Diese Beobachtung konnte durch die Chelierung des Eisen-Co-Faktors durch 3-Chlorcatechol
erklart werden (ELTIS & BOLIN, 1996).

1.3 Pseudomonas putida GJ31: Mineralisierung von 3-Chlorcatechol

Uber den meta-Weg

Aus dem Rhein konnte der Organismus Pseudomonas putida Stamm GJ31 isoliert werden
(OLDENHuUIS et al., 1989), bei dem kirzlich die erstaunliche Eigenschaft nachgewiesen wurde,
sehr effektiv mit Chlorbenzol zu wachsen, obwohl er den Abbau Uber 3-Chlorcatechol und
den meta-Weg betreibt (MARs et al., 1997).

Né&here Untersuchungen zeigten die Anwesenheit eines neuen Typs von Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase (KASCHABEK et al., 1998). Dieses Enzym (ChzE) ist offensichtlich gegenuber
dem intermedidr auftretenden 2-Hydroxymuconsaurechlorid unempfindlich oder weniger
empfindlich. Eine Resistenz des katalytischen Zentrums gegentiber diesem S&urechlorid hebt
die Unvereinbarkeit des modifizierten ortho- und des meta-Weges auf. GJ31 besitzt demnach

die Fahigkeit, mit Toluol und Chlorbenzol gleichzeitig zu wachsen.

Die Mineralisierung von Chlorbenzol durch Pseudomonas putida GJ31 beginnt mit der Dihy-
droxylierung durch eine Chlorbenzol-Dioxygenase und fuhrt zum Chlorbenzoldihydrodiol
(Abb. 1.3 auf der nichsten Seite). Dieses wird unter NAD*-Verbrauch durch die Chlorbenzol-
dihydrodiol-Dehydrogenase zum 3-Chlorcatechol rearomatisiert. Durch meta-Spaltung mittels
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase entstent ohne Beeintrdchtigung des Enzyms 2-Hydroxy-
muconsaure. Diese wird durch die Oxalocrotonat-Tautomerase in 4-Oxalocrotonséure Uber-
fiihrt, welche unter Abspaltung von Kohlendioxid durch die Oxalocrotonat-Decarboxylase in
die 2-Oxopent-4-ensaure bergeht.

Eine Hydratase addiert nun Wasser an die Doppelbindung und die resultierende 4-Hydroxy-2-
oxovaleriansdure unterliegt im folgenden einer Aldolspaltung durch 4-Hydroxy-2-oxovalerat-

Aldolase in Pyruvat und Acetaldehyd. Der Intermediarstoffwechsel ist damit erreicht.
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OH
@ ~ -
cl NAD* cl
O,
}i
0 OH [ on ]
HCI
COOH 0 =~ “COOH f =~ “COOH
-
~. _COOH ~. _COOH ~. _COcCl
U
co,
0 0
H,O COOH
COOH 0 COOH 0 |
L—» —=—» C=O0 + CH4CHO
X I
HO CHs

Abb. 1.3 Abbau von Chlorbenzol Uber den meta-Weg durch Pseudomonas putida GJ31. Die beteiligten Enzyme
sind: @ Chlorbenzol-Dioxygenase; ® Chlorbenzoldihydrodiol-Dehydrogenase; © Chlorcatechol-2,3-Dioxy-
genase; @ Oxalocrotonat-Tautomerase; ® Oxalocrotonat-Decarboxylase; ® 2-Oxopent-4-enoat-Hydratase; @
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase

1.4 Die genetische Umgebung von cbzE

Der von MARs et al. (1997) gefundene offene Leserahmen cbzE codiert fiir die sdurechlorid-
stabile 2,3-Dioxygenase CbzE. Er ist vermutlich plasmidisch codiert und wurde in einer Re-
gion gefunden, die weitere degradative Gene enthalt (Abb. 1.4 auf der ndchsten Seite): ORF1.:
Teil einer Transposase; ORF2 und ORF3: nicht komplette Gene fir Komponenten von To-
luol- und Phenol-Monooxygenasen; cbzT: codiert fur ein Ferredoxin, welches homolog zu
XylT ist; cbzX: codiert fur ein Enzym, welches hohe Ahnlichkeit mit einem Protein des meta-
cleavage pathway mit unbekannter Funktion hat; cbzG: codiert fur einen Teil einer 2-Hy-

droxymuconséuresemialdehyd-Dehydrogenase.
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—Dral
= Xhol

o Pstl
—Dral
~Sspl

== pstl

. | ) 0 ) ) | ) |

tnpA(1) ORF1 ORF2 cbzT cbzE cbhzX cbzG

500 bp

Abb. 1.4 Schematische Anordnung der offenen Leserahmen und Gene des meta-Weges, die auf dem 3103 bp
groRen Pstl-Fragment um cbzE identifiziert werden konnten (nach MARs et al., 1997). Nicht vollstandig sequen-
zierte Gene sind durch eine gestrichelte Umrandung dargestellt. Zum cbzTEXG-Operon zugehdrige Gene sind
dunkelgrau, offene Leserahmen hellgrau dargestellt. Die Darstellung ist mafistabsgetreu. Es sind nur die fur den
Verlauf der Arbeit wichtigen Restriktionsstellen angegeben.

Die Tatsache, dass chzE downstream von einer Transposase angeordnet ist und die nicht pu-
blizierte Beobachtung, dass nach MARS et al. (1997) die durch Benzoat-Curing erhaltene
Mutante GJ31M1 ein geringfiigig kleineres Plasmid enthdlt und nicht mehr in Besitz von cbzE
ist, legt die Vermutung nahe, dass sich der Abbau-Cluster cbzTEXG auf einem transponierba-
ren Element befinden kénnte und unter nicht selektiven Bedingungen herausgetrennt wird.
Solche Excisions-Vorgange wurden auch schon bei TOL-Plasmid tragenden Organismen
Pseudomonas putida PaW1 (mt-2) und dem zu PaW1 sehr &hnlichen Stamm HS1 beobachtet
(BAYLEY et al., 1977; KEIL & WIiLLIAMS, 1985; KuNz & CHAPMAN, 1981; WORSEY &
WILLIAMS, 1977).

1.5 Transponierbare Elemente als Werkzeuge flir neue Abbauwege

Alle bisher identifizierten transponierbaren Elemente, sogenannte Transposons, lassen sich
beziiglich ihrer Komplexitat in mehrere Gruppen einteilen (GRINDLEY & REED, 1995).

Im einfachsten Fall enthalten sie nur DNA-Elemente, die fur die Transposition notwendig
sind und/oder den Transpositionsprozess regulieren. Diese Elemente codieren flr eine Trans-
posase TnpA, die die Rekombinationsereignisse katalysiert und die mit dem Transpositionser-
eignis einhergeht. Beispiele fir einfache Transposons sind die in Bakterien beobachteten IS-
Elemente, deren L&ngen zwischen 750 und 1500 bp liegen und die in der Regel nur ein
Transposase-Gen enthalten, welches von zwei kurzen inversen terminalen Repetitionen einge-
schlossen ist (SHAPIRO, 1983; BERG & Howe, 1989). IS-Elemente und mit ihnen verwandte

DNA-Sequenzen werden auch als Klasse I-Transposons bezeichnet. DNA-Bereiche, die von
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IS-Elementen flankiert werden und deshalb ebenfalls als geschlossene Einheit transponiert
werden kdnnen, werden zusammengesetzte Transposons genannt. Neben den flr die Transpo-
sition erforderlichen Funktionen enthalten diese Transposons zuséatzliche genetische Informa-
tionen, wie beispielsweise Antibiotika- und Schwermetall-Resistenzen oder haufig auch ein-
zelne Gene bzw. vollstandige Gencluster, die fur einen Fremdstoffabbau codieren.

Ein Beispiel fur ein Transposon dieser letztgenannten Gruppe bildet Tn5271 auf dem Plasmid
pBRC60 aus Alcaligenes sp. BR60 mit einer GroRe von 17 kbp, welches die Gene chaABC
fur einen Teil des oberen Abbauweges von 3-Chlorbenzoat beherbergt (NAKATSU et al.,
1991). Ebenso befinden sich die zwei fiir den Chlorbenzolabbau codierenden Gene tchAB aus
Pseudomonas sp. P51 auf dem etwa 8,5 kbp grofRen Transposon Tn5280 (VAN DER MEER et
al., 1991).

Eine weitere Gruppe transponierbarer Elemente bilden Klasse Il-Transposons, zu denen das
Transposon Tn3 und eine Familie verwandter Elemente gehort (GRINDLEY & REED, 1985;
KLECKNER et al., 1975; GILL et al., 1978). Diese Elemente sind mit einer durchschnittlichen
Lange von Uber 5 kbp wesentlich langer als I1S-Elemente und haben, bis auf Reste, urspriing-
lich vorhandene IS-Sequenzen verloren. Tn3, das von kurzen inverted repeats eingerahmt
wird, enthalt im zentralen Teil ein Gen fur eine 3-Lactamase (Ampicillin-Resistenz) und zwei
Transpositionsgene, die Transposase TnpA und die Resolvase TnpR, wobei letztere sowohl
als Repressor fur die Expression von tnpA und von tnpR selbst wirkt, als auch die ortsspezifi-
sche Rekombinationsreaktion katalysiert, die fiir die Transposition von Bedeutung ist.

Klasse Ill-Transposons sind die Genome der miteinander verwandten Bakteriophagen Mu
(TAYLOR, 1963) und D108 (Misg, 1971; HuLL et al., 1978; GiLL et al., 1981; GAELEN &
TOUSSAINT, 1980). Bei ihnen gehort die replikative Transposition zum normalen Verlauf ei-
ner Infektion und der vegetativen Vermehrung des Phagengenoms. Allerdings kann anders als
bei den zuvor besprochenen mobilen genetischen Elementen die Phagen-DNA als extrachro-
mosomale Einheit existieren, da sie mit Strukturproteinen bedeckt wird und dann wie andere
Bakteriophagen Bakterienzellen infiziert.

Durch die Integration eines katabolischen Transposons in einen DNA-Bereich kénnen Muta-
tionen mit verschiedenen Auswirkungen entstehen. So kann es durch das Integrationsereignis
einerseits zu einer Unterbrechung der codierenden Region eines Gens oder der fiir seine Ex-
pression bendtigten regulatorischen Regionen kommen (GALAS & CHANDLER, 1989;
KALLASTU et al., 1998). Andererseits konnen durch Transpositionsereignisse innerhalb einer
Zelle Umlagerungen, Insertionen bzw. Deletionen erfolgen, die mehrere Gene unter die Kon-

trolle neuer regulatorischer Elemente bringen. In einigen Fallen beobachtet man auch die
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Transkriptionsaktivierung von Genen, in deren Nachbarschaft ein Transposon integriert
wurde (GALAS & CHANDLER, 1989; KALLASTU et al., 1998).

Transposon-vermittelte Umordnungen sind wohl auch daflr verantwortlich, dass urspriinglich
entfernt voneinander lokalisierte Gene zu koordiniert regulierten Operons organisiert werden,
und dass neue Proteine durch Verknlpfung zweier zuvor unabhéngiger Genabschnitte gebil-
det werden kénnen (OHTSUBO & SEKINE, 1996). Dartiber hinaus wurden in verschiedenen
nicht miteinander verwandten Bakterienstdmmen identische Transposons gefunden (NAKATSU
et al., 1991; SPRINGAEL et al., 1993; TSuUDA et al., 1989; VAN DER MEER et al., 1991) — ein
Hinweis darauf, dass im Gegensatz zur allgemeinen Rekombination die Transposon-vermit-
telte Ubertragung genetischer Information zwischen verschiedenen Organismen nicht auf
verwandte Spezies beschrankt ist und dass sich verschiedene degradative Gene durch hori-
zontalen Gentransfer auch in entfernt verwandten Organismen weiterverbreiten und somit zur
Entwicklung und Organisation neuer Operons mit neuen bzw. verbesserten Abbaueigen-

schaften fiihren kdnnen.

1.6 Konstruktion von Chloraromatenverwertern

Die Entwicklung optimierter, zum Chloraromatenabbau befahigter Mikroorganismen kann
durch Anreicherung von Mischpopulationen oder Reinkulturen aus Bodenproben mit an-
schlieRender Adaptation an einen bestimmten Schadstoff geschehen. Mit der Kombination aus
Anreicherungs- und Adaptationsprozess ist allerdings ein in der Regel groRer Zeitaufwand
verbunden.

Alternativ kénnen durch in vitro-Ubertragung von Genen oder Genclustern, bzw. durch
Mutagenese metabolische Hindernisse beseitigt werden.

Eine weitere, weniger aufwendige, aber sehr elegante Methode besteht in der in vivo-Kon-
struktion eines sogenannten hybriden Abbauweges fir Chloraromaten, an dessen Ende
Chlorid, CO, und Biomasse stehen.

Ein hybrider Chloraromatenabbauweg besteht aus zwei Teilsequenzen. Es ist dies zum einen
eine periphere Sequenz aus Chloraromaten verwertenden Stdimmen, mit der Fahigkeit, chlor-
analoge Substrate bis zur Stufe der chlorierten Catechole umzusetzen. Zum anderen wird eine
Chlorcatechol abbauende zentrale Sequenz benétigt, beispielsweise der modifizierte ortho-

Weg. Erleichtert wird dieses Prinzip zur Konstruktion von Chloraromatenverwertern durch
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den Umstand, dass sowohl periphere als auch zentrale Abbausequenzen haufig plasmidisch

lokalisiert und somit durch Konjugation leicht Ubertragbar sind.

A B C
Chloraromat Chloraromat Chloraromat
OH OH OH
OH OH OH
Cl Cl Cl
COs+CI CO2+CI COz+CI
periphere Sequenz zentrale Sequenz Hybridstamm

Abb. 1.5 Prinzip zur Konstruktion eines Hybridstammes C fiir den Abbau von Chloraromaten durch Kombina-
tion zweier partieller Abbauweg-Segmente A und B mit Chlorcatechol als zentralem Metaboliten nach REINEKE
& KNACKMUSS (1979). (A) Periphere Enzymsequenz eines Chlorverbindungen abbauenden Stammes, der in der
Lage ist, Chloraromaten bis zum Chlorcatechol umzusetzen; (B) zentrale Enzymsequenz fir Chlorcatechole, wie
zum Beispiel der ortho- oder der meta-Weg.

Da Pseudomonas putida GJ31 in der Lage ist, mit Toluol und Chlorbenzol gleichzeitig zu
wachsen, erscheint die Konstruktion neuer Chloraromatenverwerter denkbar, die in der Lage
sind, komplexe chlor- und methyl-substituierte Aromatengemische ohne die bislang beob-
achteten Einschrdnkungen zu verwerten.

Ebenso kann Stamm GJ31 4-Chlorcatechol verwerten. Die Eignung des meta-Weges fir den
Abbau von Chloraromaten (iber 4-Chlorcatechol kann demnach mit dem Stamm GJ31 unter-
sucht werden. Durch Einkreuzung von genetischen Informationen, die fur periphere Abbause-
quenzen codieren (z. B. das TOL-Plasmid als Tréger der Xylol-Abbausequenz aus Pseudo-
monas putida PaW1), sollten nun schnell wachsende Organismen erzeugt werden kénnen. Da
Stamme, die auf chlorierten Benzoaten wachsen, leichter zu handhaben sind als solche mit
Wachstum auf chlorierten Benzolen bzw. Toluolen, besteht die Moglichkeit, sie durch Selek-

tion mit anderen Chlorisomeren weiter zu entwickeln.
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit:

Im Verlauf dieser Dissertation sollten die nachfolgend aufgefuihrten Punkte untersucht wer-

den.

. Isolierung und Charakterisierung der von MARS et al. (1997) postulierten Plasmide,
sowohl das aus Pseudomonas putida GJ31 als auch das aus der (durch Benzoat-Curing
entstandenen) Mutante QM1

. Nachweis der plasmidischen Codierung von chzE sowie Untersuchungen zu seiner
Lage und zu seiner genetischen Umgebung

. Charakterisierung des, vermutlich durch ein Transpositionsereignis, verloren gegange-
nen Fragmentes der Mutante QM1

. Identifizierung und Charakterisierung von weiteren degradativen Genen aus meta-We-
gen (ggf. Klonierung, Sequenzierung und Uberexpression)

. Identifizierung und Charakterisierung von degradativen Genen eines peripheren Ab-
bauweges

. Etablierung eines Verfahrens zur Feststellung der Ubertragungsrichtung bei ungerich-

tet ablaufenden Konjugationen der Wildtypstdmme Pseudomonas putida GJ31 und

Pseudomonas putida PawW1
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2 Materialien und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien, Enzyme und Kits wurden von folgenden

Firmen bezogen:

Chemikalien:

a-[*P]-dCTP

Agarose
Antibiotika

Blocking Reagenz
Chemikalien, p.a. Qualitat
dNTP

Hybond N*/P-Membranen

Medienbestandteile

NADPH

Réntgenfilme

Kits:

Advantage-GC cDNA PCR Kit

DNeasy™ Tissue Kit
Jet-Sorb-Kit
Nucleo Spin Kit

PCR-Script™ Amp Cloning Kit

Proteinbestimmungs-Kit

Qiagen™ Large-Construct Kit

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sigma
(Deisenhofen), Serva (Heidelberg)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Roth (Karls-
ruhe), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Difco (Detroit, USA), Life Technologies (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Oxoid (Wesel), Roth (Karlsruhe)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)

Clontech (Heidelberg)
Qiagen (Hilden)

Genomed (Bad Oeynhausen)
Macherey-Nagel (Duren)
Stratagene (Heidelberg)
BioRad (Mtnchen)

Qiagen (Hilden)

11



Materialien und Methoden

QlAprep Spin Miniprep Kit

QlAquick Gel Extraction Kit
QlAquick PCR-Purification Kit
ReadyToGo RAPD Analysis Beads
rediprime Random primer labelling Kit
Universal GenomeWalker™ Kit

Zero Blunt” TOPO" PCR Cloning Kit

Enzyme:

Alkalische Phosphatase CIP bzw. SAP
DNA Polymerase | Klenow Fragment
Lysozym

Restriktionsendonukleasen

Tag-DNA-Polymerase (einschl. Puffer)
Vent-DNA-Polymerase (einschl. Puffer)
Advantage cDNA-Polymerase

2.2 Verwendete Organismen

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg)
Clontech (Heidelberg)

Invitrogen (Groningen, Niederlande)

Roche Diagnostics (Mannheim)

Life Technologies (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Roche Diagnostics (Mannheim), New England Biolabs
(Schwalbach)

Life Technologies (Karlsruhe)

New England Biolabs (Schwalbach)

Clontech (Heidelberg)

Die bei der Anfertigung der Arbeit verwendeten Organismen sind in der nachfolgenden

Tabelle aufgelistet.

Tab. 2.1 Ubersicht der verwendeten Organismen

Organismus Genotyp/Eigenschaften @ Referenz/Herkunft
Pseudomonas putida GJ31 CB*, 3CBA OLDENHuUIS et al., 1989
Pseudomonas putida GJ31” CB*, 3CBA", 4CBA’, 3CT", 4CT", TIn", Nic’ REINEKE, pers. Mit.
Pseudomonas putida QM1 CB’, BA" diese Arbeit
Pseudomonas putida Paw1 TOL-Plasmid, 3MBA", XyI*, Nic* MURRAY et al., 1972
Pseudomonas putida Paw258  TOL-Plasmid, C230°, 3MBA", Xyl', Nic" WORSEY et al., 1978

Pseudomonas putida WR301 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn*, Xyl*, 3CT*, 4CT", Nic"  REINEKE, pers. Mit.
Pseudomonas putida WR303 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn", Xyl", 3CT", 4CT", Nic"  REINEKE, pers. Mit.
Pseudomonas putida WR304 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn", Xyl", 3CT", 4CT", Nic"  REINEKE, pers. Mit.
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Fortsetzung Tab. 2.1 Ubersicht der verwendeten Organismen

Pseudomonas putida MK 133 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn*, Xyl*, 3CT", 4CT", Nic"  KUNzE, 1998
Pseudomonas putida WR311 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn*, Xyl*, 3CT", 4CT", Nic"  REINEKE, pers. Mit.
Pseudomonas putida WR313 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn", Xyl*, 3CT", 4CT", Nic"  REINEKE, pers. Mit.
Pseudomonas putida WR314 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn", Xyl*, 3CT", 4CT", Nic’  REINEKE, pers. Mit.
Pseudomonas putida MK 134 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn", XylI', 3CT", 4CT", Nic.  KUNZzE, 1998
Pseudomonas putida MK314 CB", 3CBA", 4CBA", TIn*, XyI, 3CT, 4CT", Nic"  KUNZzE, 1998

Pseudomonas putida KT2440  hsdM™ hsdR” rif’ BAGDASARIAN et al., 1981
Pseudomonas putida KT2442  hsdM™ hsdR* BAGDASARIAN et al., 1981
Escherichia coli DH5a SUpEAlacK169 (@80lacZAM15) hsdR17 recAl HANAHAN, 1983

gyrA96 thi-1 relAl
Escherichia coli XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl

' Stratagene, Heidelberg
lac[F proAB, laclZAM15, Tn10]

? Fur die Pseudomonaden mit der Bezeichnung WR und MK sind die Eigenschaften aufgefiihrt, die fir die Be-
schreibung des Abbauverhaltens von Wichtigkeit sind; Abkirzungen fur die getesteten Wachstumssubstrate sind
die folgenden: CB, Chlorbenzol; BA, Benzoat; 3MBA, 3-Methylbenzoat, 3CBA, 3-Chlorbenzoat; 4CBA,
4-Chlorbenzoat; 3CT, 3-Chlortoluol; 4CT, 4-Chlortoluol; TIn, Toluol; Xyl, m-Xylol; Nic, Nicotinat

2.3 Medien

Zur Kultivierung der verwendeten Organismen wurden unterschiedliche Medien benutzt. Die
Stamme wurden sowohl in flissigen N&hrlésungen als auch auf festem Medium Kultiviert,
wobei letztere zuséatzlich zur Nahrlésung 1,5% (w/v) Agar enthielten.

Alle eingesetzten Puffer, Losungen und Medien wurden vor der Anwendung autoklaviert.
Nicht hitzebestandige Chemikalien wurden sterilfiltriert (Sartorius Membranfilter, 0,2 pm
Porendurchmesser) und dem autoklavierten Medium oder Puffer nach dem Abkihlen zuge-
setzt. Wenn nicht anders vermerkt, wurde nur zweifach destilliertes Wasser verwendet. Glas-
gerate wurden 4 h bei 180°C hitzesterilisiert. Soweit nicht anders vermerkt, beziehen sich alle
prozentualen Angaben bei Feststoffen auf Gewichtsprozente (w/v), bei Flissigkeiten auf

Volumenprozente (v/v).
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23.1 Medien fir Escherichia coli

LB-Medium (MILLER, 1972)

10,0 g Pepton aus Casein
10,0 g NaCl
50 g Hefeextrakt

ad 1000 ml bidest. H,O

SOB-Medium
20,0 g Bacto-Trypton
50,0 g Bacto-Yeast
0,58 g NaCl
0,19 g KCI
2,03 g MgCl, 6 H,0

2.3.2 Medien fur Pseudomonas putida

NB-Medium

8,0

g Nutrient-Broth
50 g NaCl
ad 1000 ml bidest. H,O

LB-Agar (MILLER, 1972)

LB-Medium
Agar (Gibco) 16 g/l

SOC-Medium

SOB-Medium
20 mM Glucose

NB-Agar

NB-Medium

Agar (Gibco) 16 g/l

14
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2.3.3 Mineralmedium

Grundlage der Mineralmedien ist die von DORN et al. (1974) angegebene chloridfreie und
phosphatgepufferte Minerallésung, bei der zur besseren pH-Stabilisierung die Pufferkonzen-

tration verdoppelt wurde (HARTMANN et al., 1979).

70 g NaHPO,-2H,0

20 g KHyPO,

0,06 g Ca(NOs),

0,1 g Fe(ll)amoniumnitrat - 7 H,0O
0,2 g MgSO,-7H,0

1,0 g (NH,).S0O,

1,0 ml Spurenelementldsung nach PFENNIG &
LIPPERT (1966) ohne EDTA und FeSO,4
ad 1000 ml bidest. H,O

Als Energie- und Kohlenstoffquelle fanden die jeweils angegebenen Substrate in Konzentra-
tionen zwischen 2 und 10 mM Verwendung. Fluchtige Substrate wurden tber die Gasphase

zugefihrt.

234 Antibiotika

Wenn erforderlich, wurde den Medien Antibiotika in folgenden Konzentrationen zugesetzt:

Ampicillin 100 ug/ml

Kanamycin 50 pg/ml
Rifampicin” (Methanol) 50 pg/ml
Streptomycin 100 pg/ml

“ Zur Herstellung der Stammlésung wurde kein Wasser, sondern das angegebene Losungsmittel verwendet
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2.4 Verwendete Vektoren und Plasmide

In den nachfolgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren und Plasmide
(Tab. 2.2) und die konstruierten rekombinanten Plasmide (Tab. 2.3) verzeichnet.

Tab. 2.2 Ubersicht der verwendeten Vektoren und Plasmide

Plasmid Genotyp/Eigenschaften Referenz

DKW1 chzE GJ31 (JANSSEN, Groningen, Niederlande)
puCi8 ColE1L, bla, lacZ-a, P, Y ANISH-PERRON (1985)

pJOE2702 ColE1, bla, Ppagan, rrnB VOLFF et al. (1996)

PPCR bluescript SK+ ColE1 f1 lacZ Ap' Stratagene, Heidelberg

Tab. 2.3 Ubersicht der konstruierten rekombinanten Plasmide

Bezeichnung Konstruktion Gen / Eigenschaft

pQWO01la 720 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas 16S rDNA
putida Stamm PaW1 (Primer Qno01 und Qno02) in pUC18

pQWO02a 665 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas 16S rDNA
putida Stamm PaW1 (Primer Qno03 und Qno04) in puC18

pQWO03a 603 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas 16S rDNA
putida Stamm PaW1 (Primer Qno05 und Qno06) in puC18

pQWO1b 720 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas 16S rDNA
putida Stamm GJ31 (Primer Qno01 und Qno02) in pUC18

pQWO02b 665 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas 16S rDNA
putida Stamm GJ31 (Primer Qno03 und Qno04) in pUC18

pQWO3b 603 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas 16S rDNA
putida Stamm GJ31 (Primer Qno05 und Qno06) in pUC18

pQWO04 2819 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzAa-d
putida Stamm GJ31 (Primer Qnol3 und Qnol4) in pBlue-
scriptSK(+)

pQWO04a 1517 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzAa-d
putida Stamm GJ31 (Primer Qno09 und Qnol0) in pBlue-
scriptSK(+)
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Fortsetzung Tab. 2.3 Ubersicht der konstruierten rekombinanten Plasmide

pQWO5 1206 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzE(3)
putida Stamm GJ31 (Primer Qno43 und Qno44) in pBlue-
scriptSK(+)

pQWO06 844 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzAa-d
putida Stamm GJ31 (Primer Qnol5 und Qnol6) in pBlue-
scriptSK(+)

pQWO7 1027 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzAa
putida Stamm GJ31 (Primer QnoO7 und Qno8) in pBlue-
scriptSK(+)

pQWO08 1294 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzAd-B
putida Stamm GJ31 (Primer Qnoll und Qnol2) in pBlue-
scriptSK(+)

pQWO09 733 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzK
putida Stamm GJ31 (Primer Qno26 und Qno27) in pBlue-
scriptSK(+)

pQW10 1127 bp-PCR-Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas chzQ
putida Stamm GJ31 (Primer Qno28 und Qno29) in pBlue-
scriptSK(+)

pQW11 840 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas chzK
putida Stamm GJ31 (Primer GSPD2 und Pvull-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

pQW12 1074 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas ORF2
putida Stamm GJ31 (Primer GSPK2 und Smal-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

pQW13 1338 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas ORF2
putida Stamm GJ31 (Primer GSPK2 und Nrul-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

pQW14 1598 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas ORF1, ORF2
putida Stamm GJ31 (Primer GSPK2 und Pvull-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

pQW15 1792 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas ORF1, ORF2
putida Stamm GJ31 (Primer GSPK2 und Hincll/Hpal-
Schnitt) in pBluescriptSK(+)

pQW16 577 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas chzJ
putida Stamm GJ31 (Primer GSPC2 und Asel-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

pQW17 1014 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas chzJ
putida Stamm GJ31 (Primer GSPC2 und Pvull-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)
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Fortsetzung Tab. 2.3 Ubersicht der konstruierten rekombinanten Plasmide

pPQW18

PQW19

PQW20

pQW20a

PQW20b

pQw21

pQW21la

pPQW21b

PQW22

pQW22a

PQW22b

PQW23

pQW23a

pQwW24

pQW24a

1300 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPC2 und Nrul-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

724 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPE2 und Stul-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

1699 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPF2 und Hincll -Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

702 bp-Stul-Stul-Fragment aus pQW?20 in pBluescriptSK(+)

852 bp-Hincll-Stul-Fragment aus pQW20 in pBlue-
scriptSK(+)

2239 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPH2 und Hincll/Hpal-
Schnitt) in pBluescriptSK(+)

507 bp-Hincll-Pstl-Fragment aus pQW21 in pBlue-
scriptSK(+)

1370 bp-Pstl-Hincll/Hpal-Fragment aus pQW21 in pBlue-
scriptSK(+)

3382 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer Qnol7 und Qnol8) in Zero
Blunt Topo

1454 bp-HindIll-Fragment aus pQW22 in Zero Blunt Topo

1928 bp-Hindlll-Fragment aus pQW22 in Zero Blunt Topo

1627 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPA2 und Pvull-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

790 bp-Fragment durch Primer Qno30 und Qno31 aus beid-
seitiger Ansequenzierung von pQW23

3825 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPA2 und Asel-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

2198 bp-Pvull-Asel-Fragment aus pQW24 in pBlue-
scriptSK(+)

cbzJ, cbzF

cbzF

chzE (2)

Verkirzungsklon zur
Sequenzierung

Verkirzungsklon zur
Sequenzierung

gntR, ORF3, ORF4

Verkurzungsklon zur
Sequenzierung

Verkurzungsklon zur
Sequenzierung

chzG, GST, tnpA(2)

Verkirzungsklon zur
Sequenzierung

Verkurzungsklon zur
Sequenzierung

tnpA(1)

Verkurzungsklon zur
Sequenzierung

traF, traG, tnpA(1)

Verkirzungsklon zur
Sequenzierung
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Fortsetzung Tab. 2.3 Ubersicht der konstruierten rekombinanten Plasmide

PQW24b

PQW25

PQW26

pQwW27

pQW27a

pPQW28

pQW28a

PQW29

PQWS30

pQW30a

pPQWS31

PQWS32

pPQWS33

pQW34

961 bp-Fragment durch Primer Qno32 und Qno33 aus beid-
seitiger Ansequenzierung von pQW23

895 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPG2 und Stul-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

1620 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPG2 und Hincll-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

2620 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPG2 und Smal-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

725 bp-Hincll-Stul-Fragment aus pQW27 in pBlue-
scriptSK(+)

2970 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPG2 und Pvull-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

1000 bp-Hincll-Smal-Fragment aus pQW28 in pBlue-
scriptSK(+)

413 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPB2 und Hpal-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

2209 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPB2 und EcoRV-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

1193 bp-Fragment durch Primer Qno34 und Qno35 aus beid-
seitiger Ansequenzierung von pQW30

2196 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPJ2 und Nrul-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

1224 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer GSPJ2 und Hincll-Schnitt) in
pBluescriptSK(+)

1305 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer Qno36 und Qno37) in pBlue-
scriptSK(+)

2011 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer Qno36 und Qno38) in pBlue-
scriptSK(+)

Verkurzungsklon zur
Sequenzierung

traF

traO, traF

trak, traO, traF

Verkirzungsklon zur
Sequenzierung

traN, trakE, traO,
traF

Verkurzungsklon zur
Sequenzierung

tnpA(2)

tnpA(2), cbzJ

Verkirzungsklon zur
Sequenzierung

1S1071

1S107, Tn5501

Tn5501

Tn5501
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Fortsetzung Tab. 2.3 Ubersicht der konstruierten rekombinanten Plasmide

PQWS35

PQWS36

pQWa37

pPQWS38

pXPG

pXPJ

PXPE2

PXPF

pXPJ2

pXPQ

2725 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer Qno36 und Qno39) in pBlue-
scriptSK(+)

3354 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer Qno36 und Qno40) in pBlue-
scriptSK(+)

4121 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer Qno36 und Qno41) in pBlue-
scriptSK(+)

4900 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer Qno36 und Qno42) in pBlue-
scriptSK(+)

1494 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer cbzG-XP-1 und cbzG-XP-2) in
Expressionsvektor pJOE2702

846 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer cbzJ-XP-1 und cbzJ-XP-2) in
Expressionsvektor pJOE2702

983 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer cbzE(2)-XP-1und cbzE(2)-XP-
2) in Expressionsvektor pJOE2702

959 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer cbzF-XP-lund cbhzF-XP-2) in
Expressionsvektor pJOE2702

849 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer cbzJ-XP-3und cbzJ-XP-4) in
Expressionsvektor pJOE2702

974 bp-PCR-Fragment aus Plasmid-DNA von Pseudomonas
putida Stamm GJ31 (Primer cbzQ-XP-1lund cbzQ-XP-2) in
Expressionsvektor pJOE2702

Tn5501

Tn5501

Tn5501

Tn5501

chzG

cbzJ

chzE(2)

chzF

cbzJ(2)

chzQ

2.5

Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 2.4 aufgefihrt. Sie wurden

ausschlieBlich von MWG-Biotech (Ebersberg) bezogen. Unterstrichene Basen kennzeichnen

die eingefiihrten Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen.
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Tab. 2.4 Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Gen
Qno01 5 - GGCAGGCCTAACACATGCAAGTCRA - 37 16S rDNA
Qno02 5 - TCGCACCTCAGTGICAGTATCAGIC - 3° 16S rDNA
Qno03 5 - AGCGCGCGTAGGTGGITTGITAAGT - 37 16S rDNA
Qno04 5 - GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGT - 37 16S rDNA
Qno05 5 - GTGGAGCATGTGGITTAATTCGAAG - 3° 16S rDNA
Qno06 5 - TAAGGAGGTGATCCAGCCGCAGGTT - 3° 16S rDNA
Qno07 5 - ACCATCCGTTCTGAAAGCACGTCATCGGCA - 3’ chzAa
Qno08 5 - GGGGAAGACGGTCATGTGCTCGACCATGAG - 3° chzAa
Qno09 5 - CGAGATCCAGCACATCCTGCGAGGCCACAA - 3° chzAa-d
Qno10 5 - TCCGCAGAGAGCGTGGTGCCATCATCCAGA - 3° chzAa-d
Qnoll 5 - GACGCTTGCCCAAGGCGTATTCGCC - 37 chzB
Qnol2 5 - CTTTGAATGCTCATGACACTTCTCC - 3’ chzB
Qnol3 5 - GGCGAGGCGAAGTTCTACATGGACC - 37 chzAB
Qnol4 5 - CAT(CT)TGCAT(GCT)CGATGCCC(AGGC(AGATC — 37 chzAB
Qnol5 5 - GAGCCGACGTCTTTCTCCGCAAGCCGGCAC - 3° chzAa-b
Qnol6 5 - CACTTCATCGCCTTCGACCTTGATTGGGAA - 3° chzAa-b
Qnol7 5 - GTCAGCGGCAAGACCTACGAGAAGCGCAAC - 3° chzG
Qnol8 5 - GTAGATACGGGCCATCAGCACCGCCCACAA - 37 chzG
Qnol9 5 - GGCGGTTTATGACCTCGTGTAGCCCCACCT - 3° chzG
Qno20 5 - TGCAGGCGAGGGCGCACTTGGGGTA - 37 tnpA(1)
Qno21 5 - ACTGACGCGCTGATCGACCTCGAAG - 37 tnpA(1)
Qno22 5 - AGGGITCGTTTCATCAACGAACGAG - 3’ chzE
Qno23 5 - CAAGCTGATGAATCAAGACTTGGGG - 37 chzE
Qno24 5 - ATCAGCGCGTCAGITGGTAG - 3’ chzT
Qno25 5 - TGCAGCAGACTCTCATCCGT - 3 chzT
Qno26 5 - A(AQ GT( GC) ACCCACGG( CT) GA(CT) G&C - 3° chzK
Qno27 5 - (AC)(AQTAGAC(GC)CC(GO)GC(AG TA(AGCCC - 3° chzK
Qno28 5 - TGGCAACATTGGTACCGATCTGATG - 3’ chzQ-K
Qno29 5 - TTCAATCCACTCGATGTCGGTATGC - 3’ chzQ-K
Qno30 5 - CTACGAGAGCTGGCTGGAGCTGGCTTGCGA - 3° tnpA(1)
Qno31 5 - AAAACCCGCTGTGCTTGTAGCCCAGCATCT - 3° tnpA(1)
Qno32 5 - CATGGACATGGCCCTGGCGGRCGGCGAACTT - 37 traF
Qno33 5 - CGGGTCGTACAGGATTTCCAGCACTTCACG - 3° traF
Qno34 5 - ATCAGCGCGTCAGTTGGTAGGGTGGCAACA - 3° Tn5501
Qno35 5 - AGGCGCCTCCACCGGCCGCTCACTGGTCAA - 3° Tn5501
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Fortsetzung Tab. 2.4 Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Qno36
Qno37
Qno38
Qno39
Qno40
Qno4l
Qno42
Qno43
Qno44
AP1

AP2
GSPA 1
GSPA 2
GSPB 1
GSPB 2
GSPC 1
GSPC 2
GSPD 1
GSPD 2
GSPE 1
GSPE 2
GSPF 1
GSPF 2
GSPG 1
GSPG 2
GSPH 1
GSPH 2
GSPJ 1
GSPJ 2
GSPK1
GSPK2
chzE(2)-XP-1
chzE(2)-XP-2
chzF-XP-1
chzF-XP-2
cbzG-XP-1

o o o o o o o g oo o oo oo oo oaoaooaoao o oaoooaoaoooaoaaqa

CGGECTGCGEECTCATGATGTGGTTGTCTCCA
TCCGACGACACGCGCATGTAGCCAACCAAC
CTGCAGGCTAGGCCGECTECTGG - 37
ACGTACCCAGGCATAGCACAGCAGGTAGAG
GGACAAATGCCGGTGCTGCAAGCTATCGTC
GITGCGGTACCAGATGTCGAACACGTGGTG
GGTTGTACGCCGGAATCCCAGAAATTTCCG
TTCCATTGGACGACATGCTGAAATCCGTTC
CCTCGATTAACACCTTCCAGGATTTTTCCG
GTAATACGACTCACTATAGGCC - 37
ACTATAGGGCACGCGTGGT - 37
ATGATGTGCATTTGCCCGCCGCAGATG - 37
GCCATCAGCACCGCCCACAAATAGTGC - 37
TGCCGT CACGGECCCTGECECGTGATGCAGC
GAGCCAGCCAGCACGGCT GCAGGCGAGEEC
ATTTTCACAAGACCCGCAACACCCTCGT GG
ACTGCCATTTCCAAGTGCTCGGECATTACCC
ATGCGATGCTGCAGATGATCTGGTGCGT CCA
ATCGACCGT TGAAACCCTGECTCTAGGTTA
GCCCCCAGATAACCAAGGTCTCTGCGTTGA
AACCGCCGT CTGGAACAGCTCCTCAGICAGA
CGTGGAGCATCACAACGGTTTCTTTGCCTT
TCTCCGTGAAGGTGTATTAGCGCTGGGTGT

-3
-3

-3
-3
-3
-3
-3
-3

AAACGGCTTCCCCGTGATTGACGGTCA - 37
GTGICCCTGTCCGACTTGTCGGTGGAG - 3

CCGACGAGCGACAACAGCGAAAATGACTGA
CATATCTTGGAGCGCCTACTCACTTGCCGA
TGCCTGCAAGGGEGTATCCGCTTAGCTCCAT
CGCCGGT TGAAACGGAACACGAATTCATCG
AGTGCTCATCGTGTCGGTGECACTATTCGG
CGCATCGCTGCCAAACCTGATTGCCCTGEC
GTACATATGAACGCTTACCTACATTGCCTG
TGCAGT CACGATTAAGGATCCGTGAAGGTG
TCCCATATGGATCGCAGECTTCGECTCTAT
TGTGAAGTGT CCATGCGGATCCTCGGTCAG
TCAAGAGAGAGACATATGAAAGACATCAGG

Tn5501
Tn5501
Tn5501
Tn5501
Tn5501
Tn5501
Tn5501
chzE(3)
chzE(3)
Hilfsprimer 1
Hilfsprimer 2
traG, thpA(1)
traG, thpA(1)
tnpA(1), cbzJ
tnpA(1), chzJ
chzJ(2)
chzJ(2)

chzK, ORF2
chzK, ORF2
chzF

chzF

chzE(2)
chzE(2)
traN-F
traN-F

gntR, ORF3, ORF4
gntR, ORF3, ORF4
Tn5501
Tn5501
ORF1, ORF2
ORF1, ORF2
chzE(2)
chzE(2)

chzF

chzF

chzG
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Fortsetzung Tab. 2.4 Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

chzG-XP-2 5 - AATGGGGGCACAGGATCCTCAATAC - 37 chzG

chzJ-XP-1 5 - AGCCCCATATGACCCAGACGCCCAA - 37 chzJ

chzJ-XP-2 5 - ACCGGGITGATGTGCAGGGGATCCG - 37 chzJ

chzJ-XP-3 5 - TCACATATGAACACTTCACAAGAGACCCTT - 37 cbzJ(2)
chzJ-XP-4 5 - AGCCAAGGATCCCAACTTTACGTTTGGTAG - 37 cbzJ(2)
chzQ-XP-2 5 - TTTCATATGACTACCAAACGTAAAGTTGCC - 37 chzQ

chzQ-XP-2 5 - GAGCTTTTTACGGATCCTAACTGCGCT - 37 chzQ

2.6 Kulturbedingungen und Lagerung von Bakterien

2.6.1 Anzucht und Lagerung von Escherichia coli

Die Kultivierung von E. coli Stéammen erfolgte in LB-Flussigmedium bzw. auf LB-Agar-
platten bei 37°C. Dem LB-Agar wurde zur Selektion rekombinanter pUC18- bzw. pBlue-
script-Derivate 40 pg/ml X-Gal zugesetzt. Dauerkulturen wurden aus Ubernachtkulturen
durch Zugabe von 50% Glycerin hergestellt und bei -70°C aufbewahrt. Als Ubernachtkulturen
werden Ansétze bezeichnet, die mindestens 16 h kultiviert worden sind.

2.6.2 Anzucht und Lagerung von Pseudomonas putida

Vorkulturen wurden in 100 ml Schikanenkolben angezogen, welche 20 ml Nahrlésung ent-
hielten. Die Konzentrationen der Néhrstoffe betrug 5 mM.

Die fur die Herstellung von Rohextrakten bendtigten groReren Zellmengen wurden in 3000 ml
Schikanenkolben mit 500 ml Medium gewonnen. In diesen Hauptkulturen betrugen die Kon-
zentrationen der Nahrstoffe zwischen 5 und 10 mM.

Alle Kulturen wurden bei 31°C auf einem Rotationsschittler (Typ RC 106, Infors AG,
Basel/Schweiz bzw. Gyrotory water bath shaker Typ G 76, New Brunswick, N.J., USA) bei
etwa 100 Upm inkubiert.
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2.6.3 Stammhaltung

Die Aufbewahrung der Stamme erfolgte bei 4°C auf Agarplatten (1,5 Gew.% Agar, 50 mM
Phosphatpuffer pH 7,3, Salzlésung wie unter 2.3.), die 2-10 mM stammspezifische Kohlen-
stoffquelle als Selektivmedium enthielten. Fliichtige Substrate wurden Uber die Gasphase
zugefihrt, die Agarplatten in dafuir geeigneten Glasgeféalien aufbewahrt.

Die Stamme wurden alle 6 - 8 Wochen Uberimpft.

2.7 Tribungsmessung

Die optische Dichte der Zellsuspensionen wurde durch Extinktionsmessungen bei 546 nm und
einer Schichtdicke von 1 cm in einem Spektralphotometer (Uvikon 820, Kontron, Eching)
ermittelt. Zum Nullabgleich diente Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,3).

Sobald die Extinktion den Wert von 0,3 tberschritt, wurde die Probe entprechend verdunnt.
Alternativ wurde die Tribung von Zellsuspensionen bei Wachstumsmessungen mit einem
Klettphotometer (Klett-Summerson Photoelectric Colorimeter, Mod. 900-3, Klett MFG Co.
Inc., N.J. USA) ermittelt. Zehn Kletteinheiten entprachen dabei einer Dichte von 0,070 Ex-
tinktionseinheiten (EE).

2.8 Zellernte und Herstellung von zellfreien Proteinextrakten

Kulturen, die sich kurz vor dem Ende der exponentiellen Wachstumsphase befanden, wurden
in einer Kihlzentrifuge (Sorvall RC Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont, Bad Nau-
heim) bei einer Temperatur von 4°C zwanzig Minuten bei 8000 Upm zentrifugiert. Nach
zweimaliger Wésche der Zellriickstande mit Tris/HCI-Puffer (50 mM, pH 7,0 + 0,5 mM
Dithioerythrit) erfolgte Resuspension in etwa 5 ml des gleichen Puffers.

Die resuspendierten Zellen wurden nach Zugabe von Desoxyribonuklease mit einer auf 4°C
vorgekuhlten French-Presse (Amicon, Silver Spring/USA) bei einem Druck von 14 Mpa
aufgeschlossen. Noch verbliebene ganze Zellen und ZelltrGmmer wurden anschlieBend in
einer Ultrazentrifuge (Sorvall OTD-50B, Du Pont, Bad Nauheim) bei 105 g (60 min, 4°C)

abzentrifugiert. Die Sedimente wurden verworfen, die Uberstinde abpipettiert und fir enzy-
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matische Untersuchungen verwendet. Sie werden im weiteren als Rohextrakte bezeichnet. Die

Lagerung der Rohextrakte erfolgte bei -20°C.

2.9 Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden mit Hilfe des Proteinbestimmungs-Kits (BioRad, Minchen)
nach der Methode von BRADFORD (1976) spektralphotometrisch bestimmt. Als Referenz-

substanz diente Rinderserumalbumin (BSA).

2.10 Herstellung von Expressionsstammen

Die Uberexpression von Proteinen erfolgte mit dem L-Rhamnose induzierbaren Vektor
pJOE2702 in E. coli XL1-Blue. Dazu wurden von den betreffenden Genen iber PCR Ndel-
BamHI-Fragmente erzeugt und in mit Ndel und BamHI behandelten pJOE2702 ligiert. Nach
Transformation in E. coli XL1-Blue wurden die Zellen, wie unter 2.6.1 beschrieben, ange-
zogen. Zur Induktion des Promotors Pinasap Wurde das Medium mit 0,2% L-Rhamnose ange-

reichert. Die Bestimmung der Enzymaktivitaten erfolgte wie unter 2.11 beschrieben.
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211 Bestimmungen von Enzymaktivitaten

Die Berechnung der spezifischen Enzym-Aktivitaten erfolgte nach der Gleichung:

-_BED: (mol/sihg Protein)
ed [V2ltp
C = spezifische Enzym-Aktivitat [kat] d = Kuvettendurchmesser [cm]
AE = Extinktionsanderung [1/s] V, = Volumen der eingesetzten Probe [pl]
V, = Volumen des Testansatzes [ul] Cp = Proteinkonzentration der eingesetzten Probe [pg/ul]
€ = molarer Extinktionskoeffizient [1/mol]

Die Messung der Enzymaktivitaten erfolgte in 1 cm Quarzkivetten wahlweise mit einem
Zweistrahl-Spektralphotometer (Uvikon 710, Kontron Instruments, Zirich/Schweiz) und
angeschlossenem Schreiber (Uvikon Recorder 21) oder mit einem Spektralphotometer (Cary
50 Bio UV-Visible Spectrophotometer, Varian, Australien).

Eine Enzymeinheit (U) wird definiert als die Aktivitat, die den Umsatz von 1 pmol Substrat
bzw. die Bildung von 1 pumol Produkt in einer Minute bei 25°C katalysiert. Die spezifische

Aktivitat wird in Einheiten pro Milligramm Protein angegeben.

211.1 Catechol-2,3-Dioxygenase, C230 (meta-Pyrocatechase)

Catechol-2,3-Dioxygenase setzt das Substrat Catechol zu 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat
[HOMS] um. Die Bildung dieses Produktes kann anhand der Extinktionszunahme bei 375 nm
verfolgt werden. Die Testansédtze enthielten nach SCHACHT (1984) und SALA-TREPAT &

EVANsS (1971) in einem Volumen von 1 ml:

45 pmol Phosphat-Puffer, pH 7,4
0,5 pumol Catechol oder 4-Chlorcatechol
1-5 pl Rohextrakt
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Fur das Ringspaltungsprodukt des Catechols (2-Hydroxy-5-formylpenta-2,4-dienoat) betragt
der molare Extinktionskoeffizient bei 375 nm gy = 36.000 I/mol cm; flr das Spaltungsprodukt
von 4-Chlorcatechol (5-Chlor-5-formyl-2-hydroxypenta-2,4-dienoat) bei 379 nm gy = 42700
I/mol cm. Beide Werte wurden von SCHACHT (1984) bei pH = 7,4 in Phosphatpuffer

bestimmt.

2.11.2 2-Hydroxymuconsauresemialdehyd-Dehydrogenase, HMSD

Die Aktivitit der 2-Hydroxymuconsauresemialdehyd-Dehydrogenase wurde durch die NAD™-
abhangige Bildung eines gelben Ringéffnungsproduktes aus Catechol bei einer Wellenlange
von 375 nm ermittelt. Der Reaktionsansatz enthielt nach BAYLY & DAGLEY, 1969

inlml:

45 pmol Phosphatpuffer, pH 7,4
60 nmol 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat
0,5 umol NAD*

1-10 pl Rohextrakt

Das 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat wurde frisch hergestellt (siehe 2.11.9). Um die 2-Hy-
droxymuconséuresemialdehyd-Dehydrogenase-Aktivitat zu erhalten, wurde vom Wert der
Abbaugeschwindigkeit des 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoats die 2-Hydroxymuconséure-
semialdehyd-Hydrolase-Aktivitét subtrahiert.

2.11.3 2-Hydroxymuconsauresemialdehyd-Hydrolase, HMSH

Die NAD"-unabhingige Konzentrationsabnahme des gelben Ringspaltungsproduktes von

Catechol wurde bei einer Wellenldnge von 375 nm gemessen.
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Die Testansatze enthielten nach MARS et al. (1997) in einem Volumen von 1 ml:

45 pmol Phosphatpuffer, pH 7,4
60 nmol 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat
1-10 pl Rohextrakt

Das 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat wurde frisch hergestellt (siehe 2.11.9).

2114 4-Oxalocrotonat-Tautomerase, Ol

In eine 1 ml-Quarzkuvette wurden Puffer und Substrat vorgelegt, der Blindwert beobachtet,
anschlieBend 10 pl Rohextrakt hinzugegeben und die Abnahme der Extinktion
(¢ = 24100 I/mol cm) bei 295 nm beobachtet (SALA-TREPAT & EVANS, 1971; HARAYAMA et
al., 1989; WHITMAN et al., 1992). Die Messung erfolgte nach Einstellung des Gleichgewichtes
(WHITMAN et al., 1991). Der Blindwert ohne Zellextrakt wurde von der enzymbedingten

Abnahme subtrahiert.

Die Testansatze enthielten in einem VVolumen von 1 ml:

10 pmol 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,3
0,08 pmol 2-Hydroxymuconsaure (geldst in Ethanol)
10 pl Rohextrakt

2.11.5 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase, OD

In einer Kivette wurden 456 pl, Tris-HCI-Puffer, MgSO, und Oxalocrotonat vorgelegt, die
Reaktion durch Zugabe von 10 pl Rohextrakt gestartet, mit Hilfe von 534 pl Stopplésung
(0,3 M NaOH, 16 mM EDTA) angehalten und die Extinktion bei 350 nm gemessen (SALA-
TREPAT & EVANS, 1971; HARAYAMA et al., 1989). Die Abnahme der Extinktion lieR sich ver-
folgen, indem die Reaktionszeit immer weiter verlangert wurde und so die 4-Oxalocrotonat-

konzentration linear abnahm.
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Reaktionslosung: 466 pl

50 pmol Tris-HCI-Puffer, pH 7,4
1 pmol MgSO,

0,1 pumol 4-Oxalocrotonat

10 pl Rohextrakt

Stoplésung: 534 pl

150 pmol NAOH
8 pmol EDTA

Es wurde eine Eichgerade zwischen 0 - 80 uM 4-Oxalocrotonat erstellt, um die Menge umge-

setztes Substrat zu bestimmen.

2.11.6 2-Oxopent-4-enoat-Hydratase, OEH

In 1 ml Gesamtvolumen wurden nach COLLINSWORTH et al. (1973) Phosphatpuffer, MgCl,
und frisch hergestelltes Vinylpyruvat (¢ = 10.000 I/mol cm) in einer Quarzkiivette vorgelegt
und die Blindreaktion bei 265 nm beobachtet. Die verstarkte Extinktionsabnahme infolge der
Zugabe von Rohextrakt wurde bestimmt und der Blindwert von der Aktivitat subtrahiert. Die

Synthese von Vinylpyruvat wird unter 2.11.10 beschrieben.

Die Testansatze enthielten in einem VVolumen von 1 ml:

50 pmol Phosphatpuffer, pH 7,2
0,33 pmol MgCl,

0,2 pmol Vinylpyruvat

10 pl Rohextrakt
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2.11.7 4-Hydroxy-2-ketovalerat-Aldolase, HOA

Die Aktivitat der 4-Hydroxy-2-ketovalerat-Aldolase wurde in einem mit Lactat-Dehydro-
genase gekoppelten Test gemessen. Als Messsignal diente die bei der Oxidation von NADH
verursachte Extinktionsanderung bei einer Wellenldnge von 340 nm. Um das bei der Reaktion
entstehende Pyruvat umzusetzen, wurde dem Reaktionsansatz Lactat-Dehydrogenase im
Uberschuss zugesetzt (SALA-TREPAT & EVANS, 1971).

1 ml des Reaktionsansatzes enthielt nach SHINGLER et al. (1992) in einer leicht abge&nderten

Zusammensetzung:
46 pmol Phosphat-Puffer, pH 7,5
1,0 pmol MnCl,
260 pmol NADH

10-50 pl Rohextrakt
Lactat-Dehydrogenase im Uberschuss

260 pumol 4-Hydroxy-2-oxovalerat

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 4-Hydroxy-2-oxovalerat gestartet (Synthese unter
2.11.11). 1 Unit ist definiert als die Menge Enzym, die 1 umol NADH in Anwesenheit von

Uberschissiger Lactat-Dehydrogenase pro Minute reduziert.

2.11.8 Acetaldehyd-Dehydrogenase, ADA

In 1 ml Reaktionsansatz wurden Phosphatpuffer, Acetaldehyd, NAD" und Rohextrakt pi-
pettiert. Die Reduktion von NAD" wurde durch Zugabe von Coenzym A gestartet und durch

die Extinktionsédnderung bei 340 nm verfolgt. 1 Unit ist definiert als die Menge Enzym, die

1 umol NAD" in Anwesenheit von Coenzym A pro Minute reduziert.
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Die Testansatze enthielten nach SHINGLER et al. (1992) in einem Volumen von 1 ml:

50 pmol Phosphat-Puffer, pH 7,5
10 pmol Acetaldehyd

285 pumol NAD*

100 pl Rohextrakt

100 pumol Coenzym A

2.11.9 Synthese von 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat

Zur Synthese von 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat nach BAYLY et al. (1969) wurde Roh-
extrakt von Pseudomonas putida PawW1, der mit 3-Methylbenzoat als alleiniger Kohlenstoff-
quelle gewachsen war, fiir 10 min. bei 55°C inkubiert. Die Catechol-2,3-Dioxygenase ist
unter diesen Konditionen stabil, wéhrend unter anderem die 2-Hydroxymuconsauresemi-
aldehyd-Hydrolase denaturiert. Nach dem Abzentrifugieren der gefallten Proteine enthielt der
Uberstand Catechol-2,3-Dioxygenase ohne Folgeenzyme. Die so gewonnene Dioxygenase
setzte 3-Methylcatechol in Mineralmedium zu 2-Hydroxy-6-oxohepta-2,4-dienoat um. Die
Vollstandigkeit des Umsatzes konnte durch Zugabe (iberschiissiger Catechol-2,3-Dioxygenase

kontrolliert werden.

2.11.10  Synthese von Vinylpyruvat

5 mg L-Aminoséure-Oxidase wurden nach COLLINSWORTH et al. (1973) in 0,5 ml 0,1 M
NaCl-Loésung suspendiert und mit einer Losung aus 0,9 mg (60 umol) DL-Allylglycin in
5,5 ml Puffer (25 mM Tris-HCI, pH 7,5) sowie mit 10 ul Katalase versetzt. Der Ansatz wurde
eine Stunde bei 37°C geschittelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml 6%iger
Perchlorsdure gestoppt und der Niederschlag abzentrifugiert. Die Losung konnte ohne weitere
Aufarbeitung im Enzymtest eingesetzt werden.
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2.11.11  Synthese von 4-Hydroxy-2-oxovalerat

4-Hydroxy-2-oxovalerat wurde nach DAGLEY & GIBSON (1965) durch milde alkalische
Hydrolyse von 4-Methyl-2-oxobutyrolacton hergestellt. Dazu wurden 11,4 mg (100 pumol) des
Lactons in 9,9 ml destilliertem Wasser geldst, durch Zugabe von 0,1 ml 1M NaOH die
alkalische Hydrolyse in Gang gesetzt und mindestens 14 h bei Raumtemperatur stehen ge-
lassen. Die Losungen waren tber mehrere Monate durch Lagerung bei —20°C stabil.

2.12 Molekularbiologische Methoden

2.12.1 Replica-Plating

Fur die Konjugationsexperimente wurden die Elternstimme auf eine NB-Agarplatte aufgetra-
gen, sorgfaltig miteinander verschmiert und tber Nacht bei 31°C bebritet. Nun wurde der auf
der Agaroberflache gewachsene Rasen mit Hilfe der Stempeltechnik auf antibiotikahaltige
Minimalmedium-Agarplatten bertragen. Dazu wurde ein mit sterilem Samt Uberzogener
Stempel von etwas kleinerem Durchmesser als die Petrischale auf die bewachsene Agar-
oberflache gedriickt. Dabei beluden sich die Samtharchen mit Impfmaterial. Der Stempel
wurde nun auf unbeimpfte Minimalmedium-Agarplatten gedrickt und somit das gesamte

Kolonienmuster tbertragen.

2.12.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmiden aus E. coli erfolgte mittels Kochpréparation (SAMBROOK et al.,
1989) und alkalischer Lyse (BIRNBOIM & DoLy, 1979). Die Isolation von Plasmiden aus E.

coli DH5a fur DNA-Sequenzierreaktionen wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden) oder dem Nucleo Spin Kit (Macherey-Nagel, Duren) durchgefihrt.
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2.12.3 Isolierung von chromosomaler DNA

Die Isolierung von chromosomaler DNA bzw. von Gesamt-DNA sowohl von E. coli als auch
aus Pseudomonaden wurde mit dem DNeasy™ Tissue Kit von Qiagen (Hilden) nach den

Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.12.4 Methoden zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Pseudomonaden

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA aus Pseudomonaden wurden verschiedene Methoden er-
probt. Als einziges zuverl&ssiges und reproduzierbares Verfahren etablierte sich die Methode
nach WHEATCROFT & WILLIAMS (1981).

Da bei diesem Verfahren keine vollstandige Trennung der Plasmid-DNA von der genomi-
schen DNA erreicht werden konnte, wurden fiir eine verbesserte Trennung der Plasmid-DNA
geeignete Fraktionen des Saccharosegradienten mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation
aufgereinigt.

Dazu wurde 1,0 ml einer geeigneten Saccharosefraktion mit CsCl gesattigt und zu einer L6-
sung gegeben, die 8,0 g festes CsCl, geldst in 10 ml Wasser, enthielt. Pro 10 ml DNA-Ldsung
wurden 0,8 ml Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml in H,O) zur Probe gegeben. Nach der Ver-
siegelung des Zentrifugenréhrchens mit Hilfe einer Crimp-Zange wurde bei 20°C fur etwa
36-48 h bei 300.000 g in einer Ultrazentrifuge (Typ OTD-50B mit Winkelrotor TV-865B, Du
Pont, Newton Connecticut, USA) ein CsCl-Gradient eingestellt. Nach Beendigung der Zentri-
fugation wurde das Rohrchen mit Hilfe einer Stativklemme gegen Herunterfallen gesichert
und unter seitlicher Beleuchtung bei 354 nm mit einer UV-Lampe (UVKL-6U, Felter, Wies-
loch) die erhaltenen DNA-Banden einzeln mit einer Spritze abgezogen in 50 ml Reagier-
gefale Uberfiihrt. Das Ethidiumbromid wurde durch Extraktion mit 1-Butanol (mit Wasser
geséttigt) der DNA/CsCI Losung entzogen. Nachdem die Losung durch eine zweifach hinter-
einander ausgefuhrte, vierstindige Dialyse in jeweils 2 | Puffer (10 mM Tris/HCI; 1 mM
EDTA; pH 8,0) bei einer Temperatur von 4°C entsalzt wurde, konnte die DNA durch Zugabe
von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetatlésung (pH 4,8) und dem 2,5-fachen VVolumen Ethanol
gefallt werden. Nach Waschen der DNA mit 80%igem (v/v) Ethanol in Wasser (-20°C) wurde
die DNA in 500 pl Tris-Puffer (10 mM) aufgenommen.
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2.12.5 In vitro-Manipulation von DNA

Restriktionsendonukleasen, alkalische Phosphatase (CIP) und T4-DNA Ligase wurden gemaf}
der Empfehlungen der jeweiligen Hersteller verwendet. Gleiches galt fiir die Entfernung von
3’- oder 5 -Uberhangen von DNA-Fragmenten mit dem Klenow-Fragment der DNA Poly-
merase I. Zur Inaktivierung der Enzyme wurden diese bei 65°C inkubiert.

2.12.6 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte horizontal in 0,7% - 2,0 % (w/v) Agarose-
gelen nach der bei SAMBROOK et al. (1989) beschriebenen Methode mit 1 x TAE-Puffer
(0,5% Tris, 0,34% Essigsaure, 0,05 mM EDTA, pH 8,3) als Elektrophoresepuffer. Es wurden
je nach GroRe des Gels und je nach gewtnschter Trennung die Gelkammern GNA-100 bzw.
GNA-200 von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) verwendet. Als L&ngenstandard
wurden ,,100 bp ladder”, ,,1 kbp ladder* (beide Stratagene, Heidelberg), EcoRI-HindllI-
hydrolysierte A-DNA oder der 48 kbp-Marker (molecular weight marker XV) von Roche
(Mannheim) verwendet. Zur Sichtbarmachung der DNA-Fragmente unter langwelligem UV-
Licht (366 nm) enthielt die Agarose 0,1ug/ml Ethidiumbromid. Die Elektrophorese wurde bei
kleinen Gelen mit Feldstarken von etwa 8-12 VV/cm durchgefthrt.

2.12.7 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Reinigung von in vitro manipulierter DNA erfolgte durch Trennung in Agarosegelen und
anschlieBender Gelelution mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden), dem
Nucleo Spin Extract 2 in 1 Kit (Macherey-Nagel, Diren) oder dem Jet-Sorb-Kit (Genomed,
Bad Oeynhausen) nach Angaben der Hersteller.
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2.12.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde nach ARNHEIM & ERLICH (1992) in Thermo-
cyclern (Biometra, Gottingen) mit einer Heizrate von 2°C/s durchgefiihrt. Es wurden die
DNA-Polymerasen Vent (New England Biolabs, Schwalbach) und Taqg (Life Technologies,
Karlsruhe) sowie das Advantage cDNA PCR Kit oder Advantage-GC cDNA PCR Kit (Clon-
tech, Heidelberg) unter den vom jeweiligen Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen
verwendet. In Tabelle 2.5 sind die Standardzusammensetzungen der PCR-Ansatze fir Vent
und Taqg Polymerase aufgefiihrt.

Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes bei Verwendung des Advantage cDNA PCR Kits
bzw. des Advantage-GC cDNA PCR Kits entsprach der vom Hersteller angegebenen. Die
PCR-Ansétze wurden mit jeweils 50 pl sterilem Mineral6l tberschichtet. Die fir die Ampli-
fikation eines Zielgens entsprechenden optimalen Primerpaare wurden mit dem Programm
PrimerFind 3.0 (Frobel Labor Geréte, Lindau) ermittelt. Ausgehend von einem Standard-
protokoll wurden die PCR-Bedingungen fir jedes verwendete Primerpaar optimiert. Wurde
mittels PCR eine Erkennungssequenz fiir eine Restriktionsschnittstelle eingefugt, lag die
Hybridisierungstemperatur innerhalb der ersten sechs Zyklen (Schritt 2 bis 4) entsprechend
der Anzahl an auszutauschenden Basen unterhalb der Schmelztemperatur des mutagenisieren-
den Oligonukleotids. Wiesen die Primer keine Basenaustausche auf, so entfielen die Schritte
2 bis 4 der Standardreaktionsbedingungen. Die Verlangerungszeit betrug 1min/kbp Produkt-
ldnge. Vent oder Tag DNA-Polymerase wurden bei Schritt 2 des ersten Zyklus zugegeben,
wéhrend bei Verwendung des Advantage cDNA PCR Kits oder des Advantage-GC cDNA
PCR Kits die Polymerase bereits von Anfang an dem Reaktionsansatz zugefligt wurde.

Tab. 2.5 Standardzusammensetzung fiir PCR mit Vent oder Taq Polymerase.

Zusammensetzung eines Standardreaktions-

ansatzes (100 ) Vent-DNA-Polymerase Tag-DNA-Polymerase

Template-DNA 100 ng (chrom. DNA) bzw. 10 ng (Plasmid-DNA)
Primer, je 0,5 uM 0,5 uM

dNTP, je 0,2 mM 0,2 mM

MgCl, 2,0 mM 2.0 mM
DNA-Polymerasepuffer (10 x) 10 ul 10 ul

DMSO 10% 10%

DNA-Polymerase (Zugabe bei Schritt 2) 20U 25U
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Tab. 2.6 Standardreaktionsbedingungen fur die PCR mit Vent oder Tag DNA-Polymerase

Schritt Temperatur Dauer
1 98°C 5 min (1 min)
2 95°C 1 min
5x 3 variabel 1 min
4 72°C (68°C) 1 min/kbp
5 95°C 1 min
30 x 6 variabel 1 min
7 72°C (68°C) 1 min/kbp
8 72°C (68°C) 1,5 min

Die Angaben in Klammern entsprechen den Bedingungen bei Verwendung des Advantage cDNA PCR Kits oder
des Advantage-GC cDNA PCR Kits.

2.12.9 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Die enzymatische Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen erfolgte unter den
vom Hersteller angegebenen Puffer- und Inkubationsbedingungen. Die hydrolysierte DNA
wurde direkt flr die Gelelektrophorese verwendet oder fiir nachfolgende Experimente mit

Hilfe eines Gel-Extraktions-Kits (GelEx, Stratagene, Heidelberg) gereinigt.

2.12.10  Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten
DNA-Fragmente wurden mit dem rediprime Random Primer Labelling Kit (Amersham,

Pharmacia Biotech, Freiburg) und 50 uCi a-[*P]-dCTP (3000 Ci/mmol) nach den Angaben

des Herstellers radioaktiv markiert.
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2.12.11  Southern Blotting und DNA-DNA-Hybridisierung

Zur Ubertragung gelelektrophoretisch getrennter hydrolysierter DNA auf positiv geladene
Nylonmembran (Hybond N*, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) wurde das Transfer-
system nach CHomcszNsKI (1992) mit 0,4 N NaOH als Transferpuffer gewahlt. Die Transfer-
zeit betrug 12 bis 16 h. Die Membran wurde anschlieend bei 68°C in 2 X SSC (20 X SSC:
3 M NaCl, 300 mM Na-citrat, pH 7,2) fir 4 h geschwenkt. Die DNA-DNA-Hybridisierung
erfolgte in Plastikschiisseln und temperierbaren Wasserbadschttlern. Prahybridisierungs- und
Hybridisierungstemperaturen waren immer identisch und lagen bei 66 bis 68°C, da in dieser
Arbeit ausschlie3lich mit homologen Sonden gearbeitet wurde.

Bei DNA-DNA-Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden wurde die Membran zu-
nachst fiir etwa 4 h in Hybridierungslosung (6 X SSC, 0,5% SDS, 1% Blockierungsreagenz
(Roche Diagnostics, Mannheim)) geschwenkt. AnschlieBend wurde die Hybridisierungs-
l6sung erneuert und zu dieser die hitzedenaturierte (100°C, 5 min.) [*’P]-markierte DNA-
Sonde hinzugegeben. Die Hybridisierung erfolgte tGber Nacht. Nicht gebundene Sonde wurde
anschlieBend durch mehrmaliges Waschen mit 6 X SSC, 0,5% SDS entfernt. Wenn nétig,
wurde die Stringenz der Waschschritte erhéht, (a) durch Erniedrigung der SSC-Konzentration
oder (b) durch Erh6hung der Inkubationstemperatur. Die Detektion erfolgte mit Hybond MP
Rontgenfilm unter Verwendung von ,,Quanta I11* Verstarkerfolien (Dupont) bei —80°C uber
Nacht.

2.12.12  Klonierungen

Durch PCR bzw. durch Hydrolyse erhaltene DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des
pPCRscriptAmp SK+-Klonierungskits nach Anleitung des Herstellers (Stratagene, Heidel-
berg) durchgefihrt.

2.12.13 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Als transformationskompetente E. coli-Zellen wurden Epicurian Coli” Solopack” Gold

Supercompetent Cells von Stratagene (Heidelberg) bezogen.
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2.12.14  Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) durchgefihrt.

2.13 Chloridbestimmung

Chlorid wurde photometrisch als Silberchlorid bei 546 nm gemessen. Die Ansétze enthielten

veréndert nach FREIER (1974) in einem ml:

100 pl  konz. HNO;
100 pl  waéssrige AQNOs-Ldsung (100 mM)
800 pl Kulturiiberstand

Die Messungen erfolgten nach etwa 10 Minuten. Die Eichgerade wurde mit Hilfe einer NaCl-
Losung erstellt. Direkt gemessen werden konnten Chloridkonzentrationen bis 1,0 mM. Hoher

konzentrierte Losungen wurden vor der Messung entsprechend verdinnt.

2.14 pH-Bestimmung

Die H;O"-lonenkonzentration wurde mit einer Mikro-pH-Einstabmesspipette (80 mm Lénge,

6 mm Durchmesser, Ingold, Steinbach) bestimmt.

2.15 Computergestitzte Analyse von DNA- und Proteinsequenzen

Die Entwicklung der Oligo-Nukleotid-Primer erfolgte mit dem Programm PrimFind 3.0
(Frobel Labor-Gerate, Lindau). DNA- sowie Proteinsequenzanalysen wurden mit dem Pro-
gramm Prophet 6.0 (AbTech Corporation, Charlottesville, USA, 1999; www.prophet.abtech.
com) durchgefinhrt.
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Multiple Sequenzvergleiche wurden mit den Programmen Clustal V (HIGGINS et al., 1991)
und Clustal W (THomPsON et al., 1994; http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/) durchgefihrt. Paar-
weise Sequenzvergleiche mit den Datenbanken EMBL, GENBANK und SWISSPROT wur-
den mit dem Programmpaket FASTA 3 (PEARSON & LIPMAN, 1988; http://www2.
ebi.ac.uk/fasta3/) und BLAST (ALTscHuUL et al., 1990; http://www.ncbi.nIm.nih.gov/
BLAST/)erstellt.
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3 Experimente und Ergebnisse

3.1 Stammunterscheidung - Etablierung eines Nachweisverfahrens

zur Bestimmung der Ubertragungsrichtung

Kirzlich wurde in der Arbeitsgruppe “Umweltmikrobiologie” in Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe JANSSEN in Groningen nachgewiesen, dass der Pseudomonas putida GJ31 die
erstaunliche Eigenschaft hat, sehr effektiv mit Chlorbenzol zu wachsen, obwohl er den Abbau
uber 3-Chlorcatechol und den meta-Weg betreibt (MARs et al., 1997).

Né&here Untersuchungen zeigten die Anwesenheit eines neuen Typs von Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase (KASCHABEK et al., 1998). Dieses Enzym (cbzE) ist offensichtlich gegenuber
dem intermediér auftretenden 2-Hydroxymuconsaurechlorid unempfindlich. Eine Resistenz
des katalytischen Zentrums gegenuber diesem Sdurechlorid hebt die bisher postulierte Unver-
einbarkeit des modifizierten ortho- und des meta-Weges auf. Stamm GJ31 besitzt demnach
die Fahigkeit, mit Toluol und Chlorbenzol gleichzeitig zu wachsen.

Mit Hilfe dieses nun zur Verfiigung stehenden Organismus erscheint die Konstruktion neuer
Chloraromatenverwerter denkbar, die in der Lage sind, komplexe chlor- und methylsubsti-
tuierte Aromatengemische ohne die bislang beobachteten Einschrankungen zu verwerten.

Der obige Stamm GJ31 kann auch auf 4-Chlorcatechol wachsen. Durch Einkreuzung von ge-
netischen Informationen, die flr periphere Abbausequenzen codieren (z. B. das TOL-Plasmid
als Trager der Xylol-Abbausequenz aus Pseudomonas putida Paw1), sollen schnell wach-
sende Organismen erzeugt werden. Da Stdmme, die auf chlorierten Benzoaten wachsen,
leichter handhabbar sind als solche, die mit Chlorcatecholen wachsen, besteht die Mdglich-

keit, sie durch Selektion mit anderen Chlorisomeren weiter zu entwickeln.

3.1.1 Bildung von Hybridstammen mit neuen Abbaueigenschaften

Kreuzungen von Stamm GJ31 mit PaW1 oder Derivaten wie Paw258 (XO, C230") und Se-
lektion auf neuen Substraten wie 3-Chlor- und 4-Chlorbenzoat sowie 3-Chlor- und 4-Chlor-
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toluol waren erfolgreich. Neben der Klarung der Frage nach der Transferrierbarkeit der Gene
waren damit Stdimme erzeugt worden, die leichter zu handhaben sind, da Wachstum auf
chlorierten Benzoaten vorliegt.

Die Ubertragungsrichtung lieR sich festlegen, da antibiotikaresistente Stamme fiir die Kon-
jugationsexperimente erzeugt und eingesetzt wurden. Bei Stdmmen aus Kreuzungen der
Wildtypen lieferten Kultivierungsversuche mit verschiedenen Markersubstraten wie Nikotin-
séure erste Anhaltspunkte beztglich ihrer Funktion als Donor/Akzeptor innerhalb der Kreu-

zung. Dabei wurden beide Richtungen eines konjugativen Gentransfers festgestellt.

Tab. 3.1.1 Eingesetzte Elternstimme, Transkonjuganten nach Kreuzungen mit Pseudomonas putida GJ31 sowie
Spontanmutanten

Stdmme relevante Eigenschaften? Akzeptorstamm  Literatur oder Methode
bzw. Ursprung

Pseudomonas putida GJ31 CB, 3CBA, TIn", Nic’ Wildtyp Oldenhuis et al., 1989; Mars et al.,
1997

Pseudomonas putida Paw1 TOL-Plasmid, 3MBA*, Xyl*, Nic* Wildtyp Murray et al., 1972

Pseudomonas putida Paw258  TOL-Plasmid, C230°", 3MBA", Xyl', Nic" Paw1l Worsey et al., 1978

WR301 CB*, 3CBA", 4CBA, TIn*, Xyl*, 3CT", 4CT", Nic’ GJ31 Uiber Nacht Kreuzung mit Paw258
auf NB-Agar; nach 2 Wochen 3CBA
Selektion

WR303 CB*, 3CBA", 4CBA, TIn*, Xyl*, 3CT", 4CT", Nic’ GJ31 Uiber Nacht Kreuzung mit Paw258
auf NB-Agar; nach 2 Wochen 3CBA
Selektion

WR304 CB*, 3CBA", 4CBA, TlIn*, Xyl*, 3CT", 4CT", Nic’ GJ31 Uiber Nacht Kreuzung mit Paw258
auf NB-Agar; nach 2 Wochen 3CBA
Selektion

MK133 CB*, 3CBA", 4CBA, TIn*, Xyl*, 3CT", 4CT", Nic’ GJ31 Uiber Nacht Kreuzung mit Paw1 auf
NB-Agar; nach 2 Wochen 3CBA
Selektion

WR311 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn*, Xyl*, 3CT", 4CT, Nic. WR301 spontan
nach 2-3 Wochen 4CBA Selektion

WR313 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn*, Xyl*, 3CT", 4CT, Nic. WR303 spontan
nach 2-3 Wochen 4CBA Selektion

WR314 CB", 3CBA", 4CBA", TIn*, XyI", 3CT", 4CT", Nicc.  WR304 spontan
nach 2-3 Wochen 4CBA Selektion

MK134 CB*, 3CBA", 4CBA", TIn*, XyI', 3CT", 4CT, Nic" Paw1 Uiber Nacht Kreuzung mit GJ31 auf
NB-Agar; nach 2 Wochen 4CBA
Selektion

MK314 CB’, 3CBA", 4CBA", TIn*, Xyl', 3CT, 4CT", Nic* Paw1l Uiber Nacht Kreuzung mit GJ31 auf
NB-Agar; nach 2 Wochen 4CBA
Selektion

GJ31” CB*, 3CBA", 4CBA, TiIn*, 3CT, 4CT, Nic’ GJ31 spontan

nach 2 Monaten 3CBA Selektion

? Eigenschaften sind aufgefihrt, die fiir die Konjugation oder die Beschreibung des Abbauverhaltens von Wich-
tigkeit sind; Abkirzungen fir die getesteten Wachstumssubstrate sind die folgenden: CB, Chlorbenzol; 3CBA,
3-Chlorbenzoat; 4CBA, 4-Chlorbenzoat; 3MBA, 3-Methylbenzoat; 3CT, 3-Chlortoluol; 4CT, 4-Chlortoluol; Tln,
Toluol; Xyl, m-Xylol; Nic, Nicotinat
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3.1.2 Differenzierung der Stamme Uber 16S rDNA

Eine eindeutige Verifizierung der Ubertragungsrichtung sollte dann mittels stammspezifischer
Sonden auf der Basis von 16S rDNA fir die Unterscheidung von PawW1 und GJ31 erfolgen
(BONEN et. al, 1979; GIOVANNI et al., 1988; NELISSEN et al., 1994; ScHMIDT et al., 1991,
TURNER et al., 1989; URBACH et al., 1992). Die 16S rDNA besitzt neben mehreren hochkon-
servierten Bereichen auch bis zu neun variable Bereiche, von denen nach BARRY et al. (1990)
die Regionen V2 und V6 besonders variabel sein sollen und in diesem Fall fur eine Unter-
scheidung des genetischen Hintergrundes zwischen GJ31 und PaW1 herangezogen werden
sollten (Abb 3.1.1). Dazu wurde die 16S rDNA der oben genannten Stdamme kloniert, sequen-
ziert und die Nukleotidsequenz zur Entwicklung geeigneter stammspezifischer Gensonden

gegenubergestellt.

pQWO1 pQW02

pQWO3

Abb. 3.1.1 Anordnung der variablen und konservierten Bereiche der 16S rRNA bzw. 16S rDNA sowie die
PCR- und Klonierungsstrategie. Die konservierten Bereiche sind grau unterlegt, die neun variablen Bereiche sind
gekennzeichnet

Da die 16S rDNA von Pseudomonaden etwa 1,5 kbp umfasst und aus mehreren hoch konser-
vierten Bereichen besteht, wurde darauf verzichtet, diese Region durch PCR am Stiick zu po-
lymerisieren und dann anschlielend zu subklonieren. Aufgrund der einfacheren Sequenzier-
barkeit von kleineren Fragmenten wurden mit Primern, die in den hochkonservierten Berei-
chen liegen, direkt drei kleine, sich berlappende Abschnitte Giber PCR amplifiziert, die den
ganzen Bereich der 16S rDNA abdecken. Die drei Fragmente pQWO01, pQWO02 und pQW03
wurden kloniert und sequenziert. Die PCR- und Klonierungsstrategie kann Abbildung 3.1.1
entnommen werden.

Aus der Gegeniberstellung der Sequenzen der 16S rDNA der Stdimme PaW1 und GJ31 in
Abbildung 3.1.2 (n&chste Seite) wird ersichtlich, dass eine Stammunterscheidung mittels Gen-
sondenanalytik aus dem Bereich der 16S rDNA nicht sinnvoll erscheint, da sich die Nukleo-
tidsequenzen der beiden Stamme Uber die 1,5 kbp lange Gesamtsequenz nur in genau neun

Positionen unterscheiden. Dabei liegen in sieben Féllen Unterschiede in der Nukleotidsequenz
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vor, in zwei Positionen fehlt der 16S rDNA von GJ31 im Vergleich zu der von PaW1 ein
Nukleotid.

G131 41 GGCAGGCCTAACACATGCAAGT CGAGCGGAT GACGGGAGCTTGCTCCTTGAT TCAGCGECCCGACGGGTGAGTAATGCCTA 120
PaWL 41 GGCAGGCCTAACACATGCAAGT CGAGCGCGAT GACGGGAGCTTGCTCCTTGAT TCAGCGECCGACGGGTGAGTAATGCCTA 120

hkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

GJ31 121 GGAATCTGCCTGGTAGT GGGGGACAACGT TTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGT CCTACGGGAGAAAGCAGGGEGAC 200
PaWl 121 GGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGT TTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGT CCTACGGGAGAAAGCAGGGEGAC 200

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

GJ31 201 CTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGT CGGATTAGCTAGI TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCG 280
PaWl 201 CTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGT CGGATTAGCTAGITGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCG 280

kkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk*k *hkkhkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkk*k*k

&J31 281 TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGT CACACTGGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGECAGCAGT GGGGAATA 360
PaWl 281 TAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGT CACACTGGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATA 360

R R R R R R R R R R R R R R R R R R ]

&J31 361 TTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCAT GCCGCGT GT GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGG 440
PaWl 361 TTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT GT GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGG 440

R R R R R R R R R R R R R R R R ]

&J31 441 GAGGAAGGGCAGTAAGCTAATACCTTGCTGTTTTGACGT TACCGACAGAATAAGCACCGGECTAACTCTGTGCCAGCAGCC 520
PaWl 441 GAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGT TACCGACAGAATAAGCACCGGECTAACTCTGTGCCAGCAGCC 520

I R R R R R R R R R R X3

&J31 521 GCGGTAATACAGAGGGT GCAAGCGT TAATCGGAAT TACT GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCGTTAAGT TGGATGTG - 600
PaWl 521 GCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGTAAAGCGCCCGTAGGTGGTTTGITAAGTTGGATGTG 600

hkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk khkkkkkkkkkkkkk*k

GJ31 601 AAAGCCCCGGGCTCAACCT GGGAACT GCATCCAAAACT GGCGAGCTAGACTACGGTAGAGGEGTGGTGGAATTTCCTGIGT 680
PaWl 601 AAAGCCCCGGGCTCAACCT GGGAACT GCATCCAAAACT GGCAAGCTAGACTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGIGT 680

kkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkhkkk hhkhhkhhhhhhhhkhhkkhkkhkkhkhkkhkkhkkkkkkkkkk*k*

GJ31 681 AGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGA 760
PaWl 681 AGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGA 760

kkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

GJ31 761 AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGICCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAATCCTTGAG 840
PaW 761 AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGICCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGATGGAATCCTTGAG 840

R R R R R R R R R R R R R R R ]

G&J31 841 ATTT- AGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGT TGACCGCCT CGGGAGTACGGECCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG 919
PaWl 841 ATTTTAGIGGCGCAGCTAACGCATTAAGT TGACCGCCT CGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGG 920

R R R R R R L X3

&J31 920 GGGCCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAAC 999
PaWl 921 GGGCCCGCACAAGCGGT GGAGCATGT GGT TTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGCCTTGACATGCAGAGAAC 1000

R R R R R R R R R R R R E]

GJ31 1000 TTTCCAGAGATGGATTGGTGCCT TCGGGAACT CTGACACAGGTGCTCCATGECTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTIT 1079
PaWl 1001 TTTCCAGAGATGAATTGGTGCCTTCGGGAACT CTGACACAGGTGCTCCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTIT 1080

kkkkkkkkkhkhkk khkkkhhhhhhhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

GJ31 1080 GGGTTAAGTICCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGI TACCAGCACGT TATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGET 1159
PaWl 1081 GGGTTAAGICCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTI TACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGET 1160

kkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk khkkkkkkkkhkkkkhkkkkkkkkkkkkkk*k*

GJ31 1060 GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAGT CATCATGGCCCT TACGGCCTGGGECTACACACGTGCTACAATGGTCG 1239
PaWl 1061 GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAAGT CATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCG 1240

kkkkkkkkkhkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

GJ31 1240 GTACAGAGGGT TGCCAAGCCGCGAGGT GGAGCTAATCTCACAAAACCGAT CGTAGT CCGGATCGCACGTCTGCAACTCGAC 1319
PaWl 1241 GTACAGAGGGT TGCCAAGCCGCGAGGT GGAGCTAATCTCACAAAACCGAT CGTAGT CCGGATCGCACGTCTGCAACTCGAC 1320

R R R R R R TR R R

(&J31 1320 TGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT CGCGAATCAGAAT GT CGCGGT GAATACGT TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG 1399
PaWl 1321 TGCGTGAAGT CGGAATCGCTAGTAAT CGCGAATCAGAAT GT CGCGGT GAATACGT TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG 1400

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R ]

(&J31 1400 TCACACCATGGGAGTGGGT TGCACCAGAAGTAGCTAGT CTAACCT TCGGGAGGAC- CGTTACCACGGTGTGATTCATGAC 1478
PaWl 1401 TCACACCATGGGAGTGGGT TGCACCAGAAGTAGCTAGT CTAACCT TCGGGEGGACACGTTACCACGGTGTGATTCATGAC 1480

I R R R R R R R R R R I R R R R R R ]

G&J31 1479 TGGGGTGAAGT CGTAACAAGGT AGCCGT AGGGGAACCT GCGGCTGGATCACCTCCTTA 1536
PaWl 1481 TGGGGTGAAGT CGTAACAAGGT AGCCGTAGGGGAACCT GCGGCTGGATCACCTCCTTA 1538

kkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkk k%

Abb. 3.1.2 Nukleotidsequenzvergleich der 16S rDNA von Pseudomonas putida GJ31 und Pseudomonas putida
PaW?1 (ber einen Bereich von 1536 bzw. 1538 bp. Konservative und semikonservative Bereiche sind grau hin-
terlegt, die variablen Bereiche sind nicht hinterlegt. Identische (*) Nukleotide sind gekennzeichnet, voneinander
abweichende Nukleotide sind mit einer Liicke versehen.

43



Experimente und Ergebnisse

Die Unterschiede liegen bis auf eine Ausnahme in Position 252 (semikonservativer Bereich)
alle innerhalb der variablen Bereiche, lassen aber aufgrund ihres seltenen Auftretens und ihrer
Streuung uber den gesamten Sequenzbereich der 16S rDNA keine geeignete Gensondenana-
Iytik zu. Ferner ist in dem von BARRY et al. (1990) postulierten, besonders variablen Bereich
V2 kein Unterschied zwischen der 16S rDNA von GJ31 und PaW1 zu beobachten, im V6-

Bereich liegt nur ein einziger Basenunterschied vor.

3.1.3 Differenzierung der Stamme Uber Polymorphismen

Deshalb wurde die Eignung der Random Amplified Polymorphic DNA-Analyse (RAPD-
Analyse) der Fa. Amersham Pharmacia Biotech erprobt.

Bei der RAPD-Methode handelt es sich um eine abgewandelte Form der PCR, bei der in rela-
tiv kurzer Zeit genomische Polymorphismen (WiLLIAMS et al., 1990) detektiert werden kon-
nen. Bei dieser Methode wird mithilfe von PCR und unter Verwendung von kurzen Oligonu-
kleotid-Primern unter wenig stringenten Bedingungen ein reproduzierbares und stammspezifi-
sches Bandenmuster erzeugt, mit dem auch zwischen genetisch sehr &hnlichen Stammen Un-
terschiede aufgezeigt und somit zur Differenzierung genutzt werden kénnen.

Mit dem Random-Primer 5"-AAGAGCCCTGT-3" (AKOPYANZ et al., 1992 a und b) konnte
eindeutig zwischen den beiden Elternstdmmen der Kreuzungen unterschieden werden (Abb.
3.1.3 - néchste Seite).

Andere Primer zeigten ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen den beiden Stdammen, aber
ein weniger ubersichtliches Bild. Aus Abbildung 3.1.3 -links- erkennt man, dass die dort auf-
gefiihrten Transkonjuganten WR301, WR303 und WR304, die durch Konjugation aus

PaW1l und GJ31 nach Selektion auf 3-Chlorbenzoat entstanden sind, GJ31 als Hintergrund
haben, es war also das TOL-Plasmid ibertragen worden.

Die Spontanmutanten WR311, WR313 und WR314 waren durch mehrwdchige Selektion von
WR301, WR303 und WR304 auf 4-Chlorbenzoat entstanden und besal’en ebenfalls GJ31 als
Hintergrund (Abb. 3.1.3 - links).

Bei direkter Selektion der Transkonjugation auf Wachstum mit 3-Chlorbenzoat entstand der
Stamm MK133, der wie die WR-Stdmme auch, GJ31 als Akzeptor und Paw1 als Donor be-
sitzt (Abb. 3.1.3 - rechts). Bei direkter Selektion auf 4-Chlorbenzoat ergaben sich Stimme wie
MK134 und MK314, die PaW1 als Hintergrund hatten (Abb. 3.1.3 - rechts). Dort war also

eine Information von GJ31 auf PaW1 Ubertragen worden.
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PaW1 MK133 GJ31 MK134 PaW1 MK314 GJ31

WR301 WR303 WR304 PaW1 GJ31 WR311 WR313 WR314 GJ31*

Abb. 3.1.3 RAPD-Analyse der Elternstimme Pseudomonas putida GJ31 und PaW1l sowie einiger in Ta-
belle3.1.1 aufgefiihrte Transkonjuganten.

links - Die Transkonjuganten WR301, WR303 und WR304 entstanden nach Selektion von Paw?258 und GJ31
auf 3-Chlorbenzoat; WR311, WR313 und WR314 sind die jeweiligen Spontanmutanten von WR301, WR303
und WR304 nach Selektion auf 4-Chlorbenzoat und besitzen ebenso ausschlielich GJ31 als Hintergrund.

rechts - Die Transkonjuganten MK133, MK134 und MK314 entstanden nach Selektion von PaW1 und GJ31 auf
3-Chlorbenzoat (MK133) und 4-Chlorbenzoat (MK134 und MK314). Wahrend der auf 3-Chlorbenzoat selek-
tierte Konjugantenstamm MK133 GJ31 als Hintergrund besitzt, ist bei den auf 4-Chlorbenzoat selektierten
Transkonjuganten PaW1 der Akzeptor.

3.2 Isolierung des degradativen Plasmides pKW1 aus Pseudomonas
putida GJ31

Aus der Literatur ist hinlanglich bekannt, dass eine erfolgreiche Trennung plasmidischer
DNA von genomischer DNA besonders bei Plasmiden, deren Masse die von einigen zehntau-
send Basenpaaren weit Uberschreitet, grolle Probleme bereitet (CHAKRABARTY et al., 1976;
DoN & PEMBERTON, 1981; FRANKLIN et al., 1981; PIERCE et al., 1981; FusiMOTO, 1991). Es
stellte sich schnell heraus, dass klassische Methoden zur Plasmidisolierung aus Escherichia
coli, beispielsweise die ,.cleared lysate*-Methode nach BIRNBOIM & DoLy (1979), die
»Kochpréparation* nach HOLMES & QUIGLEY (1981) oder die Methode der Prazipitation
durch Polyethylenglykol nach MANIATIS et al. (1989) nicht zwangslaufig auch auf Plasmide
von Stammen anderer Familien Ubertragen werden kann. Daraus l&sst sich folgern, dass neben
der GroRe als einem Parameter auch die Herkunft des Plasmid-tragenden Stammes fir das
erfolgreiche Gelingen einer Plasmidpraparation eine entscheidende Bedeutung erlangen kann.

Auffallig ist bei der Literaturrecherche, dass insbesondere fiir Pseudomonaden keine einheit-
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liche Strategie zur Plasmidisolierung und Aufreinigung zu erkennen ist. Statt dessen wurden
fiir einzelne Arten (stamm-) spezifische Verfahren entwickelt, die allerdings nicht immer zu
einer perfekten Trennung der Plasmid-DNA fiihren und bei denen oft ein Kompromiss zwi-
schen Aufwand und Trennungsvermoégen eingegangen werden muss (CAsse et al., 1979;
WHEATCROFT & WILLIAMS, 1981; KADO & Liu, 1981).

Aus diesem Grunde soll hier kurz auf zwei Methoden eingegangen werden, bei denen auf den
fir die Isolierung groRer Plasmide kritischen Schritt der Fallung mit sich anschlieRender Zen-
trifugation verzichtet wird.

Bei der Methode von KADO & Liu (1981) handelt es sich um ein Verfahren mit verhaltnis-
méaRig geringem technischem und zeitlichem Aufwand. Dabei macht man sich das unter-
schiedliche Verhalten zwischen zirkuldrer, kovalent geschlossener und langkettiger, chromo-
somaler DNA zunutze. Chromosomale DNA wird im stark alkalischen Medium (pH 12,5) in
Gegenwart von Sodiumdodecylsulfat bei Temperaturen zwischen 50 und 65°C denaturiert,
wéhrend sich zirkulére, kovalent geschlossene Plasmid-DNA unter diesen Reaktionsbedin-
gungen gerade noch als stabil erweist. Der grof3e Vorteil dieser Methode besteht darin, dass
nach einer erfolgreichen alkalischen Hitzebehandlung die chromosomale DNA vollstandig
abgebaut werden soll und das Ubrigbleibende klare Lysat nach Extraktion mit Phe-
nol/Chloroform ohne eine sich daran anschlieende Zentrifugation oder Féllung (durch Zu-
gabe von Salzen) direkt fir eine Restriktionsanalyse oder andere Untersuchungen zur Verfi-
gung steht. Diese Methode wurde nach Anleitung von KApo & Liu (1981) durchgefuhrt. Fir
den Stamm GJ31 konnte damit trotz Variation sowohl von Temperatur und Inkubationszeit
als auch durch leichte Verdnderung des pH-Wertes keine befriedigende Plasmidisolierung
erzielt werden. Vermutlich scheiterte die Methode daran, dass entweder die Plasmid-DNA
von Stamm GJ31 unter den strengen Reaktionsbedingungen, dhnlich wie chromosomale
DNA, nicht stabil ist oder dass beim Extraktionsschritt mit Phenol/Chloroform die Plasmid-
DNA mit den Zellriickstanden in die organische Phase libergegangen ist.

Schlie3lich fuhrte die Methode nach WHEATCROFT & WILLIAMS (1981) als einzige mit einem
relativ geringen Aufwand zu einem halbwegs befriedigenden Ergebnis. Hierbei handelt es
sich um das einzige in der Literatur beschriebene Prinzip, bei der nach der alkalischen Lyse
auf einen Neutralisationsschritt verzichtet wird und anstelle dessen das alkalische Lysat auf
einen Saccharose-Gradienten aufgetragen wird. Die Trennung zwischen der kovalent ge-
schlossenen ringformigen Plasmid-DNA und der gescherten genomischen und teilweise ge-
scherten Plasmid-DNA erfolgte dann innerhalb dieses Saccharose-Gradienten wéhrend einer

einstundigen Zentrifugation bei etwa 100.000 g.
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Wie aus der Auftragung der einzelnen Fraktionen des Saccharosegradienten auf einem Agaro-
segel in Abb. 3.2.1 zu entnehmen ist, konnte auch mit dieser Methode keine vollstandige
Trennung der Plasmid-DNA von der tbrigen gescherten genomischen DNA erreicht werden.
Da aber insgesamt sowohl eine befriedigende Trennung von Proteinen, RNA und anderen
Zellbestandteilen als auch eine starke Anreicherung der Plasmid-DNA zu beobachten war,

konnte letztere bequem in einem Césiumchlorid-Gradienten von der offenkettigen DNA ge-

trennt werden.

Abb. 3.2.1 Agarosegelbild zur Plasmidisolierung nach WHEATCROFT & WILLIAMS (1981). Aufgetragen sind die
einzelnen Fraktionen 1 (héhere Dichte) bis 15 (niedrigere Dichte) des Saccharosegradienten nach einstiindiger
Zentrifugation bei 100.000 g. Plasmid-DNA (Pl.) und chromosomale DNA (chr.) sind durch Pfeile gekennzeich-
net. Unterschiedliches Einlaufverhalten der DNA ist auf die voneinander abweichenden Saccharosekonzentratio-
nen in den einzelnen Fraktionen des Gradienten zurlickzufihren.

Zur Uberpriifung der Plasmidisolierung wurden einzelne Fraktionen sofort einer Restriktions-
analyse unterzogen. Abbildung 3.2.2 (néchste Seite) zeigt das Ergebnis einer Hydrolyse des
Plasmids pKW1 aus Pseudomonas putida GJ31 mit den Restriktionsendonukleasen EcoRl,
Hindlll und Xhol.

Da durch Gelelektrophorese und Restriktionsverdaue des Plasmides mit EcoRI, Hindlll und
Xhol von einer GroRe weit Gber 150 kbp ausgegangen werden konnte, wurden im Hinblick
auf die Erstellung einer Restriktionskarte fir Einzel- und Doppelhydrolysen solche Restrik-
tionsendonukleasen ausgewéhlt, die im Vergleich zu den oben genannten seltener schneiden.
Da bei Pseudomonaden von einem GC-Gehalt tiber 60% ausgegangen werden kann, wurden
Endonukleasen ausgewdhlt, die nur in AT-reichen Bereichen schneiden. Hierzu z&hlen unter
anderem Asel (5"...ATTAAT...3"), Dral (5.. TTTAAA...3") und Sspl (5"...AATATT...3").
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Abb. 3.2.2 Agarosegelbild einzelner
und kombinierter Hydrolysen des
Plasmides pKW1 aus Pseudomonas
putida GJ31 mit den Restriktions-
endonukleasen EcoRI, Hindlll und
Xhol. Die Hydrolyse wurde direkt
und ohne weitere Aufarbeitung mit
einer geeigneten Rohfraktion aus dem
Saccharosegradienten  durchgefiihrt.
Die Trennung erfolgte 0ber ein
0,5%iges Agarosegel.

Als Langenmarker diente der 48 kb-
Marker der Firma Boehringer.

Die Zahlen am Rand geben die GroRe
der einzelnen Fragmente in [kbp] an.

E: EcoRI; H: Hindlll; X: Xhol; M:
Marker

Durch Hydrolyse des Plasmides mit diesen drei Enzymen sollte erreicht werden, dass eine
weit geringere Anzahl an Restriktionsfragmenten entsteht, die somit im Hinblick auf die Er-
stellung einer Restriktionskarte zu einer gréReren Vereinfachung flhrt. Ebenso sollte durch
Hybridisierungsexperimente mit radioaktiv markierten Gensonden eine Zuordnung bekannter
Gene zu entsprechenden Fragmenten erfolgen. Auf diese Untersuchungen, die auch zu einer
naheren Kartierung der genetischen Umgebung von cbzE fihren sollten, wird in den folgen-

den beiden Unterkapiteln néher eingegangen.
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3.3 Der Transposonbereich um cbzE

Durch Hybridisierungsexperimente mit einem PCR-Fragment von cbhzE als Sonde (Primer
Qno22/23; Tab. 2.4) konnte gezeigt werden, dass sich das Gen flr die 2,3-Dioxygenase auf
einem etwa 2,3 kbp groRBen Dral-Sspl-Fragment befindet (Abb. 3.3.1). Von Interesse waren
nun die an dieses Fragment angrenzenden Restriktionsfragmente. Da der Bereich upstream
von cbhzE und damit auch upstream von der Dral-Schnittstelle zum Teil schon durch MARs
(1997) sequenziert worden war (siehe Abb. 1.4 und 3.3.3), konnte iber PCR eine homologe
Sonde generiert werden (Primerpaar Qno24/Qno25), die einen Teil der schon ansequenzierten
Transposase tnpA(1) und der Ferredoxin-Reduktase cbzT enthielt und damit auch den Bereich
upstream von der Dral-Erkennungssequenz. Durch Hybridisierungsexperimente ergab sich,
dass mit dieser Sonde zwei gleichstarke Signale erhalten wurden und dieses Fragment folglich
mindestens zweimal auf dem Plasmid vorhanden sein muss (Abb. 3.3.2).

Abb. 3.3.1 Autoradiogramm der Hybri-
55 disierung hydrolysierter Plasmid-DNA
B e v — 34 von pKW1 aus Pseudomonas putida
GJ31. Die Hydrolyse erfolgte jeweils mit
den  Restriktionsendonukleasen  Asel,
Dral und Sspl sowohl einzeln als auch in
Kombination miteinander. Als homologe,
radioaktiv markierte Sonde diente ein
PCR-Fragment (Primer Qno22/23), wel-
ches einen Teil der Sequenz von chzE
codiert.

Asel Dral Sspl  Asel/Dral Asel/Sspl Dral/Sspl

Die ungefahre GrofRe der hybridisieren-
den Fragmente ist jeweils auf gleicher
Hohe in der GroRenordnung [kbp] ange-
geben.

Da nicht gleichzeitig eine ausreichende
- .23 Auftrennyng groRer Fragmente und eine
| vollstandige Erfassung von Fragmenten
mit einer GroRe unter 2 kbp gewahrleistet
werden konnte, wurden zwei Hybridisie-

”s ) i a rungen mit Gelen unterschiedlicher Kon-
™~ - -2,3 zentration vorgenommen.

2,5- - -

() Die Auftrennung groRer
Fragmente erfolgte (ber ein 0,4%iges
Agarosegel.

0,96 - . . (I Die Auftrennung Kleiner

i Fragmente erfolgte (ber ein 1,2%iges
- 079
Agarosegel.

Asel Dral Sspl  Asel/Dral Asel/Sspl Dral/Sspl
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Abb. 3.3.2 Autoradiogramm der Hybri-
disierung hydrolysierter Plasmid-DNA von
*gg: - a4 pKW1 aus Pseudomonas putida GJ31. Die
- - Hydrolyse erfolgte jeweils mit den Restrik-
tionsendonukleasen Asel, Dral und Sspl

18 - - - 17 sowohl einzeln als auch in Kombination
miteinander. Als homologe, radioaktiv mar-
kierte Sonde diente ein PCR-Fragment (Pri-
mer Qno24/25), welches fir einen Teil der
downstream-Sequenz von tnpA(1) und einen
Teil der upstream-Sequenz von chzT codiert.

Asel Dral Sspl  Asel/Dral Asel/Sspl Dral/Sspl

9,5 - - - - -9,3

Die ungefahre GroRe der hybridisierenden
Fragmente ist jeweils auf gleicher Hohe in
- _ag  der GroBenordnung [kbp] angegeben.

40 - - Da nicht gleichzeitig eine ausreichende
Auftrennung grofler Fragmente und eine
vollstdndige Erfassung von Fragmenten mit
einer GroRe unter 2 kbp gewdhrleistet wer-
den konnte, wurden zwei Hybridisierungen
mit Gelen unterschiedlicher Konzentration
vorgenommen.

()] Die Auftrennung groBer Fragmente
0,96 - - - erfolgte tber ein 0,4%iges Agarosegel.

- 079 (I Die Auftrennung kleiner Fragmente

erfolgte tber ein 1,2%iges Agarosegel.
Asel Dral Sspl  Asel/Dral Asel/Sspl Dral/Sspl

Abb. 3.3.2 zeigt, dass sich die Transposase oder ein Teil davon noch ein weiteres mal auf dem
Plasmid befindet, und zwar weiter unterhalb von cbzG auf einem 7,7 kbp-Pstl-Sspl-Fragment.
Aus den Hybridisierungsergebnissen der Einzel- und Doppelhydrolysen konnten somit die an
chzE angrenzenden Restriktionsfragmente ermittelt und kartiert werden. Die Beobachtung,
dass eine zweite Transposase tnpA(2) etwa 3 - 10 kbp weiter upstream von der ersten Trans-
posase tnpA(1) vorhanden sein kdnnte, legt die Vermutung nahe, dass sich der Gencluster
cbzTEXG auf einem transponierbaren Element befindet, welches sich bei unspezifischerem
Wachstum auf Benzoat heraustrennt.

Diese Vermutung wurde dadurch gestitzt, dass durch sogenanntes ,,Benzoat-Curing® ein
Chlorbenzol-negatives Derivat QM1 von Stamm GJ31 erhalten werden konnte. Hybridisie-
rungsexperimente mit einer Sonde, die einen Teil der Sequenz von cbzE enthielt (Primer
Qno22/23), machten deutlich, dass chzE in der Gesamt-DNA von QM1 nicht mehr vorhanden
ist, wohingegen mit Gesamt-DNA aus Stamm GJ31 ein Hybridisierungssignal beobachtet
wurde. PCR-Experimente mit Gesamt-DNA aus QM1 und mit den Primern Qno22/23 aus

cbzE und Qno32/33 aus traG auf der einen Seite sowie mit den Primern Qnol7/18 aus chzG
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auf der anderen bestatigten diesen Befund. Wahrend mit Gesamt-DNA aus Stamm GJ31 als
Positiv-Kontrolle die gewinschten PCR-Produkte erhalten werden konnten, wurden mit
diesen Primern und Gesamt-DNA aus QM1 keine PCR-Produkte gebildet, folglich fehlt
dieses Stick DNA in den CB™-Derivaten.

Das Fragment bis zur zweiten Transposase wurde mittels PCR erhalten. Dazu wurde ein Start-
primer aus der schon bekannten Sequenz von cbzG und den Gegenprimern aus dem Endstiick
der schon bekannten und auch schon als Gensonde eingesetzten Transposase tnpA(1) ausge-
waéhlt. Es wurden fur die zwei mdglichen Orientierungen der zweiten Transposase tnpA(2)
zwei unterschiedliche Gegenprimer eingesetzt, sowohl fiir die gleichgerichtete (syn-) als auch
fir die entgegengerichtete (anti-) Orientierung. Beim Einsatz des syn-Primers konnte ein
PCR-Produkt mit einer GroRe von 3,4 kbp amplifiziert werden. Nachfolgende Subklonierung
und Sequenzierung ergab die in Abbildung 3.3.3 gezeigte Genanordnung. Beide Transposasen
weisen nicht nur dieselbe Nukleotidsequenz auf, sondern haben auch die gleiche Orientierung
im Cluster, wobei die zweite Transposase tnpA(2) nicht vollstandig vorhanden ist, es fehlen
die ersten 140 Nukleotide.

Durch die vollstandige Sequenzierung des 3,4 kbp groflen PCR-Fragmentes konnte auch der
von MARs (1997) schon ansequenzierte offene Leserahmen chbzG vervollstdndigt werden. Die
Region zwischen cbzG und tnpA hat sehr groRe Ahnlichkeit mit dem Gen bphK des Biphenyl-
abbau-Genclusters aus Pseudomonas sp. LB400 (X76500), welches fir eine Glutathion S-

Transferase codiert.

Fir die Sequenzbereiche upstream und downstream von den beiden cbzE flankierenden
Transposasegenen tnpA(1) und tnpA(2) wurde mit dem Universal GenomeWalker[] Kit von
Clontech (Heidelberg) weitergearbeitet.

Dabei handelt es sich um eine simple, aber effektive Methode, um genomische DNA-Sequen-
zen, die benachbart zu einer schon bekannten Sequenz liegen, mithilfe von PCR zu amplifi-
zieren, zu klonieren und schlie3lich zu sequenzieren.

Der erste Schritt besteht in der Herstellung von verschiedenen Gen-Bibliotheken, also unge-
klonten, Adapter-ligierten Plasmid-DNA-Fragmenten. Dazu wird die gereinigte Plasmid-
DNA durch blunt end schneidende Restriktionsendonukleasen (Dral, EcoRV, Pvull und Stul)
hydrolysiert. Um die Trefferquote bei dieser Methode zu erhéhen, wurden noch zusétzliche
Restriktionsverdaue mit Asel, Hincll, Hpal, Nrul und Smal durchgefihrt und an die daraus
entstehenden Restriktionsfragmente ein fur die genspezifischen Primer passender Adapter

ligiert.
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Die ,,Gen-Bibliotheken* entstehen dadurch, dass der Adapter an beide Enden der mit den
oben erwéhnten Restriktionsendonukleasen hydrolysierten Plasmid-DNA ligiert wird.

Mit dieser Methode gelang es, Bereiche von etwa 6,3 kbp upstream und 11 kbp downstream
vom durch MARs et al. (1997) sequenzierten 3,1 kbp grofien Pstl-Fragment sukzessive zu

klonieren und zu sequenzieren.

Der Bereich upstream von tnpA(1)

Im Bereich upstream von tnpA(1) bzw. cbzE liegt eine invertierte Sequenzwiederholung von
262 bp, wie sie auch schon von HEINARU et al. (1997) auf dem Plasmid pAM10.6 aus Pseu-
domonas fluorescens Cb36 und von HERRMANN et al. (1999) auf dem Plasmid pPGH2 aus
Pseudomonas putida H beobachtet worden ist. Im weiteren upstream-Bereich folgen dann
funf offene Leserahmen, die in ihrer Aminosauresequenz eine hohe Ahnlichkeit mit den
Transfer-Genen traN, trak, traO, traF und traG besitzen. Auf einen weiteren ,,Gen-walk®
upstream von traN wurde verzichtet, da die bisher gefundenen tra-Gene vorwiegend in Clus-
tern angeordnet sind, zu einem Konglomerat von mindestens 12 bis etwa 25 Genen gehoren,
fiir den DNA-Transfer zwischen Donor und Rezipient notwendig sind und somit nicht in den
degradativen Abbau involviert sind.

Diese Transfergene sind unter anderem fir die Synthese sogenannter Pili und anderer Ober-
flachenkomponenten der Zelle verantwortlich, die den physischen Kontakt zwischen Donor-
und Rezipientenzelle ermdglichen. Die Anwesenheit dieser tra-Gene auf dem Plasmid kann
als ein Anhaltspunkt dafiir gewertet werden, dass es sich bei diesem um ein konjugatives
Plasmid handelt.

Der Bereich downstream von tnpA(2)

Im downstream-Bereich von tnpA(2) fuhrte die Genome-Walk-PCR-Methode anfangs nicht
zum Erfolg, was vermutlich auf den hohen GC-Gehalt bzw. auf Sekundarstrukturen der zu
amplifizierenden DNA zuriickzufuhren ist. Erst durch Zugabe von 5% DMSO zum PCR-An-
satz bzw. durch den Einsatz des Advantage-GC cDNA PCR Kit (Clontech, Heidelberg) ge-
lang es, PCR-Fragmente downstream von tnpA(2) zu generieren.

An tnpA(2) schliel3t sich ein offener Leserahmen an, der im Aminosduresequenzvergleich mit
Datenbanken groRe Ahnlichkeit mit Sequenzen besitzt, die sowohl fiir eine 2-Hydroxy-6-

ketonona-2,4-dienoat-Hydratase als auch fiir eine 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase codieren,
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zwei Gene unterschiedlicher Funktion mit einer sehr ahnlichen Aminoséuresequenz. An die-
sen Leserahmen schlie3t sich dann eine 106 bp grof3e invertierte Sequenzwiederholung an, auf
die dann der Beginn einer Transposase tnpA(3) folgt. Diese Transposase wird nach 165 bp
durch eine weitere Transposase tnpA(4) abgeldst, welche vermutlich fir die Unterbrechung
von tnpA(3) verantwortlich ist. Die Transposase tnpA(4) besitzt im bisher ansequenzierten
Teil eine hundertprozentige Ubereinstimmung in der Nukleotidsequenz mit einer Transposase
aus dem Transposon Tn5501 (HERRMANN et al., 1999).

Die Anordnung und die Orientierung der ermittelten Gene und offenen Leserahmen (ORF) ist

in Abbildung 3.3.3 zusammengefasst.

331 Analyse des plasmidisch codierten Transposonbereiches von Pseudomonas
putida GJ31

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nun die Bereiche untersucht, die zu dem durch MARs et al.
(1997) sequenzierten 3103 bp umfassenden Pstl-Fragment benachbart sind. Daflr wurden
6298 bp upstream und 10964 bp downstream von diesem Pstl-Fragment sequenziert. Insge-
samt steht somit ein Bereich von 20365 bp Plasmid-DNA als Nukleotidsequenz zur Verfu-
gung. Die daraus abgeleiteten Aminoséuresequenzen, bzw. die gefundenen offenen Leserah-
men sind im Anhang (8.1) dargestellt. Der durchschnittliche GC-Gehalt von 60,2% entspricht
der fir Pseudomonaden zu erwartenden Zusammensetzung der DNA.

Unter Bertiicksichtigung der fiir Pseudomonaden typischen Kodonverwendung (KAzusa et al.,
1988) wurden in dem 6298 bp grof3en Bereich upstream des von MARs et al. (1997) sequen-
zierten Pstl-Fragment die sechs offenen Leserahmen traN, traE, traO, traF, traG, tnpA(1)
identifiziert. In dem Bereich zwischen traG und tnpA(1) konnte eine 262 bp grof3e Region mit
terminalen invertierten Repetitionen ausgemacht werden, auf die im weiteren Verlauf naher
eingegangen wird.

Wahrscheinlich bilden die Leserahmen fur traNEOFG ein durchgehendes Transkript, da mit
Ausnahme von traF und traG die Start- und Stopcodons benachbarter Gene Uberlappen.

Im downstream-Bereich des von MARs et al. (1997) identifizierten Pstl-Fragmentes wurden
die sieben offenen Leserahmen cbzG, GST, tnpA(2), cbzJ, tnpA(3), tnpA(4) und tnpR identifi-
ziert.

Die Anordnung und die Transkriptionsrichtung aller auf diesem 20365 bp grofien Fragment

identifizierten offenen Leserahmen ist in Abbildung 3.3.3 schematisch dargestellt.
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3.3.2 Analyse nichtcodierender Bereiche

Eine potentielle Ribosomenbindestelle in dem fir Pseudomonas putida typischen Abstand
zum Startcodon konnte sowohl fir alle Transfer-Gene traN, traE, traO, traF, traG als auch
fur die Gene tnpA(1), cbzT, cbzE, cbzX, cbzG, GST und cbhzJ, nicht aber fiir die Transposase
tnpA(2) ermittelt werden (Tab. 3.3.1).

Tab. 3.3.1 Gegeniberstellung der postulierten Ribosomenbindestellen der offenen Leserahmen traNEOFG,
tnpA(1), chzTEXG, GST, tnpA(2) und cbzJ.

Leserahmen Sequenz der Ribosomenbindestelle

traN CTTTTTCTCATCTCNEETAATTCACATG
trakE CAGGCCACGAATGEEAACETAAAGAATG
traO TCTGTTGCCAGTGTCEECEECCGATAATG
traF AAGCGCGTGTTGAAEECEETGAGGAATG
traG AAATGGTGGAGTGACGEENEECACATATG
tnpA(L) ATACTGTGTATTTGCAJNETATTCATG
cbhzT TCAAGCGGGT TTGANEECEAATAAGCATG
chzE TTATTAACAAATGAINEEEACACACATG
chzX TGTTTCAATAACGEATAACCACCCATG
GST CCCATTTTTTTATANEALRACTCCTATG
chzG ATTACCACTTCAACAEAGAEAAAAATG
tnpA(2) GCCCCTCATGCAACACCOEECGCATG
cbhzJ TCAACCTTTCCAGGJEENECCCCCCATG
16S-rRNA 3" - UCUUVEENEEACUA - 5

Die Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz sind grau hinterlegt, weitere auRerhalb der grau hinterlegten
Konsensussequenz liegende und zur 16S rRNA komplementare Basen sind fett gedruckt, das jeweilige Startco-
don mit einer Welle unterstrichen. Bei tnpA(2) handelt es sich um Bereich des verkirzten Leserahmens.

Potentielle Promotorregion P; flir das tra-Operon

Im Promotorbereich des tra-Operons konnte mithilfe des Programms Neural Network Pro-
moter Prediction (Reese, 1998) ein E. coli-dhnlicher o”-Faktor abhangiger Promotor P; er-

mittelt werden.
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-35-Region -10-Region r
TAATAAGTCCTTGAAATTATAATTTCAGGGATTTATTATGECCCTGICTTTTTCTCATCTGAGGTAATT

CACATG traN O

Abb. 3.3.4 Promotorbereich P; upstream vom gefundenen tra-Cluster. Die -35-Region und die -10-Region sind
fett gedruckt. Der durch Neural Network Promoter Prediction errechnete Transkriptionsstartpunkt liegt 28 Nu-
kleotide vor dem Beginn des Startcodons, ist fett gedruckt und zusétzlich durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das
Startcodon ist mit einer Welle unterlegt und geh6rt zu traN.

Potentielle Repressor-Bindestellen im Promotorbereich Py

Die Region um den Transkriptionsstartpunkt und den upstream gelegenen Promotorbereich
wurde nach kurzen repetitiven Nukleotidabschnitten untersucht, die als Operatoren, soge-
nannte Regulator-Protein-Bindestellen, fungieren kénnten. Direkt downstream vom -35-Be-

reich konnte ein perfektes (16/16), A/T-reiches inverted repeat (IR) gefunden werden.

; g -10-Region
TAATAAGT CCTIIE A A A BN A A A RN GGGAT TTATTATGECCCTGICTTTTTCTCATCTGAGGTAATT

Abb. 3.3.5 Perfektes (16/16) IR im Promotorbereich des tra-Clusters als potentielle Repressor-Bindestelle. Die
zum IR gehdrenden Nukleotide sind grau hinterlegt. Zueinander revers komplementére Nukleotide sind dabei
weill gedruckt. Die Symmetrieachse des IR wird durch eine gepunktete Linie angedeutet. Der Transkriptionsbe-
ginn ist durch einen Pfeil gekennzeichnet und fett gedruckt. Der -35-Bereich liegt im inverted repeat und ist der
Ubersichtlichkeit wegen nicht markiert.

Repetitive Elemente

Etwa 25 bp upstream von tnpA(1) schlief3t sich ein 262 bp groRes DNA-Element an, welches
durch zwei fast perfekte (32/38) terminale invertierte Sequenzwiederholungen eingerahmt
wird.

Die 262 bp umfassende Nukleotidsequenz stimmt zu 100% mit einer Sequenz auf dem Plas-
mid pAM10.6 aus Pseudomonas fluorescens Ch36 (HEINARU et al., 1997, AF020724) und zu
90% mit einer Sequenz auf dem Plasmid pPGH2 aus Pseudomonas putida H (HERRMANN et
al., 1999, AF130439) lberein und wird als A-x-1S-Element bezeichnet.
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ceeeprficeeelceyiecVAeCeA LN ACCA OGNV €CACGAATTAGAGT TCCCTTTACTCGTATGTGACTGT
TGATTGGAGAACT CTGATTGT CGAAACGAGT TTATCGAACCCCTTTTCCGATGI TTACGGTCCTTCCTGATGITC
GITAAAGCGGTTTCATAAAACGGTGGTTTTATCGT ACT CCCCAGACAGAGCGCTGGT TTGCGEECAGGTACT GGG

CITA GI' GITT CIGITCCATTGCTCCCC: AACCCQ

Abb. 3.3.6 A-x-IS-Element mit 262 bp und (32/38) inverted repeat. Die zum IR gehdrenden Nukleotide sind
grau hinterlegt. Zueinander revers komplementére Nukleotide sind dabei weil3, die restlichen schwarz gedruckt.

Aufgrund der Nukleotidabfolge der 38 bp-Sequenzwiederholung und aufgrund der charakte-

ristischen Lange wird dieses Element in die Tn3-Familie eingeordnet (Tab. 3.3.2).

Tab. 3.3.2 Terminale inverted repeats (IR) von Vertretern der Tn3-Familie.

Tn3 [€EEETCTGACGCT CAGIIEEACGAAAACT CACGTTIAE
Tnl000L  [EEEETTTGAGGGOCAATIEENACGAAAACGT ACGTITIE
Tn1000R TT
Tn501 [EEEEGAACCGCAGAAT TREEIEAAAAT CGT ACGOITIAE

Tn4430 [E€EETACCGCCAGCAT TTEEENVAAAAAACCACGH e

Tnl72lL  [EEEEGAACCGCAGAAT TEEEIAAAAT CGTACGOTYAE

Tnl721R AGC

Tn21R Ie:e:eeTCGT CT CAGAAAA@AATAAA(I:ACG(W
Tn2l1L G AC

AX-ISR @TTTGGGGAGCAA@CCGAAAACCAAC(W
Ax-ISL C AT G T

Die konservierten Motive sind grau hinterlegt. L steht fiir linkes IR, R fir rechtes IR. Bei dem mittleren Motiv
handelt es sich um Py GGAA.

Interessanterweise liegt auf dem Plasmid pPGH2 upstream von diesem Element (wie auch auf
dem Plasmid pKW1) das Transfer-Gen traG. Allerdings betrégt der Abstand vom Stopcodon
von traG bis zum Beginn des A-x-I1S-Elementes auf pPGH2 195 bp gegentiber 625 bp in die-
ser Arbeit.

Bei einer Insertion dieses Fragmentes an einer bestimmten Erkennungssequenz im Nukleo-
tidstrang sollte das Insertionselement gewohnlich von einer mehrere Basenpaare langen Se-
quenzwiederholung flankiert sein, wie sie auch von HEINARU et al. (1997) mit einer 5 bp Se-

quenzwiederholung beobachtet worden ist. Allerdings lasst sich diese 5 bp lange direkte Se-
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quenzwiederholung sowohl bei dem Insertionselement auf pPGH2 (HERRMANN et al., 1999,
AF130439) als auch auf dem Plasmid pKW1 nicht beobachten.

Auf dem von den 38 bp-IRs eingerahmten Bereich mit 186 bp konnten durch Nukleotidse-
quenzvergleiche mit Datenbanken keine Ahnlichkeiten mit anderen Proteinen oder Protein-
bzw. Nukleotidmotiven, die in die Transposition bzw. Integration von DNA-Fragmenten ein-
gebunden sind, ermittelt werden. Ebenso konnte aus der zentralen Nukleotidsequenz kein

Leserahmen abgeleitet werden, dessen Lange zehn Aminosauren uberschreitet.

Unterschiede zwischen tnpA(1) und tnpA(2)

Beim Nukleotidsequenzvergleich von tnpA(1) und tnpA(2) fallt auf, dass dem Transposase-
Gen tnpA(2) im upstream-Bereich genau 140 bp fehlen, die beiden Transposase-Gene aller-
dings Uber die restlichen 1441 bp zu 100% identisch sind. Ein offener Leserahmen lasst sich
durch die fehlenden 140 bp erst weitere 164 bp ermitteln. Somit besitzt der Leserahmen fir
tnpA(2) eine um 303 bp verkirzte Nukleotidsequenz und damit auch eine um 101 Aminoséu-

ren verkirzte Aminosauresequenz.

Auffallend ist, dass die Ubereinstimmung der Nukleotidsequenz der beiden im downstream-
Bereich vollkommen identischen Transposasen tnpA(1) und tnpA(2) etwa 195 Nukleotide
nach dem Stopcodon abrupt abbricht. Kurz vor dem Abbruch der Sequenzen konnte ein 38-
bp-Motiv ausgemacht werden, welches ebenso im downstream-Bereich von sequenz-ahn-
lichen Transposasen zu beobachten ist. Interessanterweise ist die Sequenz zwischen Stop-
codon und 38 bp-Motiv in den untersuchten Stdmmen (Tab. 3.3.3) unterschiedlich.

Ebenso féllt auf, dass dieses Element bisher ausschlieBlich nur im downstream-Bereich von
Transposasen auftritt und bei den Beispielen aus der Literatur, mit Ausnahme von Acidovorax
avenae subsp. citrulli NRRLB-12227 (AF086815), genau 148 bp nach dem Stopcodon der
vorausgehenden Transposase beginnt. Im Vergleich dazu beginnt bei Pseudomonas putida
GJ31 das 38 bp-Motiv 157 bp nach dem Stopcodon.

Die durch Nukleotidsequenzvergleich gefundenen 38 bp-Motive sind in der folgenden Tabelle

3.3.3 gegenubergestellt.
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Tab. 3.3.3 Sequenzvergleich der 38 bp-Motive von ahnlichen Transposase-Genen mit den downstream von
tnpA(1) und tnpA(2) gefundenen Motiven.

tnpA-| GTGCCATACTTGGCCTCATGCGGT TGAATTTCCTATCC
tnpA-11 GTGCCATACTTGGCCTCATGCGGTTGAATTTCCTATCC
tnpA-I GTGCCATACTTGGCCTCATGCGGTTGAATTTCCTATCC
tnpA-1V GTGCCATACTTGGCCTCATGCGGTTGAATTTCCTATCC
tnpA-V GBGCCATACTTGGCCTCATGCGGTTGAATTTCCTATCC
tnpA-VI GTGCCATACTTGGCCTCATGCGGTTGAATTTCCTATCC
tnpA(1) GTGOIATACTTGRECT CATGCGGT TGBATTTCCTATCC
tnpA(2) GTGAIATACTTGIECT CATGCGGTTGBATTTCCTATCC

* k*k kkhkkkkhkk*k kkkhkkhkhkkhkhkkhkk *khkkhkkkhkhkkhkhk*k

Identische (*) Nukleotide sind gekennzeichnet, von der Konsensussequenz abweichende Nukleotide sind grau
hinterlegt. Die miteinander verglichenen Nukleotidsequenzen stammen von tnpA-I aus Comamonas acidovorans
TB-35 (AB009606); tnpA-Il aus Pseudomonas pseudoalcaligenes JS45 (AF028594); tnpA-Ill aus Acidovorax
avenae subsp. citrulli NRRL B-12227 (AF086815); tnpA-1V aus Pseudomonas huttiensis NRRLB-12228
(AF342828); tnpA-V aus Klebsiella pneumoniae Plasmid pMG230 (M37839); tnpA-VI aus Pseudomonas sp.
ADP auf Plasmid pADP-1 (U66917).

Terminationssignal downstream von chzG
Im downstream-Bereich von cbzG ist direkt mit dem Stopcodon eine invertierte Sequenzwie-

derholung (6/8) erkennbar, der sich eine T-Box anschlieft. Vermutlich handelt es sich dabei

um ein Terminationssignal fur die RNA-Polymerase.

chzGO __ . T-Box
CGTGATGATCAAGTAT TGN ANRIGI GCCCCCATTTTTTTATAAGAAACT CCTATAGCT TTAT

Abb. 3.3.7 Carboxyterminaler Bereich von cbzG mit Stopcodon, nachfolgendem inverted repeat und sich daran
direkt anschlieender T/A-Spur. Das Stopsignal von chzG ist durch einen schwarzen Balken angedeutet, die zum
IR gehdrenden Nukleotide sind grau hinterlegt, revers komplementére Nukleotide darin wei3 gedruckt, die Gbri-
gen schwarz. Die T/A-Spur ist fett gedruckt.

3.3.3 Analyse codierender Bereiche
3331 Die Genprodukte der Leserahmen TraN, TraE, TraO, TraF, TraG

Wie unter 3.3 angesprochen, gehdren die funf offenen Leserahmen traN, trak, traO, traF und

traG vermutlich zu einem sogenannten tra-Operon, einem Konglomerat von bis zu 25, min-
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destens aber 11 Genen, welche fir eine erfolgreiche Mobilisierung und den interzellularen

Transfer von DNA bendétigt werden (POHLMAN, 1994).

Tab. 3.3.4 Zusammenstellung der Identititen [%] auf Basis der vollstandigen Aminosauresequenz der in dieser
Arbeit identifizierten Leserahmen traN, traE, traO, traF und traG mit den entsprechenden Aminosduresequen-
zen aus Transfer-Operons ausgewéhlter Stamme.

Identische Aminoséuren in [%] mit

Spezies TraN TraE TraO TraF TraG ~ Accession-Nr.

Salmonella typhimurium 58 46 46 43 47 AY046276
Escherichia coli 58 39 46 43 47 u09868
Escherichia coli 47 39 36 35 43 X81123
Agrobacterium tumefaciens 36 23 25 35 34 NC_003064
Sinorhizobium meliloti - 33 32 37 32 NC_003122
Haemophilus influenzae - 31 34 28 33 AF447808
Xylella fastidiosa - 26 32 30 35 AE003851
Mesorhizobium loti - 21 28 25 30 AP003015

Bei den vier letztgenannten Stdmmen ist das Protein TraN zwar vorhanden, zeigt allerdings keine bemerkens-
werte Identitat mit TraN aus Stamm GJ31.

Aus dem Aminosduresequenzvergleich ergibt sich, dass in den in Tab. 3.3.4 aufgeflhrten
Stammen beziglich Lange und Aminosduresequenz nicht nur ahnliche Proteine vorhanden

sind, sondern dass diese ausnahmslos auch in derselben Abfolge im tra-Operon vorliegen.

Das Genprodukt TraN

Beim offenen Leserahmen traN handelt es sich um ein verhaltnismaRig kleines Gen, dass fur
63 Aminosauren codiert. Aus Aminosauresequenzvergleichen ergibt sich, dass Ahnlichkeiten
zu anderen, ebenfalls in der GroRe korrespondierenden Proteinen besteht, die zur Gruppe der
Transfer-Proteine gezahlt werden.

Vertreter dieser Proteinfamilie sind in der duReren Membran lokalisiert und werden bei der
Konjugation fiur eine Verbindung von Donor- und Rezipientenzelle verantwortlich gemacht
(KLIMKE & FROST, 1998).

Das Genprodukt TraE

Der offene Leserahmen traE codiert 240 Aminosduren und korrespondiert in seiner L&nge

und seiner Aminoséauresequenz ebenso mit Proteinen, die zur Gruppe der Transfer-Proteine
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gezahlt werden. Nach L1 et al. (1997) handelt es sich bei Vertretern dieser Proteinfamilie um
DNA-Topoisomerasen IlI, wie sie auch in E. coli beobachtet worden sind. Vertreter dieser
noch nicht lange bekannten Familie von Topoisomerasen kann nicht nur negative superheli-
cale Windungen entspannen (ohne ATP) sondern auch negative Supercoils in ringférmige
DNA einfiihren (mit ATP).

Nebenbei besitzen diese Enzyme auch eine ausgepréagte Decatenase-Funktion. Aufgrund die-
ser Eigenschaften vermutet man, dass TraE in die Auflésung von Replikations-Intermediaten
der Plasmid-DNA sowohl wéhrend der vegetativen Replikation als auch beim konjugativen
DNA-Transfer eingebunden ist.

Das Genprodukt TraO

Der offene Leserahmen traO codiert 292 Aminoséuren und korrespondiert in seiner L&nge
und seiner Aminosauresequenz mit Proteinen, die zur Gruppe der Transfer-Proteine gezahlt

werden. Uber seine Funktion ist allerdings noch nichts bekannt.

Das Genprodukt TraF

Der offene Leserahmen traF codiert 385 Aminosduren und korrespondiert in seiner L&nge
und seiner Aminosauresequenz ebenso mit Proteinen, die zur Gruppe der Transfer-Proteine

gezahlt werden. Uber seine Funktion ist allerdings noch nichts bekannt.

Das Genprodukt TraG

Der offene Leserahmen traG codiert fiir 343 Aminosduren und korrespondiert in seiner Lange
und seiner Aminoséauresequenz ebenso mit Proteinen, die zur Gruppe der Transfer-Proteine
gezahlt werden. Beim F-Plasmid von E. coli ist das Protein TraG in zwei Schritte der Konju-
gation involviert. Das Genprodukt TraG liegt in der Cytoplasmamembran und ist in die Pilus-
Biosynthese eingebunden. Zum anderen beteiligt es sich an der Stabilisierung des Paarungs-
komplexes, der bei der Konjugation zwischen Donor und Rezipient gebildet wird (FIRTH &
SKURRY, 1992).
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3.3.3.2 Die Genprodukte TnpA(1) und TnpA(2)

Die offenen Leserahmen tnpA(1) und tnpA(2) codieren fur 526 und 425 Aminosduren und
weisen in ihrer Sequenz groRe Ahnlichkeiten mit Transposasen auf. Dabei stimmen die 425
Aminosauren von tnpA(2) vollistandig mit dem carboxyterminalen Bereich von tnpA(1) tber-
ein. Wie zuvor unter Punkt 3.3.2 erwahnt, fehlen dem mit tnpA(1) Ubereinstimmenden Be-
reich von tnpA(2) vermutlich durch ein Deletionsereignis die ersten 140 Nukleotide, so dass
erst weitere 164 Nukleotide spéater ein geeigneter Leserahmen im selben Leseraster beginnt
und tnpA(2) dadurch um 303 Nukleotide bzw. 101 Aminosauren verkirzt vorliegt.

Hinweise darauf, ob durch den verkirzten Leserahmen von tnpA(2) Uberhaupt eine Trans-
posaseaktivitdt zu erwarten ist, liegen nicht vor. Interessanterweise gibt es jedoch in Pseudo-
monas pavonaceae eine Transposase (AJ250371), deren Leserahmen mit 381 Aminosauren
mit dem von tnpA(2) in der Lange korrespondiert und die ebenfalls einen um 101 Aminoséu-
ren verkilrzten aminoterminalen Bereich besitzt.

In der folgenden Tabelle 3.3.5 sind einige Vertreter von Transposasen aufgefiihrt, die mit den
in dieser Arbeit ermittelten Leserahmen Ubereinstimmungen aufzeigen. Hierunter befindet
sich auch die Transposase aus Pseudomonas pavonaceae mit dem um 101 Aminosduren ver-

kirzten aminoterminalen Bereich.

Tab. 3.3.5 Vergleich der Aminosduresequenzdaten der beiden Transposasen TnpA(1) und TnpA(2) vom Plas-
mid pKW1 mit denen von &hnlichen Transposasen.

Spezies Aminoséuresequenzbereich ~ Aminoséuren mit TnpA in [%]  Accession-
Spezies TnpA identische homologe Nummer
Pseudomonas huttiensis 1-515 1-526 72 79 AF342828
Ps. pseudoalcaligenes 1-515 1-526 72 79 AF028594
Pseudomonas sp. ADP 1-515 1-526 72 79 u66917
Pseudomonas pavonaceae 1-381 102-526 52 63 AJ250371
Escherichia coli 17-488 9-489 31 42 AF231986
Salmonella typhimurium 9-499 3-490 31 42 AJ310778

Die Werte fur Identitat und Homologie beziehen sich auf die vollstdndig vorhandene Transposase TnpA(1).
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3.3.3.3 Die Genprodukte der Leserahmen CbzT, ChzE und CbzX

Ausflhrliche Analysen der Genprodukte CbzT, CbhzX und vor allem der Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase CbzE finden sich bei MARs et al. (1997).

3334 Das Genprodukt CbzG

Der offene Leserahmen cbzG codiert fir 486 Aminoséuren und bildet das Genprodukt CbzG.
Durch Vergleiche mit Proteinmotivdatenbanken kann CbzG der sehr grolRen Familie der
Aldehyd-Dehydrogenasen (pfam00171) zugeordnet werden. Vertreter dieser Gruppe kommen
nicht nur in Bakterien sondern auch in Sdugetieren, Pflanzen und Pilzen vor.

Dabei handelt es sich um Enzyme, die in der Lage sind, eine breite Palette von aliphatischen
und aromatischen Verbindungen mit NADP" als Co-Faktor zu oxidieren. So wandeln Alde-
hyd-Dehydrogenasen in E. coli beispielsweise Succinatsemialdenyd in Gegenwart von
NADP" zu Succinat um und Kkatalysieren in Pflanzen den letzten Schritt in der Betain-Bio-
synthese, indem sie Betainaldehyd zu Betain oxidieren (WERETILNYK & HANSON, 1990). Bei
Pseudomonaden sind Aldehyd-Dehydrogenasen ebenfalls haufig in den Metabolismus von

aliphatischen und aromatischen Aldehyden involviert.

Tab. 3.3.6 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von ChzG mit denen von ahnlichen 2-Hydroxymuconsaure-
semialdehyd-Dehydrogenasen.

Spezies Aminoséuresequenzbereich ~ Aminosauren mit CbzG in [%]  Accession-
Spezies ChzG identische homologe Nummer
Pseudomonas putida 1-486 1-486 73 82 D85415
Comamonas testosteroni 1-483 1-485 63 75 AB029044
Pseudomonas stutzeri 1-485 1-485 62 73 AF039534
Acinetobacter sp. 1-485 1-485 61 73 AB008831
Achromobacter xylosoxidans 1-485 1-485 61 73 JWO0056
Pseudomonas putida pWW0 1-485 1-485 56 68 M64747

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosauren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.
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So werden in Pseudomonas putida verschiedene 2-Hydroxymuconséuresemialdehyd-Dehy-
drogenasen beispielsweise beim Abbau von Phenolen, Cresolen oder Catecholen Uber den
meta-Weg beobachtet (NORDLUND et al., 1990).

Aus Untersuchungen mit Aldehyd-Dehydrogenasen aus Sdugetierzellen konnte gezeigt wer-
den, dass fur die katalytische Aktivitat der Aldehyd-Dehydrogenasen sowohl ein Glutamin-
séurerest als auch ein Cystein verantwortlich ist. Es konnten somit zwei Sequenzmuster fiir
diese Familie ermittelt werden, die auch fur die bakteriellen Vertreter verbindlich zu sein
scheinen. Bei dem einen Sequenzmuster handelt es sich um das folgende Motiv:
[LIVMFGA]-E-[LIMSTAC]-[GS]-G-[KNLM]-[SADN]-[TAPFV] Dabei stellt die Glutamin-
séure E-254 die katalytisch aktive Stelle dar.

Das andere Motiv liegt etwas weiter zum carboxyterminalen Ende hin und besteht aus der
Konsensussequenz [FYLVA]-X3-G-[QE]-X-C-[LIVMGSTANC]-[AGCN]-x-[GSTADNEKR],

wobei hier die Aminosaure Cystein C-284 als aktive Stelle fungiert.

|
CbzG 244 GADG RPVSE=Eee (\NAVVFADCDFENALATVTRSAZ=NeE0[@Rel =RVYVERPI FDKFV 305
TdnE 244  AADGVRPVSEEVee (\VAAVVFADCDFQVTI DTLTRSCg=NAEs[@Rejf =RVYVERPI FDKVV 305
CdoG 244 AAKGARPVSE=Vee (Al VFADCDFDAAI EGTLRSARYNeEs [@Rell=RVYVERPI FDKFV 305

AphC 244  AAKGARPVSEEVee (Al VFADCDFDAAI DGTLRSARVNSEs @R =RVYVERPI YERFV 305
Nahl 244 AAKGVRQVSE=Eee ("G VFADCDLDKAI EGTLRSAZAN®Es[@Rel =RVYVERPI FDAFV 305
AtdC 244  AAKG RDI SEEEee(\V2AL VFADCDVDKAI EGTVRSAFANees [eRe =RVYVERS| FDEFV 305
DmpC 244 AAKGVRPVSE=Eee ("G VFADCDLDKAI EGSVRSVZANEees [eRel=RL YVERPI FDEFV 305
Xyl G 244  AAKGVRQVSE=EEee(\2G VFADCDVDKAI EGTLRSAFANeEs eRef =RVYVERPI FDAFV 305
Xyl G 264 AAl GVRDI Al VFADADL DKAVEGLSRSVgENjkeoeEeif =RVYVERPI FDAFV 325

PhnG 243 AATGVRDI FAl VFADADL DKAVEGL SRSVgE\liee /(e Eej =RVYVERPI FDAFV 304

* * % ks ke kk kK rkkkk koo %k *k *k F*kkkhkkkhkkkk-kkkk k.o *

Abb. 3.3.8 Gegenuberstellung der zu CbzG &hnlichsten 2-Hydroxymuconsauresemialdehyd-Dehydrogenasen
im Bereich der beiden fiir die Katalyse wichtigen Motive. Die zu den Motiven gehérenden Aminosduren sind
grau hinterlegt und weil3 gedruckt. ldentische Aminoséuren (*), strukturell &hnliche (: ) und strukturell bedingt
ahnliche (.) Aminoséuren sind gekennzeichnet. Die fiir die Katalyse wichtigen Aminosduren Glutaminséure
E-254 und Cystein C-284 sind zusatzlich mit Pfeilen gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen
Aminoséuresequenzen stammen von TdnE aus Pseudomonas putida UCC22 Plasmid pTDN1 (D85415); CdoG
aus Comamonas sp. JS765 (AF190463); AphC aus Comamonas testosteroni TA441 (AB029044); Nahl aus
Pseudomonas stutzeri Anl0 (AF039534); AtdC aus Acinetobacter sp. YAA (AB008831); DmpC aus
Pseudomonas putida CF600 (X52805); XylG* aus Pseudomonas putida, PaW1 Plasmid pWWO0 (M64747);
XylG? aus Novosphingobium aromaticivorans F199 Plasmid pNL1 (AF079317); PhnG aus Sphingomonas
chungbukensis DJ77 (AF023839).

Zur Uberprifung der Aktivitit der 2-Hydroxymuconsauresemialdehyd-Dehydrogenase wurde
cbzG (Primer cbzG-XP-1/2), wie unter 2.10 beschrieben, in den Expressionsvektor pJOE2702
kloniert und das entstandene Plasmid pXPG im Stamm E. coli XL1-Blue exprimiert. Enzym-
tests mit Rohextrakt aus einem Klon mit Plasmid pXPG ergaben mit 1811 Units/mg Protein
eine starke Aktivitdt der 2-Hydroxymuconsauresemialdehyd-Dehydrogenase, wahrend mit
einer Negativ-Kontrolle (pJOE2702 ohne Insert) keine Aktivitat gemessen werden konnte.
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3.3.35 Das Genprodukt GST

Der offene Leserahmen GST codiert fir 204 Aminosauren. Seine Aminosauresequenz zeigt
im Datenbankvergleich hohe Ahnlichkeit zu Glutathion S-Transferasen (GST), wie sie auch

in Pseudomonaden, Enterobacteriaceaen und Salmonellen anzutreffen sind.

Tab. 3.3.7 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von GST mit denen von &hnlichen Glutathion S-Transfera-
sen.

Spezies Aminoséuresequenzbereich Aminoséuren mit GST in [%]  Accession-

Spezies GST identische homologe Nummer

Pseudomonas sp. 1-202 1-202 69 81 X76500

Ps. pseudoalcaligenes 1-202 1-202 69 81 D85853

Pseudomonas sp. 1-196 1-196 69 81 AJ145982

Ralstonia sp. 1-187 10-196 67 80 AJ145984

Escherichia coli 1-200 1-200 48 63 AP002558

Salmonella typhimurium 1-200 1-200 46 61 AE008763

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosduren im angegebenen Aminosduresequenzbereich an.

Glutathion S-Transferasen gehdren zu einer ubiquitidr vorhandenen Enzymfamilie, welche
nicht nur in Prokaryonten sondern ebenso in Eukaryonten, Pflanzen und S&ugetierzellen an-
getroffen werden. Vertreter dieser Enzymfamilie katalysieren die Reaktion von Glutathion mit
einer grof3en Palette von in erster Linie hydrophoben Substanzen (MANNERVIK, 1985; HAYES
& PULFORD, 1995). Gerade diese Reaktion spielt bei der Metabolisierung und der an-
schlieBenden Eliminierung von Xenobiotika eine wichtige Rolle.

Durch Abgleich der Aminosduresequenz von GST mit Proteinmotivdatenbanken konnten
zwei fur Glutathion S-Transferasen wichtige Domanen gefunden werden. Die eine liegt im
aminoterminalen Bereich, erstreckt sich iber etwa 90 Aminoséauren und agiert als Bindestelle
fir das Glutathion (G-site). Aus Rontgenstrukturuntersuchungen fanden NISHIDA et al.
(1998), dass fir die katalytische Aktivitdt die Aminosdurereste Cystein C-10 und Histidin
H-106 (siehe Abb. 3.3.9) essentiell sind.

Die zweite Doméne befindet sich im carboxyterminalen Bereich, erstreckt sich tber etwa 60
Aminosduren und bildet eine Bindestelle fiir hydrophobe Substrate (H-site). Die carboxyter-

minale Doméne zeigt auch gegeniiber Isoenzymen eine grofiere Variabilitat, was sich folglich
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in Unterschieden der Substratspezifitat widerspiegelt. Da Uber die Substratspezifitaten der
verglichenen prokaryontischen Glutathion S-Transferasen wenig gesicherte Erkenntnisse vor-
liegen, konnte mit Hilfe des Aminosduresequenzvergleichs des carboxyterminalen Abschnit-
tes keine weiteren Rickschlusse auf die Substratspezifitat des Genproduktes GST vom Plas-

mid pKW1 gezogen werden.

GST 1 MKLYYSPGAGSLSPHI ALR. . .. LNFI STEI gKSFSPLFNPDAS 118
BphX0 1 MKLYYSPGAGSLSPHI ALR. . .. LNFI SSELzKSFSPLFNPASS 118
NagJ 1 MKLYYSPGAESSSPHI | LR . .. LNFI STELzKSFGALFSPVFP 118
XylK 1 MKLYYSPGSESLSPHI Al H. . .. LNFLSTELgKGLAPLFNPALS 120
RSc0817 1 MKLYYFPGAGSLSPHI VAR. . .. LOW NSELzKSYSPLFNSSTP 118
BphK 1 MKLFI SPGAGSLAPHI ALR. . . . LSFLGSEFzKAFVPLFTPGTIS 118
YP02367 1 MKLFYKPGASSLSPHI VLR ... LNFI ATELzKG-FSPLFNPNTP 118
PhnC 1 MKLFI SPGASSLAPHI ALR. . . . LSFLGSEFgKAFVPLFTPGSS 118

* k k- * %k k% ok k . * .. sk ok k * %

Abb. 3.3.9 Gegenuberstellung der zu GST ahnlichsten Glutathion S-Transferasen im Bereich der beiden fiir die
Katalyse wichtigen Motive C-10 und H-106. Die zu den Motiven gehdérenden Aminoséauren sind grau hinterlegt
und weil gedruckt. Identische Aminosduren (*), strukturell dhnliche (:) und strukturell bedingt ahnliche ()
Aminosauren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Aminosduresequenzen stammen von BphX0
aus Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 (D85853); Ralstonia sp. U2 Plasmid pWwWU2 (AF036940); XylK
aus Cycloclasticus oligotrophus RB1 (U51165); RSc0817 aus Ralstonia solanacearum GMI1000 (AL646061);
BphK aus Novosphingobium aromaticivorans F199 Plasmid pNL1 (AF079317); YP02367 aus Yersina pestis
C092 (AJ414152); PhnC aus Pseudomonas sp. DJ77 (AJ001103).

3.3.3.6 Das Genprodukt ChzJ

Der sich an tnpA(2) anschlieRende Leserahmen cbzJ codiert fir 264 Aminosauren und kann
anhand von Datenbankvergleichen (pfam01689) einer Familie zugeordnet werden, die sowohl

Tab. 3.3.8 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von CbzJ mit denen von &hnlichen ausgewéhlten Vertretern
aus der Familie der Hydratasen und Decarboxylasen.

Spezies Aminosauresequenzbereich Aminosauren mit ChzJ in [%]  Accession-
Spezies ChzJ identische homologe Nummer
Comamonas testosteroni 7 -245 3-245 35 49 AB029044
Pseudomonas putida 36 - 248 32 -246 35 50 D85415
Pseudomonas stutzeri 7-234 6 - 233 33 49 AF039534
Pseudomonas putida 7-231 7-233 32 49 AF319593
Escherichia coli 5-244 4 -244 30 44 Y09555
Pseudomonas putida pWW0Q0 40 - 250 34 - 246 30 49 AJ344068

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosduren im angegebenen Aminosduresequenzbereich an.
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2-Keto-4-pentenoat-Hydratasen (4-Oxalocrotonat-Hydratasen) als auch 4-Oxalocrotonat-De-
carboxylasen in sich vereint.

Bei der Analyse der Aminosduresequenz konnten in den hochkonservierten Regionen mehrere
Motive ermittelt werden, die fur 2-Keto-4-pentenoat-Hydratasen charakteristisch sind
(POLLARD & BUGG, 1998). Neben einem G-x-K-x-G-Motiv in Position 56-60 ist das P-D-x-
G-Motiv in Position 75-78 zwar bei den meisten Hydratasen vorhanden, bei CbzJ ist die saure
Aminosaure Asparaginsaure (D) allerdings durch das strukturell ahnliche aber chemisch un-
terschiedlich wirkende Asparagin (N) substituiert. Durch Aminoséuresequenzvergleich be-
kannter 4-Oxalocrotonat-Decarboxylasen wurde ersichtlich, dass bei diesen Enzymen aus
dem P-D-x-G-Motiv der Hydratasen das Motiv P-x,-G resultiert. Die beiden weiteren bei den
Hydratasen notwendigen und somit hochkonservierten Motive P-x,-E-X-E und D-T-x,-D-N-A
in den Positionen 99-104 und 155-161 finden sich nur zum Teil wieder. Wahrend das P-x,-E-

x-E-Motiv vollstandig vorhanden ist, liegt das D-T-Xx,-D-N-A-Motiv nur unvollstandig vor.

CbzJd (H) 55 =DF[€CL FADMAYGDNEV!I PFE- RVL 114
MpD' (H) 55 =DF{ETLFADMCYGDNEI | PFS- RVL 114
MpD? (H) 55 =DF e TLFADM.YGDDEAVPLS- RTL 114
Xyl 3 (H 55 =DY[EMLFADMVDVPEG PVSLD- QVI 114
AmF (H 51 =DF e TL FDSMAVNDGEE! AWS- RTL 110
Xyl 32 (H 53 =DF e YL TDAMVYNSGEAMP| SEKLI 113
TdnK (D) 55 =VFeFLVDEYVVPEGATVNTA- ELI 114
AphH (D) 55 =VFlEFL VDYFSVPDGGTVKTS- EL| 114
CdoK (D) 55 =VFeFLVDDYAVAEGAAVDTK- AL 114
OofA (D) 57 =1 Y€FLADYFSVPDGGTVDCS- KL 116
- % * . ..
CbzJ (H) 103 = ALI LERDLPSASTTFADVI AATGW/\VPALEVWGSRI EGIN- | KFABIIVABRIAS 162
MpD' (H) 103 =l ALVLNRDLPATDI TFDEL YNAI EW/LPALEVVGSRI RDUS- | QFVBJVABNAS 162
MpD? (H) 103 =VALVLAKDLERPDTTLVDVI SATAYVLPAI EI VGSRI ADUN- | RFI BVABNAS 162
Xyl J* (H 103 =l Al VWGRDLPHPDMITAEM RAVEYWPAI El VDSRVANUD- | KI Wil ABNAS 162
AmF (H 99 =VALVI ERDLDHENI TLI DLI GATAYALPAI EVWGSRI ANUD- | NI LBJjVARNAS 158
Xyl J2 (H 102 = AFI LKKDLMGPGVTNADVLAATECVI PCFEVVDSRI QDUK- | KI QBjVABNAS 161
TdnK (D) 103 =| AFVLKHALKGPGCHI GAVLAATDFVLPG EVI DSRYRNFK- FDLKSWABNTS 162
AphH (D) 103 =l AFVLKHALKGPGCH GAVLAATDFVMVPGH EVI DSRYRDFK- FDLKSWABNTS 162
CdoK (D) 103 =| AFVLKHALKGPGCHI GAVLAATDFVMPG EVI DSRYRDFK- FDLKSWABNTS 162
OfA (D) 102 =| AFRTARELRGT- VTRDEVL DACESVFAAME! LDSRYRDFKYFSLPEVWARNAS 161
Xyl (D) 105 =l SWTKAPLTGPGCHI GDVI AAVDYVI PTVEVI DSRYENFK- FDLI SWABNAS 164
. * . * P *

* - * .. * % . -k

Abb. 3.3.10 Vergleich der Aminosauresequenz von CbzJ im Bereich der katalytischen Doménen sowohl mit
den sequenzahnlichen 4-Oxalocrotonat-Hydratasen MhpD*, MhpD?, XylJ!, AmnF und XylJ? (markiert mit H) als
auch mit den 4-Oxalocrotonat-Decarboxylasen TdnK, AphH, CdoK, OrfA und Xyll (markiert mit D). Die hoch-
konservierten Aminoséuren der katalytischen Doménen G-x-K-x-G, P-x,-G und P-x,-E-x-E sind grau hinterlegt
und weil gedruckt. Die zu den Motiven gehérenden Aminosduren sind grau hinterlegt und weil? gedruckt. Iden-
tische Aminoséuren (*), strukturell &hnliche (:) und strukturell bedingt &hnliche (.) Aminoséuren sind gekenn-
zeichnet. Die miteinander verglichenen Aminosauresequenzen stammen von MhpD*! aus E. coli K-12 W3110
(D86239); MhpD? aus Comamonas testosteroni TA441 (AB024355); XylJ* aus Novosphingobium aromatici-
vorans F199 Plasmid pNL1 (AF079317); AmnF aus Pseudomonas sp. AP-3 (AB020521); XylJ? aus Pseudomo-
nas putida Plasmid pWWO (64747); TdnK aus Pseudomonas putida UCC22 Plasmid pTDN1 (D85415); AphH
aus Comamonas testosteroni TA441 (AB029044); CdoK aus Comamonas sp. JS765 (AF190463); ORFA aus
Myxococcus xanthus DZ2 (AF163841); Xyll aus Pseudomonas putida PaW630 Plasmid pDK1 (AF134348).
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Ebenso liegen die beiden hochkonservierten Aminosaurereste Tryptophan (W), die eigentlich
in den Positionen W-149 und W-212 beobachtet werden, etwas versetzt in den Positionen
W-143 und W-255. Bei den anderen vergleichbaren Oxalocrotonat-Decarboxylasen konnten
diese konservierten Tryptophanreste nicht beobachtet werden.

Zur Uberprifung der Aktivitat der 4-Oxalocrotonat-Hydratase wurde chzJ (Primer cbzJ-XP-
1/2), wie unter 2.10 beschrieben, in den Expressionsvektor pJOE2702 kloniert und das ent-
standene Plasmid pXPJ im Stamm E. coli XL1-Blue exprimiert. Enzymtests mit Rohextrakt
aus einem Klon mit Plasmid pXPJ ergaben mit 1124 Units/mg Protein eine starke Aktivitét
der 4-Oxalocrotonat-Hydratase, wahrend mit einer Negativ-Kontrolle (pJOE2702 ohne Insert)
keine Aktivitat gemessen werden konnte. Eine Decarboxylase-Aktivitat konnte dagegen nicht

nachgewiesen werden.

3.3.3.7 Die Genprodukte TnpA(3), TnpR und TnpA(4)

Downstream von cbzJ folgt mittelbar ein 106 bp langes Element, welches beim Vergleich der
Nukleotidsequenz mit Datenbanken Bestandteil einer terminalen Sequenzwiederholung des
IS-Elementes 1S1071 (, 19) ist. Diesem schlief3t sich unmittelbar ein zu 1S1071 gehdrender
offener Leserahmen fur die Transposase von 1S1071 an, der nach 53 Aminoséauren abrupt
unterbrochen wird. Die Unterbrechung wird durch eine 38 bp lange invertierte Sequenzwie-
derholung vom Transposon Tn5501 verursacht. Die Nukleotidsequenz (insgesamt 304 bp)
vom Beginn der 106 bp langen IR-Sequenz bis zum Abbruch durch die linke 38 bp lange IR-
Sequenz von Tn5501 ist vollkommen identisch mit denen von transponierbaren Elementen
aus Pseudomonas sp. Plasmid pADP-1 (U66917), Burkholderia cepacia 1S1471 (U67938),
Comamonas testosteroni BR60 (M65135), Ralstonia sp. U2 Plasmid pWWU2 (AF036940)
und Pseudomonas pseudoalcaligenes (X78823).

Tn5501 besitzt eine Lange von 5,5 kbp, gehort zur Tn3-Familie und wird aufgrund seiner
charakteristischen IR-Sequenzen zu den Transposons der Klasse Il gezahlt. Neben einer
Transposase beinhaltet es noch eine Resolvase, weitere offene Leserahmen sind nicht vorhan-
den (HERRMANN et a., 1998).

Da sich bei mehreren beidseitigen Ansequenzierungen (siehe Klonierungsstrategie in Abb.
3.3.3) jeweils vollkommene Ubereinstimmungen der Nukleotidsequenz der klonierten Frag-
mente mit der flr Tn5501 aus Datenbanken ergaben, wurde auf eine vollstandige, durch-

géngige Sequenzierung von Tn5501 in dieser Arbeit abgesehen.
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3.4 Lokalisierung, Klonierung und Sequenzierung eines meta-Weg-

Operons auf Plasmid pKW1 aus Pseudomonas putida GJ31

In Abschnitt 3.3 konnte gezeigt werden, dass die von MARs et al. (1997) entdeckte Chlorben-
zol-2,3-Dioxygenase in Pseudomonas putida GJ31 plasmidisch codiert ist. Da zahlreiche Bei-
spiele aus der Natur bekannt sind, bei denen die degradativen Folgeenzyme, meist in Form
von Clustern, ebenfalls plasmidisch codiert sind, wurde mithilfe von Sequenzvergleichen zwi-
schen meta-Weg-Enzymen aus anderen Pseudomonaden nach weiteren Genen des meta-
Weges sowohl mit Plasmid- als auch mit chromosomaler DNA von Stamm GJ31 als Matrize
gesucht.

Mit Primern, die aus verschiedenen Nukleotidvergleichen aus Pseudomonaden generiert wur-
den, konnten keine PCR-Produkte amplifiziert und sequenziert werden, deren Sequenzen mit
denen der tiblichen degradativen Gene ausreichende Ubereinstimmung aufweisen. Erst mit
dem Primerpaar Qno26 und Qno27 (Tab. 2.4), die aus Sequenzvergleichen von 4-Hydroxy-2-
oxovalerat-Aldolasen aus diversen meta-Weg-Clustern von Escherichia coli generiert wur-
den, lieR sich ein 730 bp groRes Fragment amplifizieren, dass nach anschlieBender Klonierung
und Sequenzierung groBe Ahnlichkeit mit Genen aufwies, die fiir den aminoterminalen Teil
von 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolasen aus meta-Weg-Clustern von E. coli-Stdmmen codie-
ren. Dieser Leserahmen soll im Folgenden in Anlehnung an die 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolase xylK aus dem xyl-Operon mit cbzK bezeichnet werden.

Von diesem Startpunkt ausgehend wurden Primer fur Acetaldehyd-Dehydrogenasen und fir
den carboxyterminalen Teil der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase aus anderen meta-Wegen
generiert, die auf vergleichbaren Clustern upstream bzw. downstream von solchen Aldolasen
liegen. Dabei wurde jeweils ein Primer aus dem bereits sequenzierten Bereich von chzK ge-
wahlt. Dadurch wurde gewahrleistet, dass nur benachbarte Regionen der bisher neu identifi-
zierten 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase und nicht eine moglicherweise weitere Acetalde-
hyd-Dehydrogenase bzw. 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase an anderer Position erfasst wird.
Fur den Bereich downstream von chzK wurde kein PCR-Produkt erhalten, das nach an-
schlieBender Sequenzierung Ahnlichkeit mit einer 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase aufwies.
Mit den Primern Qno28 und Qno29 konnte ein 1,13 kbp groRes Fragment amplifiziert wer-
den, dessen Sequenz den upstream-Bereich von cbzK darstellt. Die Nukleotidsequenz wies
eine hohe Ahnlichkeit mit denen von Acetaldehyd-Dehydrogenasen der zuvor erwahnten
meta-Wege aus Escherichia coli-Stdammen auf und wurde ebenfalls in Anlehnung an die

Acetaldehyd-Dehydrogenase xylQ aus dem xyl-Operon mit cbzQ bezeichnet.
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Da ein weiteres ,,Abtasten” der benachbarten Region mit Hilfe von Sequenzvergleichen er-
folglos blieb, wurde ab hier mit dem GenomeWalking Kit weitergearbeitet.

Mit den genspezifischen Primerpaaren GSPB1 und AP1 sowie GSPB2 und AP2 (Tab. 2.4)
konnten mehrere Fragmente amplifiziert, kloniert und sequenziert werden, so dass eine wei-
tere 2,8 kbp groRe Nukleotidsequenz im downstream-Bereich von cbzK gewonnen werden
konnte.

Dabei stellte sich heraus, dass das gefundene meta-Operon mit der Aldolase cbzK endet. Ver-
gleichbare meta-Wege, wie das xyl-Operon oder das dmp-Operon fiir den Abbau von Phenol
und 3,4-Dimethylphenol (SHINGLER et al., 1992), werden noch durch die 4-Oxalocrotonat-
Decarboxylase und die 4-Oxalocrotonat-Tautomerase erganzt. An Stelle dieses Ocalocroto-
nat-Zweiges schlieBt sich im weiteren Bereich downstream von cbzK eine Nukleotidsequenz
an, die den offenen Leserahmen ORF2 und partiell den offenen Leserahmen ORF1 enthdlt.

Im upstream-Bereich von cbzQ konnten mit den genspezifischen Primern GSPE1 und GSPE2
sukzessive mehrere bis zu 1,3 kbp, sowie daran anschlieBend mit den Primern GDPG1 und
GSPG2 bis zu 1,45 kbp groRe Fragmente amplifiziert, subkloniert und sequenziert werden.
Durch Sequenzvergleich mit Gendatenbanken ergab sich, dass in Nachbarschaft zur Acetal-
dehyd-Dehydrogenase CbzQ noch die Gene fiir eine 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase (im Fol-
genden CbzJ(2) genannt), eine 2-Hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoat-Hydrolase (CbzF) und eine
2,3-Dihydroxyphenylpropionat-1,2-Dioxygenase (CbzE(2)) liegen. Vor der Dioxygenase
konnte ein Regulatorgen aus der gntR-Familie (im Folgenden gntR genannt) identifiziert wer-
den, zusétzlich ein offener Leserahmen ORF3 mit bisher unbekannter Funktion und ein of-
fener Leserahmen ORF4, der wie gntR Ahnlichkeiten mit Regulatorgenen aufweist.

Insgesamt handelt es sich bei dem bisher durchsequenzierten 9632 bp groRen Bereich um ein
meta-Cluster, dem vermutlich ein entgegengesetzt orientiertes Operon-Regulator-Gen voran-

gestellt ist.

Um eine Zuordnung des meta-Operons bezuglich seiner Lage auf dem Plasmid machen zu
konnen, wurde ein Amplifikat der Aldolase cbhzK, wie zuvor das der Transposase, als radio-
aktiv markierte Gensonde in Hybridisierungsexperimenten eingesetzt. Die bisher sequenzier-
ten Gene konnten so einem etwa 18 kbp groBem Asel-Sspl-Fragment zugeordnet werden
(Abb. 3.4.1), das sich direkt downstream vom 9,5 kbp-Sspl-Fragment mit der zweiten Trans-
posase tnpA(2) befindet (siehe auch Abb. 3.3.2).
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Asel Dral Sspl Asel/Dral Asel/Sspl Dral/Sspl A_\bb- 341 AUtO_radiogramm_der Hybridi-
sierung hydrolysierter Plasmid-DNA von

~55- - : pKW1 aus Pseudomonas putida GJ31. Die

38 - - L - - 34 Hydrolyse erfolgte jeweils mit den
Restriktionsendonukleasen Asel, Dral und
L -18 Sspl sowohl einzeln als auch in Kom-
bination miteinander. Als homologe, ra-
dioaktiv markierte Sonde diente ein PCR-
Fragment (Primer Qno26/27), welches
einen Teil der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolase cbzK codiert.

Die ungefahre Grolie der hybridisierenden
Fragmente ist jeweils auf gleicher Hohe in
der GroRenordnung [kbp] angegeben. Die
Auftrennung erfolgte Uber ein 0,4%iges

34.1 Analyse des plasmidisch codierten meta-Weges von Pseudomonas putida
GJ3l

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierte und auf dem Plasmid vorliegende 9632 bp DNA
sowie die daraus abgeleiteten Aminosdauresequenzen sind im Anhang (8.2) dargestellt. Der
durchschnittliche GC-Gehalt von 55,3% entspricht nicht der flir Pseudomonaden zu erwarten-
den Zusammensetzung der DNA, sondern kann eher Escherichia coli zugeordnet werden,
womit die Ergebnisse der Sequenzvergleiche im Einklang stehen.

Unter Berlcksichtigung der fir Pseudomonaden und E. coli typischen Codonverwendung
(KAzusa et al.,1988) wurden in diesem 9632 bp grofRen Bereich die zehn offenen Leserahmen
ORF1, ORF2, chzK. cbzQ, cbhzJ, cbzF, cbzE(2), gntR, ORF3 und ORF4 identifiziert.

Die Anordnung und die Transkriptionsrichtung der Leserahmen ist in Abbildung 3.4.2 sche-
matisch dargestellt. Abweichend von den ubrigen Leserahmen ist ORF1 nur partiell vorhan-
den und codiert fur 293 Aminosauren.

Wahrscheinlich bilden die Leserahmen fiir cbzE(2)FJ(2)QK ein durchgehendes Transkript, da
mit Ausnahme sowohl von cbzF und cbzJ(2) als auch von cbzQ und cbzK die Start- und Stop-
codons benachbarter Gene Uberlappen (Tab. 3.4.1).
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34.1.1 Analyse nichtcodierender Bereiche

In den nichtcodierenden Bereichen konnten potentielle Ribosomenbindestellen in dem fur
Escherichia coli typischen Abstand zum Startcodon fur die offenen Leserahmen ORF1,
ORF2, gntR, cbzE(2), cbzF, cbzJ(2), chzK, ORF3 und ORF4 identifiziert werden (Tab. 3.4.1).
Dabei beginnt der offene Leserahmen chzF abweichend von den anderen Leserahmen als ein-

ziger mit dem Startcodon GTG.

Tab. 3.4.1 Gegenuberstellung der postulierten Ribosomenbindestellen der offenen Leserahmen ORF1, ORF2,
gntR, cbzE(2), cbzJ(2), cbzK, ORF3, ORF4.

Leserahmen Sequenz der Ribosomenbindestelle
ORF1 CAAGAACAAAAATEATEACACGACATG
ORF2 GAGAGCTTTGCANEEGETTGCTATG
gntR AACCGACCTGGEAATTCEACTCGAATG
chzE(2) GCATCGACGTAANEETTCCGTACCGATG
chzJ(2) TTTACCCACTGACCELEETCACGCATG
chzK GAGCCAGGCCTCIEENECGCAGITATG
ORF3 TAGACATTACATIEELATAATAAAAATG
ORF4 CGCTGCTTTCAGT[EEECCTGATCATG
16S-rRNA 3" - UCUUNEEWEEACUA - 5

Die Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz sind grau hinterlegt, weitere auRerhalb der grau hinterlegten
Konsensussequenz liegende und zur 16S rRNA komplementdre Basen sind fett gedruckt, das jeweilige Start-
codon mit einer Welle unterstrichen.

Potentielle Promotor-Regionen P, von gntR und P, vom meta-Cluster

Sowohl flr das Transkriptionsregulatorgen gntR als auch fiir das anschliefende Gencluster
konnten in den intergenischen Regionen mithilfe des Programmes Neural Network Promoter
Prediction (Reesk, 1998) E. coli-ahnliche o™-Faktor abhangige ermittelt werden.

Der Promotor des Regulatorgens gntR wird im Folgenden mit P,, der von cbzE(2) bzw. des
meta-Clusters mit Py, bezeichnet. In der folgenden Abb. 3.4.3 ist der potentielle Promotorbe-
reich von gntR eingetragen. Der Transkriptionsstartpunkt liegt dabei 184 Nukleotide vor dem
Beginn des Startcodons ATG.
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-35-Region -10-Region r
ATAACGCCATGCAGGTAGATTTGTTGT TGT CTGCCCAAT CATCATGCACGCTAGAATGCTAGCAT

GCAAGT ACAACAAGGCCCGCTCATCCCT CTGT GATCGACCGCCCAGCACCAGAACGAGAGCAGCC
CGCCGACGAGCGACAACAGCGAAAATGACTGAAATCTGGTTTACTATCAGAAATGCTAGAATGTA

AGCCTGATCCTGACATCAATTCGCAACAACCGACCT GCGAATTCGACTCGAATG
gntR O

Abb. 3.4.3 Promotorbereich P, fiir das Regulatorgen upstream von gntR. Die potentielle -35-Region und die -
10-Region sind fett gedruckt. Der durch Neural Network Promoter Prediction errechnete Transkriptionsstart-
punkt liegt 184 bp vor dem Startcodon, ist fett gedruckt und zusatzlich durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das
Startcodon gehdrt zu gntR und ist mit einer Welle unterstrichen.

Der upstream-Bereich von cbzE(2) ist mit dem upstream-Bereich von gntR identisch, da die
Gene entgegengesetzt (divergent) transkribiert werden. Somit tiberschneiden sich die Promo-
torregionen von gntR und von cbzE(2) bzw. dem meta-Cluster.

Die fiir den upstream-Bereich von cbzE(2) identifizierte potentielle Promotorregion P, kann
aus Abb. 3.4.4 entnommen werden. Der Transkriptionsstartpunkt liegt in diesem Fall 269 Nu-

kleotide vor dem Beginn des Startcodons ATG.

-35-Region -10-Region g
TTGTTGCGAATTGATGT CAGGATCAGGCTTACATTCTAGCATTTCTGATAGTAAACCAGATTTCA

GICATTTTCGCTGTTGTCGCT CGT CEECEEECTGCTCTCGT TCTGGT GCTGEECAEGT CGATCACA
GAGCGATGAGCGECCCTTGT TGTACT TGCATGCTAGCAT TCTAGCGT GCATGATGATTGGGCAGA
CAACAACAAATCTACCT GCATGCECGT TATCCCGCCGCCT CATGGECGTATCAGGGT TCCGCTCAT

GCCGTCCCAGT GCGAGGCGECCT GCACT GGGGCATCGACGTAAAGGT TCCGTACCGATG
chzE(2) O

Abb. 3.4.4 Promotorbereich Py, upstream vom meta-Cluster. Die -35-Region und die -10-Region sind fett ge-
druckt. Der durch Neural Network Promoter Prediction errechnete Transkriptionsstartpunkt liegt 269 bp vor dem
Startcodon, ist fett gedruckt und zusétzlich durch einen Pfeil gekennzeichnet. Das Startcodon gehdrt zu cbzE(2),
dem ersten Gen im meta-Cluster.

Potentielle Repressor-Bindestellen in den Promotorbereichen P, und Py,

Weiterhin wurde die intergenische Region zwischen gntR und cbzE(2) nach Operatoren, also
nach Regulator-Protein-Bindestellen untersucht. Nach OHTsuBo et al. (2001) liegt die
Operator-Sequenz fur Repressor-Proteine der gntR-Familie zum einen in einem A/T-reichen
Bereich. Zum anderen befindet sich diese gewohnlich im Nahbereich des Transkriptionsstart-
punktes, bildet ein perfektes oder annéhernd perfektes Inverted Repeat (IR) und besitzt die
Konsensussequenz ANy, T. Diese durch 12 Basenpaare getrennten konservierten Nukleotide

scheinen laut ANDERSON et al. (1987) essentiell fir DNA-bindende Proteine zu sein, die zur
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Bindung an den Nukleotidstrang ein Helix-Turn-Helix-Motiv (HTH-Motiv) verwenden. Die
beiden Erkennungshelices im Regulatorprotein besitzen diesen Abstand, der zugleich auch
dem Abstand einer Windung der DNA-Helix entspricht.

Im intergenischen Bereich von cbzE(2) und gntR befinden sich insgesamt 20 AN;,T-Motive,
wobei nur wenige im Bereich der zuvor erwahnten moglichen Transkriptionsstartpunkten
liegen bzw. nur annahernd eine invertierte Sequenzwiederholung terminieren. Aus diesem
Grunde werden im Folgenden nur ANj,T-Motive erwahnt, bei denen im Nj,-Kern dieses
Motivs mindestens sechs von zwolf Nukleotide (6/12) zum Zustandekommen einer invertier-
ten Sequenzwiederholungen beitragen und auf diese Weise mit den terminalen Nukleotiden A
und T mindestens ein 8/14 IR bilden.

In der Promotor-Region von gntR konnten zwei Bereiche identifiziert werden, die aufgrund
der oben genannten Kriterien eine mogliche Repressor-Bindestelle darstellen und somit in die
Transkriptionsregulation involviert sein konnten. Das erste nicht perfekte 1R(8/14) mit
ANy, T-motiv beginnt etwa 25 Basenpaare upstream von der -35-Region. Ein weiteres IR
(8/14) liegt in der -10-Region, also kurz vor dem Transkriptionsstartpunkt.

a b

r
GGATASEE Y [CBACBAGATTTGT TGT TGT CTGCCCATCATONIES; (€A JGCTAGCATGCA
AGTACAACAAGELC.............. ATG

Abb. 3.4.5 AN, T-Motive aus dem Promotorbereich von gntR. Die zum IR gehdrenden Nukleotide sind grau
hinterlegt. Zueinander revers komplementére Nukleotide sind dabei weil3 gedruckt, die restlichen schwarz. Die
Symmetrieachse des IR wird durch eine gepunktete Linie angedeutet. Der Transkriptionsbeginn ist fett gedruckt
und durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Eine Gegenuberstellung experimentell ermittelter Repressor-Bindestellen in den Promotorbe-
reichen von Transkriptionsregulatorgenen der GntR-Familie macht deutlich, dass eine erfolg-
reiche Bindung des Repressors an die DNA nicht unbedingt mit einer perfekten Sequenz-
invertierung einhergehen muss, sondern dass auch ANj,T-Motive mit starker Abweichung
vom perfekten IR eine Bindung mit dem HTH-Motiv des Repressor-Proteins ermdglichen.
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GntR TATCA
HutR TTGIT
BphsS! ATGCA
Bphs? TTA
ORFO0! GTCGA
ORF0? CGAT
GJ31 AGGCT

ACTTGTATACAAGIJATACTC
ACTTGTATATACAIIAATACA
AAATAACGTTATTATAAAA
\AATGTAGTTTTTTTCTAA
AATAATATCAACAIITATGAC
ATATAAATATCGAITATCGA
ACATTCTAGCATT|ICTGATA

Abb. 3.4.7 Gegenuberstellung von experimentell ermittelten Repressor-Bindestellen in den Promotorbereichen
des sich jeweils downstream anschliefenden Operons fir GntR (Bacillus subtilis) Marburg 168 (J02584); HutR
(Pseudomonas putida) ATCC 12633 (M33922); BphS' (Pseudomonas sp.) KKS102 (BAB64312); BphS?
(Ralstonia eutropha) A5 auf Tn4371 (AJ012075); ORFO' (Burkholderia cepacia) LB400 (P37335); ORF0?
(Pseudomonas pseudoalcaligenes) KF707 (BAA12882) und der potentiellen Bindestelle fir GntR (Pseudomo-
nas putida) GJ31. Die hochkonservierten Nukleotide des AN;,T-Motivs sind grau hinterlegt, weitere zueinander
revers komplementare Basen sind fett gedruckt, die Symmetrieachse der invertierten Sequenzwiederholungen ist
durch eine gestrichelte Linie angedeutet.

In der Promotor-Region von cbzE(2) konnte nur ein Bereich in der -10-Region ermittelt wer-
den, der aufgrund der oben genannten Kriterien eine mogliche Repressor-Bindestelle darstel-
len und somit in die Transkriptionsregulation involviert sein konnte. Dabei handelt es sich um

eine ebenfalls nicht perfekte Sequenzwiederholung (10/14).

g
AGGATCAGGCT TLCA T ® e €CNFNICTGATAGT AAACCAGATTTCAGTCATTTTCGCTGI TGT

Abb. 3.4.6 AN;,T-Motive aus dem Promotorbereich von cbzE(2). Die zum IR gehérenden Nukleotide sind grau
hinterlegt. Zueinander revers komplementére Nukleotide sind darin weil3 gedruckt, die restlichen schwarz. Die
Symmetrieachse des IR wird durch eine gepunktete Linie angedeutet. Der Transkriptionsbeginn ist fett gedruckt
und durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Aufgrund der Abweichung vom perfekten IR muss laut OHTSUBO et al. (2001) davon ausge-
gangen werden, dass sich die daraus folgende geringere Symmetrie auch in einer schwécheren
Bindungsaffinitat des Genproduktes GntR an den Nukleotidstrang bemerkbar machen kann.

Terminationssignal downstream von chzK

Im downstream-Bereich von chzK ist etwa 40 Basenpaare nach dem Stopcodon eine durch
eine GC-reiche invertierte Sequenzwiederholung (18/22) bestehende Haarnadelstruktur er-
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kennbar, der sich eine T-Box anschliet. Vermutlich handelt es sich dabei um ein Termina-

tionssignal fiir die RNA-Polymerase.

chzKk O Stopcodon
GACATGATCGT TGACGT CGCCCTGGATCTGCTGAAGCGCT GAGGT TCGCAGACAGCTCCACGCAAGCTG
DMI V DVALUDTVLIL KR *
inverted %repeat T-Box

TCCGCAGCGATCEEE oo T oo TCIceC ceeceTTTTAAGCACAACAATAA
Spiegélebene

Abb. 3.4.8 Carboxyterminaler Bereich von chzK mit abgeleiteter Translation und Stopcodon, nachfolgendem
inverted repeat und sich direkt daran anschlieBender T/A-Spur. Das Stopsignal (*) von cbzK ist mit einer Welle
unterstrichen, die zum IR gehdrenden Nukleotide sind grau hinterlegt, revers komplementare Nukleotide darin
weill gedruckt, die tbrigen schwarz. Die T/A-Spur ist fett gedruckt.

3.4.1.2 Analyse codierender Bereiche
3.4.1.2.1 Das Genprodukt ORF1

Der offene Leserahmen ORFL1 ist auf dem 9632 bp groBen Fragment nur partiell vorhanden
und codiert 293 Aminoséuren. Das Genprodukt dieses bisher unvolistandig vorhandenen of-
fenen Leserahmens konnte aufgrund des Vergleichs der aus der DNA-Sequenz abgeleiteten
Aminosauresequenz mit Proteindatenbanken der Gruppe der Porine (zwischen 397 und 431
Aminosduren) zugeordnet werden. Vertreter dieses Typs liegen in der &u3eren Membran. Man
vermutet, dass sie sich in die Membran einlagern und einen tunnel&hnlichen Kanal bilden
(OLIVERA et al., 1998). Aufgrund dessen wird ihnen eine Funktion beim Transport von unter-
schiedlich substituierten Benzoatderivaten zugeschrieben.

Innerhalb der Gruppe der Porine wies ORF1 mit seinen bisher bekannten 293 N-terminalen
Aminosauren die hochsten Ubereinstimmungen mit Vertretern aus Pseudomonas putida und

Pseudomonas aeruginosa auf.
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Tab. 3.4.2 Vergleich von Porinen mit ORF1 auf Basis der bisher vorhandenen Aminoséauresequenz.

Aminosauresequenzbereich ~ Aminosduren mit ORF1 in [%]  Accession-

Spezies Spezies ORF1 identische homologe Nummer
Pseudomonas putida 8-294 1-293 45 60 AF029714
Pseudomonas aeruginosa 15- 305 2-293 43 62 AE004510
Pseudomonas aeruginosa 9-327 2-293 41 56 AE004467
Pseudomonas aeruginosa 27 - 295 34 -293 45 62 AE004830
Pseudomonas aeruginosa 27 -299 34 - 293 43 61 AE004728
Pseudomonas putida 1-292 1-290 41 59 AF218267

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosduren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.

3.4.1.2.2 Das Genprodukt ORF2

Der offene Leserahmen ORF2 ist gegenuber ORF1 vollstdndig vorhanden und steht fur 403
Aminosduren. Dieses Genprodukt besitzt durch den Vergleich der aus der Nukleotidsequenz
abgeleiteten Proteinsequenz groRe Ubereinstimmung mit Enzymen, die der sehr heterogenen
Gruppe von Transporter-Proteinen angehéren und in den Transport einer breiten Produktpa-
lette wie 3-Hydroxyphenylpropionat, 4-Hydroxybenzoat, cis,cis-Muconsdure oder Vanillat

involviert sind.

Tab. 3.4.3 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von ORF2 mit denen von ahnlichen Transporterproteinen.

Aminosauresequenzbereich  Aminosduren mit ORF2 in [%]  Accession-

Spezies Spezies ORF2 identische homologe Nummer
Escherichia coli 20 - 407 2-393 60 75 AP002551
Escherichia coli 5-392 2-393 59 74 P77589
Escherichia coli 20 - 407 2-393 59 74 AE000142
Pseudomonas fluorescens 10 - 386 12 - 388 51 70 L49465
Ralstonia solanacearum 35-424 13-399 45 63 AL646085
Pseudomonas aeruginosa 31-382 14 - 334 33 51 AE004461

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosauren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.
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3.4.1.2.3 Das Genprodukt ChzK

Der offene Leserahmen cbzK codiert 336 Aminosauren. Seine Aminoséuresequenz stimmt bei
einem Abgleich mit den Datenbanken mit denen von 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolasen aus
Enterobacteriaceen aber auch zahlreichen Pseudomonaden zu etwa 70 bis 80% uberein. Al-
dolasen dieses Typs spalten 4-Hydroxy-2-oxovalerat zu Pyruvat und Acetyl-CoA (SHINGLER
et al., 1992). Interessanterweise bestehen auch Sequenzhomologien zu einer gréReren Anzahl
von Synthasen, welche eine Kondensationsreaktion in Gegenwart von Acetyl-CoA ausfihren.
So Katalysiert beispielsweise die leuA-codierte iso-Propylmaleinsdure-Synthase von Salmo-
nella typhimurium (FRIEDBERG et al., 1985) die Kondensation von Acetyl-CoA mit a-Keto-

iso-valerat als erstem Schritt in der Leucin-Biosynthese.

Tab. 3.4.4 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von ChzK mit denen von dhnlichen 2-Oxovalerat-Aldolasen.

Spezies Aminosauresequenzbereich ~ Aminosauren mit CbzK in [%]  Accession-
Spezies ChzK identische homologe Nummer
Escherichia coli 1-333 1-333 84 89 AE000142
Escherichia coli 1-333 1-333 84 89 AE005214
Pseudomonas sp. 1-335 1-335 79 88 D16407
Comamonas testosteroni 5-337 4 -336 80 88 AB024335
Pseudomonas putida 1-336 1-336 79 87 AF180147
Pseudomonas putida 5-336 4-335 77 86 AF319593
Pseudomonas sp. 6 - 337 4-335 76 86 AB020521
Pseudomonas putida 1-336 1-336 78 86 Y 18245
Pseudomonas putida 6-337 3-34 79 87 M94186

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosduren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.

Desgleichen katalysiert die Homocitrat-Synthase, codiert durch nifV aus Klebsiella pneumo-
niae, Azotobacter vinelandii oder Rhodobacter capsulatus (MASePOHL et al., 1993) die Kon-
densation von Acetyl-CoA mit 2-Oxoglutarat zu Homocitrat. Letztere Verbindung ist in die
Biosynthese von Eisen-Molybdén-Cofaktoren zur Bildung von Molybdéan-Nitrogenase-kom-
plexen erforderlich (Hoover et al., 1987). Durch Untersuchungen von PowLOWSKI &

SHINGLER (1994) geht hervor, dass der Reaktionsmechanismus der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
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Aldolasen &hnlich zu dem der nifV-codierten Synthasen verlauft. Aus Sequenzvergleichen der
Aminoséurereste wurden im aminoterminalen Bereich das Motiv D-V-T-L-R-D-G und zum
carboxyterminalen Ende hin zwei alternierende Histidin- und Glycin-reiche Regionen identi-
fiziert. Dieses sogenannte alternierende His/Gly-Motiv findet sich auch in Teilen der Sequenz
von Phosphinomethyl-maleinsédure-Synthase wieder, welche in die Biosynthese von Phos-
phino-thricin-tripeptid durch Streptomyces vitridochromogenes involviert ist (ALUAH et al.,
1992).

ChzK 1 ---- MNGKKLYI SEVZINEEVHAI RHQYSLDQVQAI ARALDAAKVDSI EVAHGDGLQGSS 56
MhpE? 1 ---- MNGKKLYI SEYAIEEREVHAI RHQYSLENVRQ AKALDDARVDS| EVAHGDGLQGSS 56
BphF 1 ----MITKKI YI SBYAIEERESHAI RHQYSVEQVRTI AKELDEAKVDSI EVAHGSGLQGSS 56
MhpE? 1 ---MIQTKKI YI SEYAIEBESHAI RHQYSVEQARQ AQALDEARVDSI EVAHGDGLQGSS 57
Xyl K 1 - MTFNPGKKLYI SEYAIEERESHAI RHQYSI QNVQDI ARALDKARVDSI EVTHGDGLQGSS 59
TodH 1 ---- MIQRKLYI SEYAIEERESHAI RHQYTVEQVKQ ARALDDAKVDS| EVAHGDGLQGGS 56
CarE 1 MRLTMSNKKLYI SEYAIEBESHAI RHQYSLDHVRKI SKALDDARVDSI EVAHGDGLAGAS 60
DrpE 1 - MTFNPSKKLYI SpYAIEEESHAI RHQYTLDDVRAI ARALDKAKVDSI EVAHGDGLQGSS 59
NbzH 1 --- MFADKKI YVSRYAIEBEVHA RHRYSLAQASQ AKALDDAGVDSI EVAHGDGLQGSS 57
:* * *kkkkkk*k ***** * - s :: **x % ****** ** * % * *
ChzK 177 | RARFRAVKAVLDPATHTG HNL SL GVANSI VAVEQRCDRI DVSLSE 236
MhpE! 177 | RDRFRALKAELKPETQT HNL SLGVANSI AAVEEGCDRI DASLAE 236
BphF 177 VRVRFRAFKDVLKPETETG HNL SLGVANSI VAl EEGCDRVDASL A€ 236
MVhpE? 178 VRDRFRAFKDI LKPETQT! HNL SLGVANSI VAVEEGCDRVDASL A€ 237
Xyl K 180 | RDRVRAFKAVLNPQTQT! HNLSLGVANSI | AVEEGCDRI DASLAE 239
TodH 177 VRDRFRAFKDVLKPETQT HNL SLGVANSI VAVENGCDRVDASL A€ 236
CarE 181 VRDRFRAFREVLKPETEL HNL SLGVANSI VAVEEGCDRI DASLAE 240
DrpE 180 | RDRVRAFKAVLKPETQV HNL SLGVANSI VAVEEGCDRVDASLAE 239
NbzH 178 | AERFKANVKDVLNPSTQT HNL SL GVANSL VAL EHGCDRI DASLT[€ 237
** * * * * - *************: *:*. ***:*.**:*
ChzK 297 VASARYG KAVDI L 336
MhpE? 297 TAAARYGLSAVDI L 337
BphF 297 AAAQKYGLKTMDI L 352
MhpE? 298 AAAAKYGLKAVDI L 342
Xyl K 300 VAAAKYGLKTLDI L 344
TodH 297 MAASKYGLKTVDI L 352
CarE 301 AASAKYG KTVDI L 340
DrpE 300 | AAAKYNLKTLDI L 345
NbzE 298 VAAKKYGLSAFDI L 338

* k. . R I O R R Ik SRR b

Abb. 3.4.9 Aminosduresequenzvergleich von CbzK mit ahnlichen 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolasen. Die zu
den Motiven gehtrenden hochkonservierten Aminosauren D-V-T-L-R-D-G im aminoterminalen Bereich und V-
E-L-G-R-R-G-M-V-G-G-Q-E-D-M-I-E-D-A-A im carboxyterminalen Bereich sowie die alternierenden His/Gly-
Anordnungen sind grau hinterlegt und weil} gedruckt. ldentische Aminoséuren (*), strukturell &hnliche (: ) und
strukturell bedingt &hnliche (. ) Aminoséuren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Aminosaurese-
quenzen stammen von MhpE® aus E. coli O157:7 (AE005214); BphF aus Pseudomonas putida KKS102
(D16407); MhpE? aus Comamonas testosteroni TA441 (AB024335); XylK aus Pseudomonas putida Plasmid
pPWWO ( M94186); TodH aus Pseudomonas putida DOT-T1 (Y18245); CarE aus Pseudomonas sp. CA10
(AB047548); DmpE aus Pseudomonas putida CF600 (X60835); NbzH aus Pseudomonas putida HS12/pNB1
(AF319593).

Interessanterweise wies im Zuge von Sequenzvergleichen mit den BLAST-Programmen

(GIsH & STATES, 1993) ein Teil einer 208 bp langen intergenischen Region von bphC (codiert
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fur eine 2,3-Dihydroxybiphenyl-Dioxygenase) und bphD (codiert fir 2-Hydroxy-6-phenyl-
hexa-2,4-dienoat-Hydrolase) aus Pseudomonas putida KF715 (HAYASE et al., 1990) eine
Aminosduresequenz auf (V-E-L-G-R-R-G-M-V-G-G-Q-E-D-M-I-E-D-A-A), welche 90%
Identitdt mit dem carboxyterminalen Bereich von CbzK besitzt (Aminosauren 311-330).
Vermutlich handelt es sich bei dem intergenischen Fragment in Stamm KF715 um den Uber-
rest eines Aldolase-Gens oder um eine Stelle, an der eine genetische Rekombination erfolgt
ist. Das ist insofern bemerkenswert, da im verwandten Stamm KF707 das fir die Aldolase
codierende Gen dem der 2-Hydroxy-6-phenylhexa-2,4-dienoat-Hydrolase bphD vorausgeht,
letzteres allerdings etwa 3,0 kbp downstream von bphC liegt (HAYASE et al., 1990).

3.4.1.2.4 Das Genprodukt CbzQ
Das Genprodukt CbzQ wird durch 312 Aminosauren gebildet und besitzt Gber seine ganze
Lange mit tber 80% identischen und teilweise mit tiber 90% homologen Aminosauren sehr

groRe Ahnlichkeiten zu Acetaldehyd-Dehydrogenasen aus Enterobacteriaceae und Pseudo-

monaden. Es wird dort ausschlieflich integriert in meta-Operons vorgefunden.

Tab. 3.4.5 Vergleich der Aminoséuresequenz von CbzQ mit denen von anderen Acetaldehyd-Dehydrogenasen.

Spezies Aminosauresequenzbereich Aminosduren mit ChzQ in [%] Accession-
Spezies ChzQ identische homologe Nummer
Pseudomonas putida 1-312 1-312 82 90 M94186
Escherichia coli 2-310 3-311 81 91 AE000142
Pseudomonas putida 1-312 1-312 83 90 X60835
Escherichia coli 2-310 3-311 81 91 AE005214
Pseudomonas putida 1-310 1-309 75 86 AF180147
Pseudomonas putida 1-301 1-309 74 85 U09250
Comamonas testosteroni 1-308 1-309 77 87 AB024335
Pseudomonas sp. 1-310 1-309 75 84 D16407
Pseudomonas sp. 2-308 2-308 71 86 AB047548

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosauren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.
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Durch Abgleich mit den Proteinmotivdatenbanken konnte ein Motiv (pfam02396) ausfindig
gemacht werden, welches in Acetaldehyd-Dehydrogenasen beobachtet wird. Ihm kommt fr
die Bildung von Acetyl-CoA aus Acetaldehyd im 3-Hydroxyphenylpropionat-Abbau eine

entscheidende Bedeutung zu. Das Motiv lautet G-x-G-(x) 3.4-G.

ChzQ 239 PGYRLKQKVQFEVI PDTAPLNI PEHEE- F
DnpF 239  PGYRLKQQVQFDVI PESAPLNI PEL(€R- F
Xyl Q 239 PGYRLKQKVQFDVI PESAPLHI PEL(€T- F
MhpE 238  PGYRLKQRVQFEVI PQDKPVNLPEVEQ F
MhpF 239 PGYRLKQQVQFDRI - - DTPI Rl PeVENAL
Todl 239  PGYRLKQRVQFDRI EADCPI Rl PEV(EDR
BphG 239 PGYRLKQRVQFDRI EADRPI Rl P€VEDRL T(eLKTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 298
CarF 239 PGYRLKQKVQFDI FDEKNALNLPEI €R- KAELKTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 297

kkkkkkhk kkk- . . s kk ok khkkhk oo s khkFkhkhkhkkhhkhkhk Kk *kkkkkk -

€| KTSVFI EVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 297
€| KTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 297
€| KTSI YLEVEGAAHYLPAYASSLDI MTSA 297
€ KTAVW.EVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSS 296
€| KTSI FLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 296
€| KTSI FLEVEGAAHYLPAYAGNLDI MTSA 298

Abb. 3.4.10 Aminoséuresequenzvergleich von ChzQ mit &hnlichen Acetaldehyd-Dehydrogenasen. Die zum
Motiv gehdrenden hochkonservierten Aminoséuren G-x-G-(X) ,.3-G im carboxyterminalen sind grau hinterlegt
und weil} gedruckt. Identische Aminosduren (*), strukturell &hnliche (: ) und strukturell bedingt ahnliche (.)
Aminosduren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Aminoséuresequenzen stammen von DmpF
aus Pseudomonas sp. CF600 (X60835); XylQ aus Pseudomonas putida Plasmid pWW0 (M94186); MhpE aus E.
coli K-12 W3110 (D86239); MhpF aus Comamonas testosteroni TA441 (AB024335); Todl aus Pseudomonas
putida DOT-T1 ( Y18245); BphG aus Pseudomonas sp. KKS102 (D16407); CarF aus Pseudomonas sp. CA10
(AB047548).

Zur Uberpriifung der Aktivitat der Acetaldehyd-Dehydrogenase wurde cbzQ (Primer chzQ-
XP-1/2), wie unter 2.10 beschrieben, in den Expressionsvektor pJOE2702 kloniert und das
entstandene Plasmid pXPQ im Stamm E. coli XL1-Blue exprimiert. Enzymtests mit Rohex-
trakt aus einem Klon mit Plasmid pXPQ ergaben mit 345 Units/mg Protein eine starke Akti-
vitat der Acetaldehyd-Dehydrogenase, wahrend mit einer Negativ-Kontrolle (pJOE2702 ohne

Insert) keine Aktivitat gemessen werden konnte.

3.4.1.25 Das Genprodukt ChzJ(2)

Der offene Leserahmen cbzJ(2) codiert fur 270 Aminosduren und besitzt Uber die ganze Ami-
nosauresequenz eine Identitat von 67% zur 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase
(4-Oxalocrotonat-Hydratase) MhpD aus Escherichia coli, 59% zu MhpD aus Comamonas
testosteroni, sowie 35% zu XylJ bzw. 30% ldentit4t zur 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase Xyll
aus Pseudomonas putida.

Durch Abgleich der Proteinsequenz mit der Pfam-Datenbank konnte eine konservierte Do-
maéne identifiziert werden (pfam01689), mit der das Genprodukt CbzJ(2) einer Familie zuge-
ordnet werden kann, die sowohl 2-Keto-4-pentenoat-Hydratasen (4-Oxalocrotonat-Hydrata-

sen) als auch 4-Oxalocrotonat-Decarboxylasen in sich vereint.
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Ein typischer Vertreter einer 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase dieser Familie ist das Enzym
MhpD aus Escherichia coli, welches in den Abbauweg von Phenylpropionsdure involviert ist
und die Umwandlung von 2-Hydroxypentadienoat zum 4-Hydroxy-2-keto-pentenoat in

Gegenwart des Cofaktors Mn?* katalysiert.

Tab. 3.4.6 Vergleich der Aminoséuresequenzdaten von ChzJ(2) mit denen von 4-Oxalocrotonat-Hydratasen
bzw. 4-Oxalocrotonat-Decarboxylasen.

Spezies Aminosauresequenzbereich ~ Aminosdauren mit CbzJ(2) in [%]  Accession-
. . . Nummer
Spezies CbhzJ(2) identische homologe
Escherichia coli 2-260 4 - 262 67 80 AP002551
Escherichia coli 1-262 1-262 66 79 AE000142
Comamonas testosteroni 10 - 261 8-261 59 74 AB024335
Ralstonia solanacearum 1-260 1-262 56 67 AL646081
Novosphingobium aromatici- 1-264 1-264 54 69 AF079317
vorans
Pseudomonas sp. 7-258 10 - 262 54 69 AB020521
Pseudomonas putida 3-257 6 - 261 54 69 AF319593
Pseudomonas putida 4 - 266 1-262 52 67 AF180147
Sphingomonas chungbukensis 1-264 1-264 52 66 u97697
Pseudomonas putida 6 - 263 4-261 38 52 AJ344068

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosauren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.

In den hochkonservierten Regionen konnten mehrere Motive ermittelt werden, die fir
4-Oxalocrotonat-Hydratasen charakteristisch sind (POLLARD & BUGG, 1998). Neben einem
G-x-K-x-G-Motiv in Position 60-64 und einem P-D-x-G-Motiv in Position 79-82 sind auch
zwei weitere Motive P-X,-E-x-E und D-T-x,-D-N-A in den Positionen 104-109 und 155-161
notwendig. Vermutlich fungieren die in den konservierten Regionen gehauft vorkommenden
Aminosauren Aspartat (D) und Glutamat (E) als Liganden fiir den Co-Faktor Mn*".

Dartiber hinaus kdnnen bei allen Sequenzen noch zwei hochkonservierte Aminosaurereste

Tryptophan in den Positionen W-149 und W-212 identifiziert werden.
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ChzJ 44  QRLNQAYAI ANGRRLVERTI [EL TNPKVQAQL GVDJZBFECL FADVAYGDNEV!I PF- ERVL 102
MhpD 44 QH NVQHDVA eRVeL THPKVQQQL GVDQzeFETLFADMCYGDNE! | PF- SRVL 102
XylJ 44  QEANTKHYLANGRRLVERI (€L TSI AVORQLGVDQxBYEM_FADVMDVPEG PVSL-DQVI 102
RSp0891 44 QEI NTRRQLDNGGRLVER VEL TARSVQQQL GVDQzEFEM. FAHVAFQDGEPI GW SRLM 100
CumE 42 QQRM SRRLQAGERI VieK[I [€VTSAAVMNM.GVSQEBFEYM.DGM YGDGAAI DA- ATLI 100
CarD 42 QQRMIALRI QNGEKI | [ERI [€VTSKAVMNM.GVHGERFETL TDGWCSSAEPI RM ENLI 100
NahL 42 SLRVLERRLAAGERVI (€K [€VTSKAVONM.SVHQZBFEYL TDAMYNSGEAVPI SERLI 101
TdnG 44 QQKM.ARRLAAGEKVVEKL [€VTSQAVMNM. GVFQEBFEW TDGWFNEGEAVPA- NTLI 102
) * :*:*:*:* * *.* ***:* * )
Cbz) 103 =l ALI LERDLPSASTTFADVI AATGAWVPALEVWGSRI E 162
MhpD 103 =I ALVLNRDLPATDI TFDELYNAI EW/LPALEVVGSRI 162
Xyll 103 =l Al VWGRDLPHPDMITAEM RAVEYWWPAI EI VDSRVA 162
RSp0891 101 =VAL VL ERDL PEPGVTAAAM.RATAFAL PAI EI VGSRI A 162
CumE 101 = AFVL KKDLMGPGVSAADVLAATEGVMACFE! VDSRI T 162
CarD 101 =| AFVVKKDL MGPGVTAADVLAATEGVMACFEI VDSRI K 162
NahL 102 =l AFl LKKDLMGPGVTNADVLAATECVI PCFEVWDSRI 162
TdnG 103 162

=| AFVLKKTLKGPGVTAADVLAATEGVMACFEI VDSRI
*ooke . . % . . * .

Abb. 3.4.11 Aminosduresequenzvergleich von CbzJ(2) mit ahnlichen 2-Keto-4-pentenoat-Hydratasen und
4-Oxalocrotonat-Hydratasen. Die zu den Motiven gehdrenden hochkonservierten Aminoséuren G-x-G-x-G und
P-D-x-G im aminoterminalen sowie der Motive P-X,-E-x-E und D-T-X,-D-N-A sind grau hinterlegt und weil3
gedruckt. Von den beiden zum carboxyterminalen Ende hin auftretenden hochkonservierten Tryptophanresten
W-149 und W-212 ist nur der erst genannte abgebildet. Identische Aminoséuren (*), strukturell &hnliche (: ) und
strukturell bedingt ahnliche (. ) Aminosduren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Aminoséaure-
sequenzen stammen von MhpD aus E. coli K-12 W3110 (D86239); XylJ aus Sphingomonas aromaticivorans
F199 Plasmid pNL1 (AF079317); RSp0891 aus Ralstonia solanacearum GMI100 (AL646081); CumE aus
Pseudomonas fluorescens IPO1 (D63377); CarD aus Pseudomonas sp. CA10 (AB047548); NahL aus Pseudo-
monas stutzeri AN10 (AF039534); TdnG aus Pseudomonas putida UCC22 Plasmid pTDN1 (D85415).

Die hohe Ahnlichkeit zwischen den 4-Oxalocrotonat-Hydratasen und 4-Oxalocrotonat-De-
carboxylasen ist vermutlich das Ergebnis einer Genverdoppelung und ein sich daran anschlie-
Rendes ,,Abdriften* der beiden Gene voneinander (SHINGLER et al., 1992). Nach KELLER et al.
(1990), kommen die Decarboxylasen im allgemeinen wesentlich seltener vor als die Hydrata-
sen. So finden sich mit der Primarstruktur einer 2,2-Dialkylglycin-Decarboxylase aus Pseu-
domonas putida beispielweise Homologien zu sieben Amino-Transferasen, allerdings keine
zu anderen Decarboxylasen.

Zur Uberpriifung der Aktivitat der 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase wurde cbzJ(2) (Primer cbzJ-
XP-3/4), wie unter 2.10 beschrieben, in den Expressionsvektor pJOE2702 kloniert und das
entstandene Plasmid pXPJ2 im Stamm E. coli XL1-Blue exprimiert. Enzymtests mit Rohex-
trakt aus einem Klon mit Plasmid pXPJ2 ergaben mit 840 Units/mg Protein eine starke Ak-
tivitat der 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase, wahrend mit einer Negativ-Kontrolle (pJOE2702

ohne Insert) keine Aktivitat gemessen werden konnte.

84



Experimente und Ergebnisse

3.4.1.2.6 Das Genprodukt ChzF

Das Genprodukt ChzF umfasst 308 Aminoséuren und besitzt mit seiner Aminoséuresequenz
eine ldentitdt von 74% zur 2-Hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoat-Hydrolase MhpC aus E. coli
(PERNA et al., 2001) und 56% zu BphD aus Pseudomonas sp. (HOFER et al., 1994).

Hydrolasen gehtéren mit der EC-Klassifizierung von 3.1.1.3 zur Enzymklasse 3. Die durch
diese Enzyme katalysierten hydrolytischen Reaktionen greifen u.a. Ester-, Glykosyl-, Peptid-

und Saureanhydridbindungen an.

Tab. 3.4.7 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von CbzF mit denen von &hnlichen 2-Hydroxy-6-ketonona-
2,4-dienoat-Hydrolasen.

Spezies Aminosauresequenzbereich Aminosduren mit ChzF in [%]  Accession-
Spezies ChzF identische homologe Nummer
Escherichia coli 28 - 306 28 - 306 74 89 AE005214
Pseudomonas sp. 1-285 24 - 308 56 73 X66123
Ps. pseudoalcaligenes 1-283 24 - 306 56 73 D85851
Pseudomonas sp. 1-281 24 - 306 56 76 D44550
Comamonas testosteroni 1-283 24 - 306 55 73 L34338
Pseudomonas azelaica 5-282 28 - 306 52 72 U73900
Burkholderia sp. 12 -272 38 - 306 37 55 U78099
Ralstonia sp. 15-272 41 - 306 37 55 AJ006307
Pseudomonas sp. 18 - 269 48 - 305 35 55 AF285864
Pseudomonas fluorescens 18 - 269 48 - 305 35 55 D83955

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosauren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.

Als Reaktionsprodukte entstehen Fettsauren, Diacylglyceride, Monoacylglyceride und Gly-
cerin. Das katalytische Zentrum dieser Hydrolasen besteht aus einem nukleophilen Amino-
séurerest (Ser oder Asp), einem Histidinrest und einer sauren Aminosaure (Asp oder Glu) und
wird als “katalytische Triade” bezeichnet. Daneben gibt es eine hochkonservierte Sequenz,
ein Pentapeptid (G-x-S-x-G), welches das Serin aus der Triade beherbergt. Bei diesem Penta-
peptid handelt es sich um einen Teil des aktiven Zentrums, das in der gesamten Gruppe der

Serin-Hydrolasen gefunden wird. Das Substrat wird im aktiven Zentrum durch die drei Ami-
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nosauren der zuvor erwahnten Kkatalytischen Triade - in diesem Fall Serin (S-135), Aspartat
(D-260) und Histidin (H-288) - katalytisch umgesetzt (BRADY et al., 1990).

Die Ubertragung von Acylresten findet unter Bindung kovalenter Enzym-Acylrest-Inter-
mediate in einem Zwei-Schritt-Mechanismus statt. Dabei wird zunéchst der Acylrest an das
Serin (S-135) des aktiven Zentrums gebunden und im zweiten Schritt auf ein Nukleophil
ubertragen. Wird der Acylrest auf Wasser ibertragen, handelt es sich um eine Hydrolyse, bei
einer Ubertragung auf einen Alkohol um eine Umesterung.

Auffallend ist, dass der offene Leserahmen als einziger mit dem Startcodon GTG und daraus
folgernd mit Valin beginnt und zusammen mit mhpC aus Escherichia coli einen um 23 Ami-
nosauren verlangerten aminoterminalen Bereich besitzt.

Nach Abgleich der Aminosauresequenz mit der Pfam-Datenbank ergibt sich eine katalytische
Domane, die sich iber fast 230 Aminoséauren erstreckt und die als a/f-Hydrolase-Faltungstyp
(pfam00561) bezeichnet wird. Dieses Motiv findet sich in einer grof’en Anzahl von hydroly-
tischen Enzymen unterschiedlichstem phylogenetischen Ursprung. Das Enzym besteht aus
einem a/f-sheet (&hnlich einem Zylinder) und enthalt acht durch Helices verbundene Strange

(OLLis, 1992; MARTINEZ et al. 1992; DEREWENDA & DEREWENDA, 1991).

CbzF 120 LVDKLDLDKI HI L{€
MhpC 120 VVDQLDI AKI HLL{E
PcbD 96 VMDKLG KRAHM (€

CCHTAVAFSLTWPERVCGKLVLMGGGTGGVSPFVPMPSEGQ KLL 179
E€CHSSVAFTLKWPERVCGKLVLMGGGTGAVELFTPMPTEG KRL 179
EGATAVMRMAVDYPEMVCGKLVMMGGGSVGGSTTTPMPTEGLKLL 155
BphD! 97 LMDALG DRAHLVE E€GATALNFAI EYPDRI GKLI LMGPGE-GPSMFAPMPLEGQ KLL 156
BphD? 97 LMDALG ERAHLVE CGATALNFAI EYPERLGKM LMGPGGE_GASHFAPMPMVEGQ KLL 156
Bph D* 97 MWDVLG EKAHLVENSMEGAGALNFALEYPERTGKLI LMGPGGLGNSLFTAMPMEG KLL 156
HbpD 97 LMDGLSI EKAHLVENSMEGATALNFAL EFPDRLDRLVL MGPAGVGKSLLQPNPCK- LRHM 156
BphD* 97 MVDVLG EKAHLVENSMEGAGAL NFALEYPERTGKLI LMGPGGLGNSLFTAMPMEG KLL 156
. e ek ek k * ok * - e

ek * . . * ckkkk kK

L _(N (N (N (/) A

CbzF 240 DFCHRLGElI NAETLVI
MhpC 240 DFGPRLAEI KAQTLI
PcbD 235 NYAHLLPTLTMPTM | WGR
BphD' 237 DVTARLGEl KAKTFI TWGR
BphD? 237 DVSPRLGEI KAKTLVT
BphD® 237 DVSPRMGEI KAKTLVT

PRFVPLDTGLRLVAG SNSQLHVFNKCGgWAQNEHADTFN 299
DRFVPMDAGLRLLSA AGSELHI F WAQAEHADAFN 299
BRFVPL DL GLRMLWGVPDAEL HVFSKCGg WAQWEHADKFN 294
BRFVPLDHGLKLLWNI DDARLHVFSKCGgWAQWEHADEFN 296
DRFVPLDHGELKLWWGE GDARLHVFS WAQAEKADEFN 296
b RFVPL DHGL KL VANVPDAQLHVFP WAQAEHADAFN 296
HbpD 237 DVVDQVHKI PNKTLVTWGRDBERFVPLDNGLKLI NFMPDAQLHVFSRCCGEWAQWEHADAFN 296
BphD* 237 DVSARLGEI KAKTLVT DRFVPLDHGLKLI ANMQDAHVHVFP GRSGSTRTPST 296
. S C e ke

* kkhkk+ kkkhkkk %k kkooovo. * *

Abb. 3.4.12 Vergleich der Aminoséuresequenz von CbzF mit denen ausgewdhlter Vertreter von 2-Hydroxy-6-
ketonona-2,4-dienoat-Hydrolasen im Bereich der katalytischen Doméanen. Neben dem G-x-S-x-G-Motiv ist auch
die aus den Aminosdureresten S-135, D-260 und H-288 bestehende katalytische Triade grau hinterlegt und weil3
gedruckt und zusétzlich durch Pfeile gekennzeichnet. Identische Aminosduren (*), strukturell dhnliche (:) und
strukturell bedingt &hnliche (.) Aminosduren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Aminoséaure-
sequenzen stammen von MhpC aus E. coli 0157:H7 (AE005214); PcbD aus Pseudomonas sp. DJ-12 (D44550);
BphD* aus Pseudomonas putida KF715 (M33813); BphD? aus Comamonas testosteroni B-356 (L34338); BphD?
aus Pseudomonas sp. SY5 (AF190707); HbpD aus Pseudomonas azelaica HBP1 (U73900); BphD* aus Pseudo-
monas sp. KS102 (M26433). Man beachte, dass sowohl ChzF als auch MhpC aus E. coli einen um 23 Ami-
nosauren verlangerten aminoterminalen Bereich besitzen.
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Zur Uberpriifung der Aktivitat der 2-Hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoat-Hydrolase wurde chzF
(Primer cbzF-XP-1/2), wie unter 2.10 beschrieben, in den Expressionsvektor pJOE2702 klo-
niert und das entstandene Plasmid pXPF im Stamm E. coli XL1-Blue exprimiert. Enzymtests
mit Rohextrakt aus einem Klon mit Plasmid pXPF ergaben mit 1110 Units/mg Protein eine
starke Aktivitat der 2-Hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoat-Hydrolase, wéahrend mit einer Nega-
tiv-Kontrolle (pJOE2702 ohne Insert) keine Aktivitat gemessen werden konnte.

3.4.1.2.7 Das Genprodukt ChzE(2)

Der offene Leserahmen cbzE(2) beinhaltet 315 Aminosauren und zeigt durch Abgleich seiner
Aminosauresequenz mit Gendatenbanken groRe Ahnlichkeiten zur Gruppe der meta-Pyro-
catechasen, welche eine extradiole Ringéffnung von Catechol und artverwandter Verbindun-
gen katalysieren. Zu weiteren Mitgliedern dieser Familie z&hlen die 3,4-Dihydroxyphenyl-
acetat-2,3-Dioxygenase aus E. coli (RoPeRr et al., 1990), die Catechol-2,3-Dioxygenase aus
Alcaligenes eutrophus (KaBiscH et al., 1990) und die 2,3-Dihydroxyphenylpropionat-1,2-
Dioxygenase aus E. coli (BURLINGAME et al., 1983).

Tab. 3.4.8 Vergleich der Aminosduresequenzdaten von ChzE(2) mit denen von dhnlichen 2,3-Dioxygenasen.

Spezies Aminosauresequenzbereich  Aminosauren mit CbzE(2) in [%] Accession-
Spezies ChzE(2) identische homologe Nummer
Pseudomonas putida 1-314 1-314 95 98 AF176355
Escherichia coli 1-313 1-313 72 83 AE000142
Rhodococcus sp. 1-309 1-310 49 66 AF274045
Rhodococcus globerulus 1-309 1-310 45 63 ug9712
Rhodococcus sp. 1-310 1-310 47 60 AJ006125
Comamonas testosteroni 16 - 320 8-311 42 59 AB024335
Burkholderia sp. 48 - 268 44 - 306 26 38 AF061751
Arthrobacter keyseri 195- 351 43-190 34 49 AF331043
Comamonas testosteroni 49 -198 43 -180 36 47 AF305325

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosduren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.
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Durch Vergleiche mit Proteinmotivdatenbanken konnte das Motiv LigB (pfam02900) identi-
fiziert werden. Die katalytische LigB-Untereinheit ist Bestandteil von Aromaten-6ffnenden
Dioxygenasen.

Dabei wird CbzE(2) aufgrund der Abfolge der Aminoséuren in den katalytischen Domanen
zur dritten und bisher neuesten Klasse der extradiol spaltenden Catechol-Dioxygenase-Fami-

lie gezahlt. Wéhrend die erste Klasse durch Enzyme gebildet wird, die nur eine katalytisch ak-

ChzE(2) 1 -------- MNAYLHCLSgTPLI GHFDPTCQDVLDEVAEVVRAARARI EAFNPELWLFAPD 52
MhpB* 1 -------- MNAYLHCLSgTPLI GHFDPNCQDVLDEVAEVVRAARARI EAFNPELWLFAPD 52
MhpB? R MHAYLHCL Sy SPLVGYVDPAQEVLDEVNGVI ASARERI AAFSPELWLFAPD 52
Mpcl R VPl QLECL Sy TPLHGYVDPAPEVWAEVERVQAAARDRVRAFDPELVWFAPD 52
MhpB? 1 -------- MPVAL CAMS g SPL MGRNDPEQEVI DAVDAAFDHARRFVADFAPDLI VI FAPD 52
HppB 1 -------- VKQALL SPLLHHL DPPADVKASVEAAFDQARAFVHNFDPDVI VNFGPD 52
EcoD R MILALVCTSgSPLLEFNNPPPEVRTEVDRAFAQARQFI EEYDPDLWSFAPD 52
MhpB* 1 MBGSAlI ATARRAFL SPLLGL NPVAADDQ AI DKAI AAARAAVHEFAPEL | VLLGPD 60

** * % . E IR * %

CbzE(2) 53 YNG-FYDVMPPFCLGVAAEAI GDFGSLVGTLSVPKELAEACAESVLTSG DLAVSYRMQ 112
MhpB! 53 YNGFFYDVMPPFCL GVEAEAI GDFGSLAGTLSVPKDVAEACAESVLTSA DLAVSYRMQ 112
MhpB? 53 YNGFFYDVMPPFCLGVGATAI GCDFGSAAGEL PVPVELAEACAHAVMKSG DLAVSYCMQ 112
Mpcl 53 FNGFFYDVMPPFCI GAAATAI GDFKSLAGKLPVPADLAL SLAESVVAADI DVALSHRMQ 112
MhpB® 53 YNGVFYDLLPPFClI GAAAQSVGEDYGT EAGPL DVDRDAAYAVARDVLDSAE DVAFSERVH 112
HppB 53 YNGFFYDLMPPFCI GYKAKGSGDYDSFAGEL NVPEAMAEDL AQFVIVDQGLDI Al SRQVE 112
EcoD 53 YNGFFYKLMPSFCI GFEASGVGEDFGSSAGRLDVPSALAEQVAQSVLDQGVDI AVSLEME 112
MhpB* 61 YNGFFNELMPPFCl GSQATAVGDYL SPAGPLNVAGELAI ALADHL I\/DRHFDI AVSRRML 120

*-** * ek ** * * ** . % * % * * * * * *

CbzE(2) 113 VD3GFAQPLEFLLGG LDKYPVLPVFVNCVAPP- LPTFERVRLLGEAI GRFTRGLNKRVL 170
MhpB? 113 VDRGFAQPLDFLLGG LDKYPVLPVFVNCVAPP- LPTFERVRLLGDAI GRFTRGLNKRVL 170
MhpB? 113 VDRGFAQPLEFLLGG LDKVPVLPVFNKAVATP- LPGFQRTHMLGETI GRFTSTLNKRVL 170
Mpcl 113 VDzGCADALAALTGS- LHRYPVI PVFI NSVAPP- MATLRRARLL GDAVGRFLSRAGKRVL 170
MhpB® 113 VDzGFAQALQLLVGS- | TAVPTVPI FI NSVAEP- LGPVSRVRLLGEAVGRAAAKLDKRVL 170
HppB 113 VDRGAVQPMEI | YGD- VASKPLI PVFVNSVARP- FVKVARVRKFGEAVGAYFKNSDKKVL 170
EcoD 113 VORGAVQPLEI LLGG | ATKPVI Pl FVNSVAAP- FAPMKRI RLLGEAVGTFLKNFDGNVL 170
MhpB* 121 VI

*

GFSQALQ:LWI)EI\/DTPPVI Pl FMNAVAQPG ARI\/ARCKALGEG\/CEFLDQ_PLRTL 180

* k% . * -* * . * % %

CbhzE(2) 171 FLGSGASyQPPVPELAKVDARMADRL MGSGRDL PPEERDARTQQVVWAAERFVEDONTL 230
MhpB? 171 FLGSGGLS;QPPVPELAKVDARMADRL MGSGRNL PPEERDARTQRVVVAAERFVENQNTL 230
MhpB? 171 FLGSGGLS5QPPVPELAKADAHVRDRL L GSGKDLPASERELRQQRVI SAAEKFVEDQRTL 230
Mpcl 171 VVGSGE SgEPPVPELAGASEEVAERLI - ACRN- PSPESAARQARTVAAAKSFVAGDSHL 228
MhpB® 171 FVGSGGLS;DPPVPQFATAPEEVRERLI - DGRNPSAAERDAREQRVI TAGRDFAAGTAAI 229
HppB 171 Fl GSGA.SgDPPVPQ ATADEACQRKM.T- DGRNPTPQARAARQORVI DTAVKFAADEADI 229
EcoD 171 LLGSGGELSyDPPVPRLEAATCGEQRKM.L- GCNHPTAAARAVRQQRVI DTAKAFTRGEAG 229
MhpB* 181 LI GSGGL EPPVPTLAHPDPAVRERI T- VRSTPTEQEREL KTER\/KAAGLALAHGDSV\M 239

-**** * Kk« kk kK

Abb. 3.4.13 Vergleich der Aminosauresequenz von CbzE(2) mit denen von Catechol-2,3-Dioxygenasen im
aminoterminalen Bereich. Der vermutlich als Fe**-Ligand fungierende Aminoséurerest H-10, die den Co-Faktor
chelierenden Reste H-53 und H-115 sowie die ebenfalls an der Katalyse beteiligte Aminosdure H-179 sind grau
hinterlegt und weifl gedruckt. Identische Aminosduren (*), strukturell &hnliche (: ) und strukturell bedingt &hn-
liche (. ) Aminoséuren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Aminosduresequenzen stammen von
MhpC aus E. coli 0157:H7 (AE005214); PcbhD aus Pseudomonas sp. DJ-12 (D44550); BphD* aus Pseudomonas
putida KF715 (M33813); BphD? aus Comamonas testosteroni B-356 (L34338); BphD? aus Pseudomonas sp.
SY5 (AF190707); HbpD aus Pseudomonas azelaica HBP1 (U73900); BphD* aus Pseudomonas sp. KS102
(M26433).
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tive Domane besitzen, weisen Vertreter der zweiten Klasse jeweils eine Domane im carboxy-
und im aminoterminalen Bereich auf, von denen allerdings nur die Doméne im car-
boxyterminalen Bereich katalytisch aktiv ist (HAN et al., 1995). Enzyme der dritten Klasse
weisen die gleiche Anordnung der Doménen auf, wie die Vertreter der zweiten Klasse, mit
dem Unterschied, dass hier nur die Doméne im aminoterminalen Bereich katalytische Aktivi-
tét besitzt.

Aus dem Aminosauresequenzvergleich von CbzE(2) mit anderen meta-Pyrocatechasen er-
kennt man im aminoterminalen Bereich mehrere hoch konservierte Bereiche, welche in ihrer
Nachbarschaft die Aminoséure Histidin beherbergen (H-10, H-53, H-115, H-179) und die bei
allen Vertretern dieser Familie zu beobachten sind.

Aus Réntgenstrukturuntersuchungen (HAN et al., 1995) geht hervor, dass H-10 als Fe*-
Ligand fungiert, wahrend H-53 und H-115 in der direkten Umgebung des Eisen-(I1)-Cofak-
tors angeordnet sind (SPENCE et al., 1996).

Zur Uberprifung der Aktivitat der 2,3-Dioxygenase wurde chzE(2) (Primer cbzE(2)-XP-1/2),
wie unter 2.10 beschrieben, in den Expressionsvektor pJOE2702 kloniert und das entstandene

Plasmid pXPE(2) im Stamm E. coli XL1-Blue exprimiert. Enzymtests mit Rohextrakt aus ei-

Substrat CbzE CbzE(2) Tab. 3.4.9 Gegeniiberstellung der Substrat-

verwertungsmuster der 3-Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase ChzE und der neu identifizierten
3-Chlorcatechol + - Catechol-2,3-Dioxygenase ChzE(2) aus dem
neu identifizierten meta-Weg von GJ31. Die
Umsetzung der Substrate erfolgte mit Rohex-
3-Methylcatechol + + trakt des jeweiligen Expressionsstammes unter
den in Kapitel 2 erlduterten Bedingungen. Er-

Catechol + +

4-Chlorcatechol + +

4-Methylcatechol + + folgte Umsetzung (+) und nicht erfolgte Um-
4-Eluorcatechol ¥ + setzung (-) sind gekennzeichnet. Die Umset-
zungen fir Substrate, fir die entweder eine nur
4-Ethylcatechol (+) + sehr geringe Aktivitat vorhanden war oder die
4-cyclo-Hexylcatechol + +) unmittelbar nach ihrer Zugabe zunéchst mess-
) bar erfolgte und deren Umsatz allerdings sehr
3-iso-Propylcatechol + + schnell wieder zum Erliegen kam, sind in
3-Methoxycatechol + + Klammern gesetzt.
3,4-Dichlorcatechol - -
3,5-Dichlorcatechol +) -
3,6-Dichlorcatechol + -
4,5-Dichlorcatechol (+) -
3,5-Dimethylcatechol (+) (+)
3,6-Dimethylcatechol + (+)
3-Phenylcatechol + +

4-Phenylcatechol - -
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nem Klon mit Plasmid pXPE(2) ergaben mit 1830 Units/mg Protein eine starke Aktivitat der
2,3-Dioxygenase, wahrend mit einer Negativ-Kontrolle (pJOE2702 ohne Insert) keine Akti-
vitdt gemessen werden konnte.

Ein Vergleich der 3-Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase ChzE mit der neu identifizierten Ca-
techol-2,3-Dioxygenase CbzE(2) aus dem meta-Weg von Stamm GJ31 ergab, dass weder auf
Nukleotidbasis noch auf Basis der abgeleiteten Aminosauresequenzen eine Ubereinstimmung
vorhanden ist. Abgesehen von der relativ geringen Sequenz-Homologie dieser beiden
2,3-Dioxygenasen, zeigt das Substratverwertungsmuster keine besonderen Abweichungen.
Ausnahmen bilden die in 3-Position chlorierten Catechole 3-Chlorcatechol und 3,6-Dichlor-
catechol, die zu einer Inaktivierung des Enzyms CbzE(2) fihren. Untersuchungen zeigen,
dass nicht nur nach Zugabe von in 3-Position chlorierten Catecholen keine Umsetzung er-
folgte, sondern dass auch nach sich daran anschlieBender Zugabe von Catechol das Enzym
nicht mehr fir eine erfolgreiche Umsetzung des Catechols zur Verfugung stand. Diese Beob-
achtung steht ganz im Gegensatz zu denen, die mit den alkylierten Catecholen 4-cyclo-
Hexylcatechol, 3,5-Dimethylcatechol und 3,6-Dimethylcatechol gemacht wurden. Bei diesen
scheint das Enzym nicht irreversibel geschadigt zu sein, da nach anschlieBender Zugabe von

Catechol ein Abbau desselben beobachtet werden konnte.

3.4.1.2.8 Das Genprodukt GntR

Genau 339 bp downstream von chzE(2) befindet sich ein Leserahmen gntR, der als einziger
auf dem sequenzierten Fragment gegeniiber den anderen Leserahmen entgegengesetzt
transkribiert wird. Er besitzt eine GroRe von 666 Nukleotiden und die daraus abgeleitete 221
Aminosduren lange Proteinsequenz ist aufgrund des Vergleichs leicht einer noch jungen Pro-
teinfamilie zuzuordnen. Sie beinhaltet vorwiegend negative Transkriptionsregulatoren, die
sogenannte gntR-Familie. Neben dem Repressor fur das Gluconat-Operon, nach dem diese
Familie benannt worden ist, zdhlen auch Repressoren flr die Histidin-Nutzbarmachung
(HutR) aus Pseudomonas putida bzw. Klebsiella aerogenes sowie ein Repressor fiur den Fett-

saureabbau FadR aus Escherichia coli zu dieser Familie.
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Tab. 3.4.10 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von GntR mit denen von Regulatoren.

Spezies Aminosauresequenzbereich Aminosduren mit GntR in [%]  Accession-

Spezies GntR identische homologe Nummer
Rhodococcus sp. 26 - 189 4 -165 38 54 AF274045
Mesorhizobium loti 10 - 217 4-214 23 41 AP003010
Sinorhizobium meliloti 17 - 144 18 - 147 29 48 AE007202
Sulfolobus solfataricus 8-183 11-190 27 48 AE006739
Pseudomonas aeruginosa 22 -235 10 - 221 22 41 AE004515
Mesorhizobium loti 21-202 9-192 25 44 AP003008
Sinorhizobium meliloti 13-215 9-213 22 41 AL603643
Agrobacterium tumefaciens 5-202 7-201 23 42 AE009326

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosauren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.

Alle Proteine der gntR-Familie zeigen innerhalb eines sich Uber etwa 60-65 Aminoséuren
erstreckenden aminoterminalen Bereiches Ahnlichkeit in ihrer Sequenz. Diese zum Teil
hochkonservierte Region bildet ein HTH-Motiv, welches vergleichbar mit dem Cro-Protein
des Bakteriophagen A als bekanntestem Vertreter der mit DNA in Wechselwirkung tretenden
Proteinen ist. Untersuchungen durch ANDERSON et al. (1981) und OHLENDORF et al. (1983)
zeigten, dass dieses Motiv eine Bindung mit einer geeigneten Repressor-Bindungsstelle des
Nukleotid-Stranges, dem Operator, bevorzugt in der Nahe Transkriptionsstartpunktes des
Operons eingehen kann und somit die Transkription der darauffolgenden Nukleotidsequenz

unterbindet.

Helix-Turn-Helix

GntR 31 ! VKEI GEETGVSRQPI MTAL Nj 50 (221)
BphS 63 LETLKSSLGVSGSTLREALT 82 (243)
ORFO! 56 | EDLKSRYEVSGGTVREALS 75 (245)
ORF0Q? 56 VEDLKSRYEVSGGTMREALS 75 (245)
GntR 44 ENTI AAEFSVSRSPVREALK 63 (243)
Konsensus E LKS VSG T REAL

Abb. 3.14 Vergleich der Aminosauresequenzen des mutmallichen HTH-Motivs des Genproduktes GntR aus
Pseudomonas putida GJ31 mit ausgewéhlten Sequenzen von HTH-Motiven aus Transkriptionsregulatoren der
GntR-Familie. Hochkonservierte Aminosduren sind fett gedruckt. Die Anzahl der Aminosauren im jeweiligen
Protein ist in Klammern angegeben. Die miteinander verglichenen Aminosdauresequenzen stammen von BphS
aus Pseudomonas sp. KKS102 (AB047328) und Ralstonia eutropha A5 Tn4371 (AJ012075); ORF0" aus Pseu-
domonas sp. B4 (AJ251217) und Burkholderia sp. LB400 (M86348) und Comamonas testosteroni TA441
(AB008787); ORFO? aus Pseudomonas sp. B4 (AJ251217) und Burkholderia sp. LB400 (M86348), identisch mit
AphS aus Comamonas testosteroni TA441 (AB008787); GntR aus Bacillus subtilis BGSC 1Al (AB005554).
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3.4.1.29 Das Genprodukt ORF3

Dem offenen Leserahmen ORF3, der 305 Aminosauren codiert, konnte aufgrund fehlender
signifikanter Ubereinstimmung zu anderen Proteinen keine Funktion zugewiesen werden.

Es lassen sich nur gewisse Ahnlichkeiten mit Proteinen aus Pseudomonas aeruginosa
(NC_002516, AE004945) mit einer Lange von 316 Aminosduren und mit Proteinen aus
Ralstonia solanacearum mit einer L&nge von 297 (AL646067), 311 (AL646085) bzw. 319
(AL646077) Aminoséuren finden, bei denen es sich vermutlich um Signalproteine handelt.
Bei den anderen in Tabelle 3.4.11 aufgefuhrten Proteinen mit einer zu ORF3 korrespondieren-
der Identitat und Lange handelt es sich um solche mit noch unbekannter Funktion. Vergleiche
mit Proteindoménen bzw. Proteinmotivdatenbanken flihrten ebenfalls zu keiner eindeutigen
Funktionszuordnung. Daher muss das Protein ORF3 als ein Mitglied einer noch unbekannten

Proteinfamilie eingestuft werden.

Tab. 3.4.11 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von ORF3 mit denen von &hnlichen Proteinen korrespon-
dierender Lé&nge.

Spezies Aminosauresequenzbereich ~ Aminosdauren mit ORF3 in [%]  Accession-

Spezies ORF3 identische homologe Nummer
Pseudomonas aeruginosa 118 - 313 115 - 304 35 50 AE004945
Ralstonia solanacearum 24 - 82 25-83 28 45 AL646067
Ralstonia solanacearum 26 - 309 26 - 303 24 41 ALG646085
Ralstonia solanacearum 165 - 315 157 - 301 23 43 ALG646077
Sinorhizobium meliloti 173 - 329 149 - 303 35 53 AL603646
Mesorhizobium loti 125 - 316 115 - 302 25 43 AP003006
Pseudomonas aeruginosa 42 - 300 49 - 302 23 40 AE004675

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminoséuren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und der
Anzahl der strukturdhnlichen Aminosduren im angegebenen Aminosauresequenzbereich an.

3.4.1.2.10 Das Genprodukt ORF4

Der offene Leserahmen ORF4 codiert 179 Aminosauren und besitzt eine geringe Ahnlichkeit
zum Protein MIr1279 aus dem Stickstoff-fixierenden Bakterium Mesorhizobium loti

(AP002997), bei dem es sich laut KANEKO et al. (2000) vermutlich um einen Transkriptions-
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regulator handelt. MIr1279 weist mit 180 Aminosduren eine fast identische Lénge auf und
besitzt im carboxyterminalen Bereich zu ORF4 33% identische und 55% homologe Amino-
sauren.

Vergleiche mit Proteindomanen bzw. Proteinmotivdatenbanken ergeben, dass es sich bei dem
Bereich zwischen den Aminosdauren 119 und 166 des Genproduktes ORF4 um ein charak-
teristisches Sequenzmotiv handelt. Diese Motiv wird als DSBH (double stranded (-helix do-
main) bezeichnet. Es handelt sich dabei um eine doppelstrdngige [3-Helix-Doméne, die in die
Bindung an Kohlenhydrate und in Protein-Protein-Wechselwirkung involviert ist. Die Mdg-
lichkeit der Protein-Protein-Wechselwirkung und die Tatsache, dass diese Domane auch in
positiven Regulatorgenen vertreten ist, legt die Vermutung nahe, dass es sich beim Genpro-
dukt ORF4 um einen Induktor fur die Transkription des meta-Clusters handeln konnte.

Die Proteindomane DSBH findet sich auch in anderen Proteinen, die allerdings in ihrer Groi3e
und in ihrer Funktion stark variieren. So wird sie nicht nur in zahlreichen positiven und nega-
tiven Regulatoren, sondern ebenfalls in einer Oxalat-Decarboxylase aus Flammulina velutipes
(KEsAwARI et al., 2000), in einem bifunktionellen Protein aus Methanothermobacter therm-
autotrophicus, bestehend aus einer Biotin-Acetyl-CoA-Carboxylase-Ligase und einem Biotin-
Operon-Repressor (SMITH et al., 1997), als auch in einem Protein aus Arabidopsis thaliana
beobachtet, dass in die Reparatur von DNA-Schéden eingebunden ist (DANY et al., 2001).

CRF4 119 PTI DYGVWVKGPLI LELDDGEVREL SSGD- VVVQQGNVHAVRNPGSEPA 166

Mr1279 123 PTEEAGYLASGVFEI El A- GWHRLGEGD- SFRFEGKPYRWRNPGTEPA 169

DSBH 17 DADEI LYVLEGEAEVTVGDNERFLLEPGDSI Y1 PAGYPHRFRNL SDEPL 66
. . . * . . * * % * -

kK * %

Abb. 3.15 Aminosduresequenzvergleich des C-terminalen Bereiches der vermuteten Protein-Doméne von ORF4
aus Pseudomonas putida GJ31mit der aus dem Protein MIr1279 aus Mesorhizobium loti (AP002997) und der
Standard-DSBH-Doméne (Double stranded beta helix domain) aus der Pfam-Datenbank. Identische (*) sowie
homologe (: ) Aminosauren sind gekennzeichnet.
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35 Identifizierung, Klonierung und Sequenzierung eines peripheren

Abbauweges aus Pseudomonas putida GJ31

Ein peripherer oder oberer Abbauweg flihrt beispielsweise vom Biphenyl, Toluol oder Benzol
bis zur Bildung des entsprechenden Catechols und geht ab dort mit der oxidativen Ringspal-
tung durch die Dioxygenase in den unteren Abbauweg tber. Ein Bestandteil eines peripheren
Abbauweges ist der Multienzymkomplex der Chlorbenzol-Dioxygenase, welcher sich aus der
Dioxygenase selbst, einer Reduktase und einem Flavoprotein zusammensetzt. Dioxygenasen
und Monooxygenasen oberer Abbauwege bestehen aus den Untereinheiten a und (3 und lassen
sich aufgrund der unterschiedlichen GroRe dieser Untereinheiten in zwei Klassen einteilen.
Zur ersten Klasse gehoren Oxygenasen mit zwei unterschiedlichen Untereinheiten o und (3,
welche je nach Enzym in einer a,f, oder einer asBs-Konformation vorliegen. Zu dieser
Klasse werden Dioxygenasen fur Toluol (SUBRAMANIAN et al., 1979), Naphthalin (ENSLEY &
GIBSON, 1983), Biphenyl (ERICKSON & MONDELLO, 1992; HADDOCK & GIBSON, 1995), Ben-
zol (ZAMANIAN & MASON, 1987) und Benzoat (YAMAGUCHI & FUJISAWA, 1982) gezéhlt.

Die zweite Klasse besteht aus terminalen Oxygenase-Komponenten, die aus identischen Un-
tereinheiten (a), (mit n = 2, 3, 4) bestehen, wie sie in der Phthalat-4,5-Dioxygenase (BATIE et

al., 1987), 4-Methoxybenzoat-Monooxygenase (BiLL et al., 1981), 4-Chlorphenylacetat-3,4-

Cl

O, +
Reduzierte Oxidierte Reduzierte NAD(P)+
< Form >< Form >< Form ><
Oxidierte Reduzierte Oxidierte NAD(P)H + H+
Form Form Form

Terminale Ferredoxin Flavoprotein
Dioxygenase (CbzAc) (CbzAd)
(CbzAaAb)

cis-Dihydrodiol- Abb. 3.5.1 Mechanismus des oberen Abbauweges fur Chlorben-
Dehy‘érg’nge”ase zol. Der Multienzymkomplex besteht zum einen aus den beiden
Untereinheiten ChzAa und ChzAb, welche die Dioxygenase bilden
und zum anderen aus einem Ferredoxin ChzAc, das die Dioxyge-
cl nase aus der oxidierten in die reduzierte Form Uberfihrt. CbzAc
OH selbst wird vom Flavoprotein CbzAd, welches Elektronen von
NAD(P)H aufnimmt, in die reduzierte Form {berfuhrt. Im letzten
Schritt erfolgt durch die Chlorbenzol-dihydrodiol-Dehydrogenase

OH eine Rearomatisieruna zum 3-Chlorcatechol.
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Dioxygenase (MARKuUS et al., 1986) und in der 3-Chlorbenzoat-3,4-Dioxygenase (NAKATSU
et al., 1995) anzutreffen sind. Der zweite Bestandteil des oberen Abbauweges wird durch die
Chlorbenzol-dihydrodiol-Dehydrogenase gebildet, welche durch eine Rearomatisierung das
entsprechende Catechol als Vorstufe flr den sich anschlieBenden meta- bzw. den (modifi-

zierten) ortho-Weg bildet.

3.5.1 PCR-Strategie

Mithilfe von PCR-Methoden konnten Gene fur den oberen Abbauweg von Chloraromaten in
Pseudomonas putida GJ31 gefunden werden. Die dazu verwendeten Bezugssequenzen
stammten vorwiegend von Pseudomonaden. Mit den daraus abgeleiteten Primern Qnol3 und
Qnol4 (Tab. 2.4) wurde ein etwa 2,8 kbp groRes Fragment pQWO04 amplifiziert, welches von
beiden Seiten ansequenziert wurde (siehe Abb. 3.5.2 auf der nachsten Seite). Aus dieser An-
sequenzierung gingen dann die Primer Qno09 und Qnol0 (Tab. 2.4) hervor, deren Produkt
das noch verbleibende etwa 1,52 kbp umfassende Fragment pQWO04a lieferte. Die Sequenz
zeigte, dass es sich um das erwartete Fragment handelte, welches einen Teil der a-Unterein-
heit einer Chlorbenzol-1,2-Dioxygenase, die [-Untereinheit einer Chlorbenzol-1,2-Dioxy-
genase, ein Ferredoxin und einen Teil einer Chlorbenzol-Dioxygenase-NADH-Ferredoxin-
Reduktase codiert.

Durch das Primerpaar Qno07/Qno08 (1,03 kbp; pQWO06) konnte die noch unvollstandige Se-
quenz fur die a-Untereinheit der Chlorbenzol-1,2-Dioxygenase und somit der Bereich
upstream vom 2,8 kbp-Fragment pQWO04 erganzt werden.

Das Primerpaar Qno11/Qnol2 (Tab. 2.4) lieferte ein etwa 1,3 kbp grof3es Fragment pQWO07,
welches nicht nur das Ende der schon ansequenzierten NADH-Ferredoxin-Reduktase sondern
auch die vollstandige Sequenz einer Chlorbenzol-dihydrodiol-Dehydrogenase enthielt.

Durch die Primer Qno43/Qno44 konnte downstream von pQWO07 das Fragment pQWO05 am-
plifiziert werden. Die Nukleotidsequenz von pQWO05 &hnelt sehr stark der von Catechol-2,3-
Dioxygenasen.

Alle identifizierten offenen Leserahmen besitzen Sequenzhomologien von weit iber 80% mit
Genen anderer peripherer Abbauwege. Die identifizierten Gene fiir den oberen Abbauweg in
Stamm GJ31 werden im weiteren Verlauf der Arbeit in Anlehnung an das im Trichlorbenzol
(tcb) verwertenden Stamm Pseudomonas sp. P51 (VAN DER MEER, 1996) beschriebene
Operon tchAaAbAcAdBC analog abgekdirzt (Tab. 3.5.1).

95



Experimente und Ergebnisse

Tab. 3.5.1 Gegeniberstellung und Nomenklatur der homologen Gene des Trichlorbenzolverwerters (tch) aus
Pseudomonas sp. P51 mit den in dieser Arbeit ermittelten offenen Leserahmen.

Funktion des Gens P51 GJ31
a-Untereinheit der Chlorbenzol-Dioxygenase tchAa chzAa
-Untereinheit der Chlorbenzol-Dioxygenase tchbAb cbzAb
Ferredoxin tchAc chzAc
NADH-Reduktase tchAd chzAd
Chlorbenzol-dihydrodiol-Dehydrogenase tchB chzB
Catechol-2,3-Dioxygenase tchC chzE(3)

Die Anordnung der PCR-Fragmente flr das Auffinden der Gene sowie die Klonierungs- bzw.

Subklonierungsstrategie kann der nachstehenden Abbildung 3.5.2 entnommen werden.

Y
) | ) ) i )
chzAa chbzAb  chzAc cbzAd chzB chzE(3)
pQWO4 pQWOS5
pQWO06 pQWO04a RPQWO7,
1 kb

Abb. 3.5.2 Genanordnung und Klonierungsstrategie des chromosomal codierten oberen Abbauweges aus dieser
Arbeit, bestehend aus der a-Untereinheit der Chlorbenzol-Dioxygenase cbzAa, der 3-Untereinheit der Chlorben-
zol-Dioxygenase chzAb, dem Ferredoxin cbzAc, der NADH-Reduktase cbzAd, der Chlorbenzol-dihydrodiol-
Dehydrogenase cbzB und der vermutlich durch eine Rasterschubmutation inaktivierten 2,3-Dioxygenase
chzE(3). Die Position der Basendeletion in Position 277 von cbzE(3) ist durch einen schwarzen senkrechten Pfeil
gekennzeichnet. Die Darstellung ist mafistabsgetreu.

Aus Hybridisierungsexperimenten mit dem 1,52 kbp-Fragment (Primerpaar Qno09/Qnol0,
Tab. 2.4) ergab sich, dass dieses Operon auf dem Bakterienchromosom vorliegt und nicht

plasmidisch codiert ist.

3.5.2 Analyse nichtcodierender Bereiche
Die Nukleotid- sowie die daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen der identifizierten offe-

nen Leserahmen sind im Anhang (8.3) dargestellt. Der durchschnittliche GC-Gehalt von

60,1% entspricht der fiir Pseudomonaden zu erwartenden Zusammensetzung der DNA.

96



Experimente und Ergebnisse

Potentielle Ribosomenbindestellen in dem fur Pseudomonas putida typischen Abstand zum
Startcodon konnten fiir die Gene chzAa, cbzAb, cbzAc, cbzAd, cbzB und cbzE(3) identifiziert
werden (Tab. 3.5.2).

Da die Nukleotidsequenz des Bereiches upstream vom cbzAaAbAcAdB-Operon nicht vorliegt,

konnten keine potentiellen Promotorregionen ermittelt werden.

Tab. 3.5.2 Gegenuberstellung der postulierten Ribosomenbindestellen der offenen Leserahmen chzAa, chzAb,
chzAc, cbzAd, cbzB und chzE(3).

Leserahmen Sequenz der Ribosomenbindestelle
chzAa ACTACCTTGAAANETGAEAAGACAATG
chzAb CATTTGAAATCT/ACAEEAACGACCATG
chzAc GITTCTTCTTCTAEETEATGATGICATG
chzAd ATCTCGACAACGCEENETTGAAGTGATG
chzB TCGTGCGAATGAINEEEACCTAACGT G
chzE(3) TTCGGT TGAGACNEENEAAGTGTCATG
16S-rRNA 3" - UCUUNEEEGEEACUA - 5

Die Ubereinstimmungen mit der Konsensussequenz sind grau hinterlegt, weitere auBerhalb der grau hinterlegten
Konsensussequenz liegende und zur 16S rRNA komplementare Basen sind fett gedruckt, das jeweilige Start-
codon mit einer Welle unterstrichen.

3.5.3 Analyse codierender Bereiche

Die in Stamm GJ31 identifizierten und fir den oberen Abbauweg codierenden Gene liegen in
einem Cluster vor. Datenbankvergleiche ergaben, dass alle zum cbzAaAbAcAdBE(3)-Operon
ahnlichen und teilweise identischen Gene und Genprodukte ausnahmslos in Form von
Operons anzutreffen sind, die auch in ihrer Organisation und Orientierung tbereinstimmen.

Aus diesem Grunde wurde die Gegenuberstellung der einzelnen Gene und Genprodukte mit
ahnlichen Genen und Genprodukten nicht getrennt, sondern im jeweiligen Operon vorge-
nommen (Tab. 3.5.3). Ausnahme bildet hierbei die Catechol-2,3-Dioxygenase CbzE(3), die
zum einen nicht mehr zum eigentlichen oberen Abbauweg gezahlt werden kann und deren
analoge Gene in den anderen miteinander verglichenen oberen Abbauwegen entweder nicht
auftreten oder deren Sequenz nur partiell bzw. Gberhaupt nicht vorliegt. Fir die vier Operons,
bei denen auf die Dihydrodiol-Dehydrogenase eine Catechol-2,3-Dioxygenase mit bekannter

Sequenz folgt, sind Werte fur Identitaten und Homologien angegeben.
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Tab. 3.5.3 Zusammenstellung der Identitdten/Homologien in [%] auf Basis der vollstdndigen Aminosédurese-
quenzen der in dieser Arbeit identifizierten Leserahmen chzAa, cbzAb, cbzAc, cbzAd, cbzB und cbzE(3) mit den
entsprechenden Aminoséuresequenzen aus Clustern oberer Abbauwege ausgewahlter Stdimme.

identische / homologe Aminosduren in [%] Accessions-

Spezies CbzAa CbzAb CbzAc ChzAd ChzB CbzE(3)  nummer
Pseudomonas putida 99/100 100/100 100/100 99/99  99/99 95/95  J04996
Pseudomonas putida 91/97  90/94  94/97  83/90 -1-9 -1-" AF148496
Ralstonia sp. 92/95 93/96 83/95 89/93  95/97 -/-" AJ006307
Pseudomonas sp. 88/94 90/93 88/94 83/89  89/94 -1-" U15298
Pseudomonas putida 91/91 100/100 100/100 96/96  99/99 -1-P M17904
Burkholderia sp. 87/93 89/92 89/94 83/89  87/92 -/-P U78099
Rhodococcus sp. 78/88  79/87  67/80 58/71  49/65 66/76  D32142
Comamonas testosteroni  65/79  60/76  55/75 -1-9 -1-9 -/-P u47637

Ps. pseudoalcaligenes 64/78 62/78 56/73 52 /68 61/76 52/67 M83673

Pseudomonas sp. 64 /78 61/78 56 /73 52 /67 61/75 51/65  AY027651

-/- bedeutet: Vergleich nicht méglich, da ® Gen vermutlich durch Transpositionsereignis unterbrochen ® Gen
bisher nicht oder nur partiell sequenziert

35.3.1 Die Genprodukte CbzAa und CbzAb

Die in dieser Arbeit beschriebene Chlorbenzol-Dioxygenase aus GJ31 ist aufgrund der unter-
schiedlichen a- und B-Untereinheiten zur ersten Klasse der Benzol-Dioxygenasen zu zahlen.
Vertreter dieser Klasse liegen je nach Enzym in einer a3, oder einer o3B3- Konformation
vor. Zu dieser Klasse zéhlen auch Dioxygenasen fur Toluol, Naphthalin, Biphenyl, Benzol
und Benzoat. Das Genprodukt ChzAa besteht aus 450 Aminosauren und besitzt sehr hohe
Ahnlichkeit mit a-Untereinheiten anderer Chlorbenzol-Dioxygenasen. Auffallig ist dabei die
tiber 99%ige Ubereinstimmung (449 von 450 Aminosauren) mit der a-Untereinheit TodC1
aus Pseudomonas putida F1 (ZYLSTRA & GIBSON, 1989).

Die a-Untereinheit der terminalen Dioxygenase besitzt in ihrem Reaktionszentrum ein Eisen-
Schwefel-Cluster des Typs [2Fe-2S] (Rieske-Typ), welcher durch jeweils zwei Cystein- und
Hystidin-Reste der a-Untereinheit koordiniert wird (GURBIEL et al., 1989; ZYLSTRA &

GIBsON, 1991). Desweiteren benétigt die a-Untereinheit der terminale Dioxygenasen noch
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eine Bindestelle fiir mononukleares Eisen Fe** (SUBRAMANIAN et al., 1979). Vermutlich fin-
det die Aktivierung des molekularen Sauerstoffs an dem an die a-Untereinheit gebundenen
Fe?*-lon in einem noch nicht vollstandig verstandenen Prozess statt (BATIE et al., 1987; BILL

etal., 1981; CRUTCHER et al., 1979; YAMAGUCHI & FUJISAWA, 1982).

Nach DAvVIDSON et al. (1992) und NEIDLE et al. (1991) wird der Rieske-[2Fe-2S]-Cluster
durch die hochkonservierte zentrale Rieske-Bindestelle C-x-H-X16.17-C-Xo-H komplexiert. Die
mononukleare Fe?*-Bindestelle dagegen wird durch das Motiv E-X3.4-D-X»-H-x4.5-H gebildet
(JIANG et al., 1996; MASON & CAMMACK, 1992; NEIDLE et al., 1991). Die beiden Amino-
sauren Tyrosin Y-221 und Y-266 fungieren dabei vermutlich als Eisen-Liganden (DEHMEL et
al., 1995; MASON & CAMMACK, 1992).

In Abb. 3.5.3 ist die aus cbzAa abgeleitete Aminosduresequenz mit denen von &hnlichen a-

Untereinheiten im Bereich der katalytischen Domanen gegeniibergestellt.

CbhzAa 88 GMAYDTAGNLVNVPYEAESFACLNKKEW 147
TodCl 88 GWAYDTAGNLVNVPYEAESFACLNKKEW 147
BedC1 88 GMAYDTAGNLI NVPYEAESFACLDKKEW 147
McbAa 87 GWAYDTAGNLVNVPYEAESFPCLDKKEW 146
TcbAa 88 GMAYDTAGNLVNVPFEAESFPCLDKKEW 147
BnzAa 88 GWAYDTAGNLVNVPYEAESFACLNKKEW 147
| pbAa 90 GWAYDTGGNLVSVPFEEQAFPGLRKEDW 149
BpdCl 91 GWAYDSAGNLVSVPFQQEAFPDLKKEDW 150
.* ***************:*.****:***********:.***:.**:: * * *::*
!
CbhzAa 212 LSG LAGLPEDLENMADL APPTVGKQYRASWGGHGSGR(VGDPN 271

TodCl 212
BedCl 212
McbAa 211
TcbAa 212
BnzAa 212
| pbAa 214
BpdCl 215

LSG LAGLPEDLENMADLAPPTVGKQYRASWGGHGSGR(VGDPN 271
LSG | AGLPEDLELADLAPPKFGKQYRASWGGHGS | GDPN 271
LSG LAGLPEGLEMADLAPPTVGRQYRAPWGGHGS | GOPN 270
LSG LAGLPDGVELADLALPTVGKQYRAPWGGHGTGFFI GEPN 271
LSG LAGLPEDLENMADL APPTVGKQYRASWGGHGSGR(VGDPN 271
LSG LAGLPDGVDLSELAPPTEG QYRATWGGHGS | GDPN 273
LSGLLAGLPDEI DI REV(;PPTTG QYSAPWGEGHGS | GEMG 274

kkkkkkk* **% ***-**** -**** . * * k% * *****-** . k.

Abb. 3.5.3 Vergleich der Aminosauresequenz von ChzAa im Bereich der katalytischen Doménen mit sequenz-
ahnlichen a-Untereinheiten von Benzol-Dioxygenasen. Die Motive der hochkonservierten zentralen Rieske-
Bindestelle C-x-H-Xyg.17-C-X,-H und der mononuklearen Fe®*-Bindestelle E-X3.4-D-X,-H-x45-H sind grau hinter-
legt und weill gedruckt. Die beiden Aminosauren Tyrosin Y-221 und Y-266 dienen vermutlich als Eisen-Ligan-
den und sind zusétzlich durch einen Pfeil gekennzeichnet. Identische Aminosauren (*), strukturell &hnliche ()
und strukturell bedingt ahnliche (. ) Aminosduren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Amino-
séuresequenzen stammen von TodC1l aus Pseudomonas putida DOT-T1 (Y18245); BedC1 aus Pseudomonas
putida ML2 auf Tn5542 (AF148496); McbAa aus Ralstonia sp. JS705 (AJ006307); TcbAa aus Pseudomonas sp.
P51 (U15298); BnzAa aus Pseudomonas putida (P08084); IpbAa aus Pseudomonas putida RE204 (AF006691);
BpdC1 aus Rhodococcus sp. M5 (U27591).

Die B-Untereinheit CbzAb der terminalen Dioxygenase besteht aus 187 Aminosduren und
wird durch den offenen Leserahmen cbzAb codiert. Die Aminosdauresequenz ist vollkommen

identitisch mit der -Untereinheit der Chlorbenzol-Dioxygenase TodC2 aus Pseudomonas
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putida F1 (ZYLSTRA & GIBSON, 1989) und mit dem Protein 2 aus Pseudomonas putida (IRIE
etal., 1987).

Fur die B-Untereinheit liegen keine Konsensussequenzen bzw. Motive vor. Nach HARAYAMA
et al. (1986) spielt diese kleinere Untereinheit vermutlich eine wichtige Rolle in der Bestim-
mung der Substratspezifitat.

3.5.3.2 Die Genprodukte CbzAc und CbhzAd

Das Genprodukt CbhzAc wird durch 107 Aminoséauren gebildet und ist aufgrund von Amino-
séuresequenzvergleichen mit den Ferredoxinen TodC3 aus Pseudomonas putida F1 (ZYLSTRA
& GIBSON, 1989) und Protein 3 aus Pseudomonas putida (IRIE et al., 1987) identisch.

Die Aufgabe des Ferredoxins besteht in der Reduktion der durch die Gene cbzAa und cbzAb
codierten Untereinheiten a und (3 der terminalen Dioxygenase.

Ein entscheidendes Struktur-Element ist hier, wie auch in den a-Untereinheiten der termina-
len Dioxygenasen, ein Eisen-Schwefel-Cluster des Typs [2Fe-2S] (Rieske-Typ) im Reak-
tionszentrum. Somit finden sich auch hier die hochkonservierten Cystein- und Hystidin-Reste
im Motiv C-x-H-X16.17-C-X2-H, welche den Rieske-[2Fe-2S]-Cluster koordinieren (GURBIEL et
al., 1989; ZYLSTRA & GIBSON, 1991).

In Abb. 3.5.4 ist die aus cbzAc abgeleitete Aminoséuresequenz mit denen von &hnlichen

o-Untereinheiten im Bereich der katalytischen Domanen gegentibergestellt.

CbzAc 31 GDWALSDG- YLDGDI VI FGKFCVRTGKVKALPACKPI KVFP 89
TodB 31 GDWALSDG- YLDGDI V FGKFCVRTGKVKALPACKPI KVFP 89
BedB 31 GDWALSEG- YLDGDWVI FGKFCVRTGKVKALPACKPI KVYP 89
McbAC 31 GNWALSDG- YLDGDWV FGKFCVRTGKVKALPACKPVKVFP 89
TecA3 31 GNWALSDG- YLDGGWVI FGKFCVRTGKVKALPACKPI KVFP 89
Protein 3 15 GDWALSDG- YLDGDI VI FGKFCVRTGKVKALPACKPI KVFP 73
I rbA3 31 DWALSDG- YLEDDWVI WAKFCVRTGKAKALPACLPLRTFV 89
BphA3 31 ADWALSEG- YLEDDWV WAKFCVRTGKAKALPACVPLRTFV 89

| pbAc 31 MEKFCVRTGKI KAAPPCDPLKI FP - 90

sk kk ek k k. ckk ke k% kkkkkkkk *k*k * *x k-

Abb. 3.5.4 Vergleich der Aminosauresequenz von ChzAc im Bereich der katalytischen Doménen mit sequenz-
ahnlichen Ferredoxinen. Die hochkonservierten Aminosauren der katalytischen Doméanen C-x-H und C-x,-H im
Motiv C-x-H-x16.17-C-X»-H sind grau hinterlegt und wei gedruckt. Identische Aminosauren (*), strukturell &hn-
liche (: ) und strukturell bedingt &hnliche (. ) Aminoséuren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen
Aminosauresequenzen stammen von von TodB aus Pseudomonas putida DOT-T1 (Y18245); BedB aus Pseudo-
monas putida ML2 auf Tn5542 (AF148496); McbAc aus Ralstonia sp. JS705 (AJ006307); TecA3 aus Burkhol-
deria sp. PS12 (U78099); Protein 3 aus Pseudomonas putida (M17904); IrbA3 aus Rhodococcus erythropolis
BD2 (U24277); BphA3 aus Rhodococcus sp. RHA1 (D32142); IpbAc aus Pseudomonas putida RE204
(AF006691).
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ChzAd 1 MATHVAI | [ENEVCEFTTRQAL RAEEFEGRI SLI GDEPHL PYDRPSL SEAVL DGSLERPPI 60
TodA 1 MATHVAI | [ENEVCEFTTAQALRAEEFEGRI SLI GDEPHLPYDRPSLSSAVL DGSLERPPI 60
Protein 4 1 NMATHVAI | [ENEV CFTT”QALRA C€FEGRI SLI GDEPHLPYDRPSL S{AVL DGSLERPPI 60
McbAd 1 NMATHVAI | [ENeV, CVTT”QALRA C€FEGRI SLI GSEPHLPYDRPSLSFAVLDGSLERPPY 60
BedA 1 MANHVAI | [ENeV, GFTTAQO\LRA CYEGRI SLI GEEQHLPYDRPSLSFAVLDGSFEQPPR 60
TchAd 1 NATHVAI | [ENeV, eFTTﬂQALRA €FEGRI SLI GNEPHLPYDRPSLSFAVLGGSLEHPPY 60
BphA4 1 MISDI Wi [€eGeVAEVTALQSLRSEEYDGRLVLI GKERELPYDRTALSSAVL AGDL ADPPL 60
IpbA4 1 MISDI Wi [€eGeVAEVSAVQSL RSEEYDGRLFLI GKERELPYDRTSLSSAVLAGDLADPPP 60
BpdA4 1 MIAAI AV [ENeV, eVSAgQT LRLEEFDGRLFLI GEEEHEPYDRTALSSAVLAGETAEPPP 60

* . rkk kk k- ko kk kk oo kKo *k* * * Kk k% rkkkkkk K * %

ChzAd 121 LPGWTLRTYGDVQVLRDSWISATRLLI €| | S TTARKLELSVTI LEAGDELLYV 180
TodA 121 LPGWTLRTYGDVQVLRDSWISATRLLI G| ~TTARKLELSVTI LEAGDELLYV 180
Protein 4 121 LPGVVTLRTYGDVQVLRDSWISATRLLI G| ~TTARKLELSVTI LEAGDELLYV 180
McbAd 121 LGGWTLRTYDDVQSLRDSWIPATRLLI €| | S TTARKLELPVTI LEAGDELLYV 180
BedA 121 LPGWTLRTYGDVQLLRDSWIPNTRLLI G| ~TTARKLELSVTI LEAGDELLYV 180
TchAd 121 LTGWTLRTYDDVRPLCRGWM PATRLVI G| ~TTARKLELAVTI LESADELLYV 180
BphA4 121 LPGVATLRTADDVHRVRRDWEPGOQRL €| | S TTARKLELEVSI LEASDELLQ 180
IpbA4 121 LPGVTTLRTVDDAQRLRQDWEPGQRL €| | S TTARKLELEVSI LEASDELLQ 180
BpdA4 121 LSGVHTLRTSGDVKALRQAVVRPGAHWVI G| € EVTLLEAGSELLT 180
.o * C

* k% k*k*k*k * khkkhkkkhkhkkhhkkhkhkhkhkkkk k- kk * k%

Abb. 3.5.5 Vergleich der Aminosauresequenz von CbzAd im Bereich der katalytischen Domanen mit sequenz-
ahnlichen Ferredoxin-Reduktasen. Die beiden fiir die Substrat-Bindung benétigten Motive G-X-G-X-G-X3-A-Xg-
G sind grau hinterlegt und weil? gedruckt. Die hochkonservierten Aminosduren Lysin K-48 und Glutaminsdure
E-157 der katalytischen Domanen sind zusatzlich mit einem Pfeil markiert. Identische Aminoséauren (*), struk-
turell &hnliche (: ) und strukturell bedingt ahnliche (. ) Aminoséuren sind gekennzeichnet. Die miteinander ver-
glichenen Aminosauresequenzen stammen von TodA aus Pseudomonas putida DOT-T1 (Y18245); Protein 4 aus
Pseudomonas putida (M17904); McbAd aus Ralstonia sp. JS705 (AJ006307); BedA aus Pseudomonas putida
ML2 auf Tn5542 (AF148496); TchbAd aus Pseudomonas sp. P51 (U15298); BphA4 aus Rhodococcus sp. RHAL
(D32142); IpbA4 aus Rhodococcus erythropolis BD2 (U24277); BpdA4 aus Rhodococcus globerulus P6
(X80041).

Das Gen cbzAd codiert ein Flavoprotein (410 Aminosduren), das von NAD(P)H Elektronen
aufnimmt und auf das Ferredoxin CbhzAc Ubertrdgt. Der Elektronentransport beginnt mit
einem einzelnen Zwei-Elektronen-Transfer von NAD(P)H zu FAD, wodurch ein vollstéandig
reduziertes Flavin-Adenin-Dinukleotid gebildet wird. Das reduzierte FAD stellt jeweils ein
Elektron den [2Fe-2S]-Clustern der Eisen-Schwefel-Proteine (Ferredoxine) zur Verfligung,
von wo aus die Elektronen schlieBlich auf die terminale Oxygenase Ubertragen werden.

In Abb. 3.5.5 ist die aus chzAd abgeleitete Aminosduresequenz mit denen von &hnlichen
Ferredoxin-Reduktasen (Flavoproteinen) im Bereich der katalytischen Doménen gegentiiber-
gestellt.

3.5.3.3 Das Genprodukt ChzB

Die Chlorbenzol-dihydrodiol-Dehydrogenase, ChzB, welche durch den offenen Leserahmen

chzB codiert wird und aus 275 Aminosauren besteht, bildet den zweiten Bestandteil des
101



Experimente und Ergebnisse

oberen Abbauweges. Datenbankvergleiche mit der aus cbzB abgeleiteten Aminosduresequenz
ergaben Homologien von tber 99% mit Dihydrodiol-Dehydrogenasen TodD aus Stamm F1

(ZYLSTRA & GIBSON, 1989) und Protein 5 (IRIE et al., 1987) aus Pseudomonas putida.

Bei dem Hauptteil der Enzyme dieser sehr groRen Familie der Short-chain Dehydrogena-
sen/Reduktasen (SDR) handelt es sich um Dimere und Tetramere. Das charakteristische
Sequenzmotiv fur Alkohol-Dehydrogenasen lautet [LIVSPADNK]-x12-Y-[PSTAGNCV]-
[STAGNQCIVM]-[STAGC]-K-{PC}-[SAGFYR]-[LIVMSTAGD]-X2-[LIVMFYW]-x5-[LIV
MFYWGAPTHQ]-[GSACQRHM] (BLoMQVIST et al., 1993; PERSSON et al., 1991). Unter-
suchungen mit chemisch modifizierten bzw. ortsspezifisch modifizierten Derivaten bestatig-
ten die rontgenspektroskopischen Befunde, dass in allem bisher bekannten Proteinen dieser
Familie sowohl die Aminosaure Tyrosin in Position Y-155 als auch der drei Aminosduren
weiter downstream folgende Lysinrest K-159 streng konserviert sind und Bestandteile des
katalytischen Zentrums sind (JORNVALL et al., 1992). Fir die Bindung des Co-Faktors
NAD(H) bzw. NADP(H) ist ein im aminoterminalen Teil des Enzyms liegendes Motiv mit
der Konsensus-Sequenz G-x3-G-x-G verantwortlich (SCRUTTON et al., 1990).

In Abb. 3.5.6 ist die aus chzB abgeleitete Aminosduresequenz mit denen von &hnlichen Ben-

zol-dihydrodiol-Dehydrogenase im Bereich der katalytischen Domanen gegenlbergestellt.

CbzB 1 VRLEGEVALVT[E €L €RAI VDRYVAEGARVAVLDKSAAGLEALRKLHGDAI VGVEGDV 60
TodD 1 MRLEGEVALVTE €| €RAl VDRYVAEGARVAVL DKSAAGLEALRKLHGDAI VGVEGDV 60
TchbB 1 MKLKGEVALVT[E €L (€RAI VDRYVAEGARVAVLDKSAAGLEEI RKRHGDAWGE EGDV 60
BpdD 1 MRLKDEVWVLVT[E €L €RAl VDRFVCEGARVAVLDRSVAGLEEL RAAHGDAWAVEGDV 60
BphB! 1 MXALNNEVALVTE €| €RAI VDRFVAEGARVAVL DKSAARL QELQAAHGAKVLG EGDV 60
BphB? 1 MKLTGEVALI T€GASEL €RAL VDRFVAEGARVAVL DKSAERL RELEVAHGGNAVGWAEDV 60
BphB® 1 MKLTGEVVLI TEGASEL €RAL VDRFVAERAKVAVL DKSAERLAQ_ ETDHC-DNVL G\/T GDV 60
:* -**.*:*** :***** *** * * * ***** * *
| |
CbzB 121 LAAKAALPALYQSKGSAI FTLSNAGFYPGGGGVLEARAEN | KQEAHEWGPRI RVN 180
TodD 121 LAAKAALPALYQSKGSAI FTVSYAGFYPGGCCGVLYAEAE S | KQEAHEWGPRI RVN 180
TcbB 121 LAAKAALPALYKSKGSAI FTVSNAGFYPGGGGVLEARAEN “HEWGPRI RVN 180
BpdD 121 LGVKAALGALYASRGSVI FTVS)AGFYPAGCGALAE sYELGPH RVN 180

BphB! 121 LAVKACLPALVQSRGSVVFTI SNAGFYPNGGGPLEAEEAN
BphB? 121 HAVKACLPALVSSRGSVVFTI GFYPNGGGPLYAFATE
BphB? 121 HAVKACLPALVASRG\VI FTI SYAGFYPNGGGPLEARA A

**k * k% * % rkk s kkkkkkk kkhkk Kkkk

~YELAPHVRVN 180
“FELAPHVRVN 180
2FELAPYVRVN 180

R>>>>> > >
ISSss- =

*
*

Abb. 3.5.6 Vergleich der Aminosauresequenz von ChzB im Bereich der katalytischen Domanen mit sequenz-
ahnlichen Dihydrodiol-Dehydrogenasen. Im N-terminalen Bereich liegt das fur die Bindung des Co-Faktors
NAD(H) bzw. NADP(H) verantwortliche Motiv mit der Konsensus-Sequenz G-x;-G-x-G, dessen dazugehéren-
den Aminosduren grau hinterlegt und weif3 gedruckt sind. Die hochkonservierten Aminoséuren der katalytischen
Domane Y-155 und dem drei Aminosauren weiter downstream folgenden Lysinrest K-159 sind zusétzlich durch
einen Pfeil gekennzeichnet. Identische Aminoséuren (*), strukturell &hnliche (: ) und strukturell bedingt &hnliche
(.) Aminosauren sind gekennzeichnet. Die miteinander verglichenen Aminosauresequenzen stammen von TodD
aus Pseudomonas putida F1 (J04996); TcbB aus Pseudomonas sp. P51 (U15298); BpdD aus Rhodococcus sp.
M5 (U27591); BphB! aus Pseudomonas sp. KKS102 (D17319); BphB? aus Comamonas testosteroni B-356
(U57451); BphB® aus Pseudomonas putida OU83 (Y07655).
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3.5.34 Das Genprodukt ChzE(3)

Downstream von cbzB schlie8t sich ein offener Leserahmen an, der nach 93 Aminosauren
abrupt abbricht. Die Aminosauresequenzen vor und nach dem Stop-Codon besitzen Uberein-
stimmung von Uber 80% mit Catechol-2,3-Dioxygenasen. Vergleiche der Nukleotidsequenz
mit Datenbanken ergaben, dass der Leserahmen vermutlich durch eine Punktmutation in
Position 277 die Base Guanin verloren hat, so dass es zu einem Versatz im Leseraster und
daraus resultierend zu einem vorzeitigen Stop-Codon kommt. Von den urspringlich 876
Nukleotiden sind nur noch 875 vorhanden. Nukleotid- und Aminosauresequenzvergleiche mit
einem Leserahmen, der diese zusétzliche Base enthalt, fuhren zu hohen Sequenzhomologien

mit Catechol-2,3-Dioxygenasen.

Tab. 3.5.4 Vergleich der Aminosauresequenzdaten von CbzE(3) mit denen von ahnlichen Catechol-2,3-Dioxy-
genasen.

Spezies Aminosduresequenzbereich Aminosauren mit CbzE(3) in
[%] Accession-

Spezies ChzE(3) identische homologe Nummer
Pseudomonas putida TodE 1-291 1-291 99 99 J04996
Pseudomonas putida TobE 1-291 1-291 99 99 AF180147
Burkholderia sp. TecE* 1-291 1-291 82 90 AF073900
Rhodococcus erythropolis 1-289 1-289 69 80 u24277
Rhodococcus sp. 1-289 1-289 68 79 D32142
Rhodococcus globerulus 1-286 1-286 64 76 X75633
Ps. pseudoalcaligenes 1-286 1-286 54 69 M83673
Pseudomonas aeruginosa 1-286 1-286 54 69 D83056
Pseudomonas sp. 1-286 1-286 54 69 X66122

Die Prozentangabe in der Spalte homologe Aminosduren gibt die Summe aus der Anzahl der identischen und
der Anzahl der strukturdhnlichen Aminosduren im angegebenen Aminoséuresequenzbereich an. Zum
Sequenzvergleich wurde die abgednderte Sequenz mit dem zusétzlich eingefiigten Nukleotid Guanin in Posi-
tion 277 verwendet.

* Bei TecE handelt es sich um ein Konstrukt, bei dem die inaktive Catechol-2,3-Dioxygenase iTecE durch
Einfligen von jeweils einem Nukleotid in den Positionen 143 und 484 zu einem aktiven Enzym umgewandelt
worden ist (BEIL et al., 1998).

So besitzt chzE(3) mit dieser Basenédnderung sowohl auf Nukleotidebene als auch auf Basis

der daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen eine Sequenzhomologie von jeweils 99% zu
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den Genen der 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase tobE aus Pseudomonas putida PB4071 (LI
& TAN, 1999) und der 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase todE aus Pseudomonas putida F1
(ZYLSTRA & GIBSON, 1989).

Interessanterweise findet sich in Burkholderia sp. PS12 (BEIL et al., 1998) eine inaktive
Catechol-2,3-Dioxygenase iTecE, die 82% identische Aminosauren zu CbhzE(3) besitzt. Nach
BEIL et al. (1998) ist die Inaktivitat von iTecE zum einen auf eine Basendeletion (Nukleotid-
Position 320) zuriickzufihren, die zu einer Rasterschubmutation fuhrt. Zum anderen besitzt
iTecE, vermutlich durch Basenaustausche (Positionen 143 und 484), in seinem Leseraster
zwei Stop-Codons, die zu einem vorzeitigen Abbruch der Transkription fihren.

Die aus der Nukleotid-Sequenz cbzE(3)ina:. Und der abgeénderten Sequenz von cbzE(3)ax:.
abgeleitete Aminosauresequenzen fir CbzE(3)inak. Und CbzE(3)ak:. sind in Abb. 3.5.7 darge-
stellt.

at gagcat t caaagat t gggct acct cgget t cgaagt cgcagat gt gecgt t cat ggegt accct cgecact acc

MSI QRLGYLGFEVADVRSWRTLATT

aggct ggggat gat ggaagect cagccagcgagacggaggegacgt t t cgaat cgact cacgt gect ggcgact g
R L GMMEASASETEA AT FRI DSRAWRIL

t cggt cagcagaggccccgcagacgact acct gt t t gccggt t t cgaggt ggat agt gaacaggggct acaggag
S VSRGPADIDYLUFAGFEVDSEOQGL QE

gt caaggaaagcct gcaggcccacggegt t accgt caaggt cgaaggagggfjaget gat t gccaaacgeggt gt g
vV K E S L QA HGV TV KV EUGGEUL I A KRGV
VKESLQAHGVYVTVIKVETGSG tS * « CDZE(3): naxe

cttgggttgatttcatgcaccgat ccgttcggcaat cgcgt cgagat ct act acggt gccaccgaact gtt cgag
L 6 LI s$ CTWDWPZFGNRVYVIEI YY GATEILF E

cgaccattcgcttcgecccaccggt gttt ct ggattt caaact ggagaccagggct t aggt cact at gt gt t gagce
R P F ASPT GV S GFQTGDOQGL GHY VL S

gt cgcagat gt ggacgcagcgcet cgect t ct at accaaggceat t ggget tt caget t gccgat gt cat cgact gg
V ADVIDAALAFYTI KA ALGFOQL ADV I DW

accatt ggt gacgggtt at ccgt gaccct ct act t cct gt act gcaat ggccgt caccact ccttcccctttgece
T 1 6D GL SV TULYFLY CNU GRHHSEFZPTFA

aagt t gccgggat cgaagcggct ccat cact t cat gct gcaagcet aat ggcat ggat gacgt gggect ggcat ac
KL P GSKRLHHFML QANGMMDUDVSGLAY

gacaaat t t gat gcggagcgt gcggt cgt t at gt cact t ggt cgacacacgaacgaccacat gatttcgttctac
DK FDAEWRAVVMSLGRHTNUDMHMMI S FY

ggt gccacgccct cggget t cgcggt cgagt acgget ggggecgeacgt gaggt gacccgecact ggt cggt ggt g
GATPSGFAVEYGWGAREVTIR HWSVYV

cgct acgaccgt at cagcat ct ggggacacaagt t ccaggcgcccgcect ga
R Y DRI SI WGHIKUFQAUPA*

Abb. 3.5.7 Translation der Nukleotidsequenz von chzE(3) mit und ohne Zufligen der vermutlich durch Deletion
verlorenen Base Guanin in Position 277. Die Transkription der gefundenen Nukleotidsequenz (ohne g in Position
277) fuhrt unmittelbar zu einem Abbruch der Transkription durch das in Position 280 beginnende Stop-Codon
tga (*) und damit zum inaktiven ChzE(3)i.x.. Die zugefiigte Base g ist grau hinterlegt, wei3 gedruckt und durch
einen senkrechten Pfeil markiert.
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Wahrend mit dem Hinzufligen der Base Guanin in Position 277 der iber 876 Basen verfi-
gende Leserahmen chzE(3).x:. richtig transkribiert wirde, endet der Leserahmen cbzE(3)inakt.
in Position 280, unmittelbar 3 Basen nach der vermuteten Basendeletion, durch das Stop-
Codon tga.

Aus Sequenzvergleichen und réntgenspektroskopischen Untersuchungen ergibt sich fur das
katalytische Zentrum das folgende, aus vier konservierten Aminosauren bestehende,
Sequenzmotiv [GNTIV]-x-H-Xs5 7-[LIVMF]-Y-X2-[DENTA]-P-x-[GP]-X2,3-E, wobei der Glu-
tamatrest (E) in die Bindung des Eisen involviert ist (HARAYAMA & REKIK, 1989; ASTURIAS
etal., 1994; HAN et al., 1995).

In Abb. 3.5.8 ist die aus chzE(3) abgeleitete Aminoséuresequenz mit denen von &hnlichen
Catechol-2,3-Dioxygenasen im Bereich der katalytischen Doménen gegenubergestellt.

CbzE(3) 211 FM-QANGVDDVGLAYDKFDAERAVVNSLERETNDHM 270
TecE 211  FM.QTNSMDDVGLAYDRFDAERAI VMIL{€R g TNDHW/! 270
TodE! 210 FM.QANGVDDVGLAYDKFDAERAVVVSL{ER g TNDHM 270
TodE? 211  FM.QANGVDDVGLAYDKFDAERAVVIVSL{ER g TNDHM 270
BphC 211 FM.ETKHVDDVGLAYDKFDADGT VVMIL{€R g TNDHWL 270
BpdE 211 LM ETTNLDDVGLAYDRCVEDDAVI LTL{€R g TNDHW/: 270
BphC 211 FM.EVASLDDVGFAFDRVDADGL| TSTL{€Ry TNDHW/: 270
ke . .

rkkkk o ke ok rkkhkkkkkkkhkk kk K - %

Abb. 3.5.8 Vergleich der Aminosauresequenz von ChzE(3) im Bereich der katalytischen Doménen mit sequenz-
ahnlichen Catechol-2,3-Dioxygenasen. Die zu dem Sequenzmotiv [GNTIV]-x-H-Xs 7-[LIVMF]-Y-X,-[DENTA]-
P-x-[GP]-x,3- E gehérenden Aminoséuren sind grau hinterlegt und weil gedruckt. ldentische Aminoséuren (*),
strukturell ahnliche (: ) und strukturell bedingt ahnliche (. ) Aminosauren sind gekennzeichnet. Der Glutamatrest
(E) ist in die Bindung des Eisen involviert. Die miteinander verglichenen Aminosauresequenzen stammen von
TecE aus Burkholderia sp. PS12 (AF073900); TodE® aus Pseudomonas putida DOT-T1 (Y18245); TodE? aus
Pseudomonas putida F1 (J04996); BphC' aus Rhodococcus sp. RHAL (D32142); BpdE aus Rhodococcus sp. M5
(U27591); BphC? aus Pseudomonas pseudoalcaligenes (M15333).
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4 Diskussion

Die enzymatischen Reaktionskaskaden beim Abbau von Chloraromaten iliber Catechole sind
weitestgehend aufgeklért. Viele Arbeiten haben die peripheren und zentralen Reaktionen un-
tersucht, wobei auch die daran beteiligten Enzyme biochemisch charakterisiert, zum Teil
kristallisiert und rontgenspektroskopisch untersucht wurden (REINEKE, 1984; RAMOS &
TiMMIS, 1987; REINEKE & KNACKMUSS, 1988; COMMANDEUR & PARSONS, 1990; CHAUNDRY
& CHAPADAMUGU, 1991; DE LORENZO et al., 1991; LI et al., 1991; HAMMER et al., 1993;
HOIER et al., 1994; ToOMASI et al., 1995; SHU et al., 1995; VOLLMER & SCHLOMANN, 1995).
Als Alternative zum modifizierten ortho-Abbau ist seit langem der meta-Weg bekannt, bei
dem eine Catechol-2,3-Dioxygenase in der Lage ist, Catechol, 3-Methyl-, 4-Methyl- und
4-Chlorcatechol umzusetzen (DUGGLEBY, 1979; HUGHES et al., 1984; MCCLURE &
VENABLES, 1986; MURRAY et al., 1972; SALA-TREPAT & EVANS, 1971; SALA-TREPAT et al.,
1972). Allerdings scheint es sich beim Abbau von 4-Chlorcatechol um einen langsam ablau-
fenden Prozess zu handeln, da alle bislang bekannten und 4-Chlorcatechol {iber den meta-
Weg metabolisierenden Stimme nur sehr langsam wachsen (ARENSDORF & FOCHT, 1994;
ARENSDORF & FOCHT, 1995; HIGSON & FOCHT, 1992; HOLLENDER et al., 1994). Der Abbau
von 3-Chlorcatechol iiber den meta-Weg schien bis vor kurzem als unmdglich, da
3-Chlorcatechol zum einen chelierend wirkt und so zu einer reversiblen Inaktivierung fiihren
kann (KLECKA & GIBSON, 1981) oder durch das bei der Ringspaltung entstehende reaktive
Sdurechlorid eine irreversible Inaktivierung der 2,3-Dioxygenase herbeifiihrt. Die Autoxida-
tion des akkumulierten 3-Chlorcatechols fiihrt dann folglich zu einem toxischen Effekt in der
Zelle (BARTELS et al., 1984).

MARS et al. (1997) konnten zeigen, dass Pseudomonas putida GJ31 die erstaunliche Eigen-
schaft besitzt, sehr effektiv mit Chlorbenzol zu wachsen, obwohl er den Abbau tiber 3-Chlor-
catechol und den meta-Weg betreibt.

Néhere Untersuchungen zeigten die Anwesenheit eines neuen Typs von Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase (KASCHABEK et al., 1998). Dieses Enzym CbzE ist offensichtlich gegeniiber

dem intermediér auftretenden 2-Hydroxymuconsdurechlorid unempfindlich.
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Weiterhin ergaben die Untersuchungen, dass sich das fiir die 2,3-Dioxygenase codierende
Gen cbzE auf einem 3,1 kbp groBen Pstl-Fragment befindet. Es liegt downstream von einem
Ferredoxin-Gen cbzT und upstream von einem Gen cbzX mit unbekannter Funktion sowie
einem 2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Dehydrogenase-Gen cbzG. Zudem ergab sich ein

schwacher Hinweis auf eine plasmidische Codierung von cbzE.

4.1 Transposons und moégliche Transpositionsereignisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Plasmid pKW1 aus Stamm GJ31 isoliert. Restriktions-
analysen ergaben eine GroBe von etwa 180 = 10 kbp. Durch Hybridisierungsexperimente
konnte gezeigt werden, dass das von MARS et al. (1997) analysierte Pstl-Fragment mit cbzE
plasmidisch codiert vorliegt.

Die Untersuchungen der genetischen Umgebung von cbzE ergaben, dass das chzTEXG-
Cluster und die sich daran downstream anschlieBende Glutathion S-Transferase durch zwei
Gene flankiert werden, welche groBe Ahnlichkeiten mit denen von Transposasen (TnpA) be-
sitzen. Beide Transposase-Gene weisen dieselbe Transkriptionsrichtung auf, wobei der
N-terminalen Bereich von tnpA(2) verkiirzt ist.

Nach unverdffentlichten Hinweisen von MARS wird pKW1 geringfligig kleiner, wenn Stamm
GJ31 durch Benzoat-Curing seine Eigenschaft verliert, auf Chlorbenzol zu wachsen.

Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass sich der Gencluster cbzTEXG auf einem
transponierbaren Element befindet, welches bei unspezifischem Wachstum auf Benzoat, ver-
mutlich durch eine Excision, verloren geht.

Versuche, das durch MARS postulierte verkleinerte Plasmid der Mutante QM1 zu isolieren,
filhrten nicht zum Erfolg. Folglich konnte keine vergleichende Restriktionsanalyse beider
Plasmide erstellt werden und keine direkte Aussage tiber mogliche deletierte oder verkleinerte
Banden beim Fragmentmuster von QM1 getroffen werden.

Excisionsvorgénge, wie sie bei Wachstum von Stamm GJ31 auf Benzoat vermutet werden,
konnten auch bei den TOL-Plasmid tragenden Organismen Pseudomonas putida PaWl
(WILLIAMS & MURRAY, 1974; BAYLEY et al., 1977), Pseudomonas putida MT15 (KEIL et al.,
1985), Pseudomonas putida MT20 (WORSEY & WILLIAMS, 1977) und dem zu PaW1 sehr
dhnlichen Stamm HS1 beobachtet werden (KUNZ & CHAPMAN, 1981).

Wuchs Pseudomonas putida PaW1 mit Benzoat, so verlor sein TOL-Plasmid pWWO0 relativ

schnell ein 39 kbp-Fragment, das bei allen isolierten Mutanten exakt an der gleichen Stelle in
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pWWO herausgetrennt wird. Zuriick blieb ein kleineres Plasmid mit etwa 78 kbp (WILLIAMS
& MURRAY, 1974; BAYLEY et al., 1977).

Pseudomonas putida MT15 enthilt ein 250 kbp groBes TOL-Plasmid pWW 15, welches bei
Wachstum auf Benzoat spontanen Deletionsereignissen unterliegt. Diese Deletionen fiihrten
zu zwei Arten von Mutanten B3 und B5 mit unterschiedlichen phéanotypischen Eigenschaften
(KEIL et al., 1985).

Stamm HS1 enthélt das Plasmid PpC1 mit einer Grofle von etwa 120 kbp und wichst mit
Toluol, m-Xylol, p-Xylol oder Benzaldehyd. Nach Wachstum mit Benzoat konnten verschie-
dene Derivate von HS1 mit unterschiedlich groBen Plasmiden isoliert werden. So konnte das
Derivat PpCM1 mit dem Plasmid pDKM 1 weiterhin mit Benzaldehyd wachsen, hatte aber die
Fahigkeit, Toluol bzw. Xylole zu metabolisieren, verloren. pPDKM1 besall nur noch eine
GroBle von etwa 100 kbp. PpCT1 wuchs auf Toluol und Benzaldehyd, allerdings nicht mehr
auf Xylol. Sein Plasmid pDKT]1 hatte sich auf etwa 80 kbp verkleinert (KUNZ & CHAPMAN,
1981).

In Pseudomonas putida UCC22, einem Abkommling von PaW1, der durch Adaptation und
Wachstum auf aromatischen Aminen generiert worden war, konnte das Plasmid pTDNI iso-
liert werden. Die katabolischen Gene befinden sich in einer etwa 26 kbp groflen Region, wel-
che durch zwei 1,8 kbp grofle direkte Sequenzwiederholungen eingerahmt ist. Bei nicht
selektivem Wachstum kam es sehr schnell zu einer Deletion dieser Region (SAINT et al.,
1990; MCCLURE & VENABLES, 1987).

Alcaligenes eutrophus A5 ist in der Lage, Biphenyl und Chlorbiphenyl zu metabolisieren.
Sein etwa 75 kbp grofles Plasmid tragt die fiir den Abbau von 4-Chlorbenzoat codierenden
Gene (cbp). Nach mehrfacher Kultivierung auf nicht selektivem Medium verlor Alcaligenes
eutrophus A5 seine Féahigkeit, 4-Chlorbenzoat zu mineralisieren. Sein Plasmid pSS50 besitzt
nur noch eine Grofle von 51 kbp und enthélt weder die Gene fiir den Chlorbiphenylabbau
noch fiir den Chlorbenzoatabbau (SPRINGAEL et al., 1993).

Alle bisher erwdhnten Excisionsvorgédnge flihrten ausnahmslos nicht nur zu einer Verkleine-
rung des Plasmides, sondern auch zu einem irreversiblen Verlust der katabolischen Informa-
tion.

Dagegen wurden auch mehrere mobile DNA-Elemente sowohl in prokaryontischen als auch
in eukaryontischen Organismen beschrieben, die nach ihrer Excision nicht verloren gehen,
sondern als zirkuldre Intermediate in der Zelle verbleiben (MORISATO & KLECKNER, 1984;
ROSE & SNUTCH, 1984; SCOTT et al., 1988; TURLAN & CHANDLER, 1995; KALLASTU et al.,

1998). Da in dieser Arbeit durch PCR-Experimente nachgewiesen werden konnte, dass cbzE
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und seine angrenzenden Bereiche nicht mehr in der Mutante QM1 vorhanden waren, kann
dieser Mechanismus fiir GJ31 ausgeschlossen werden.

Fiir den Excisionsmechanismus werden je nach Familienzugehorigkeit der transponierbaren
Elemente zwei unterschiedliche Modelle vorgeschlagen (EGNER & BERG, 1981; GOLDBERG et
al., 1990; HALLET & SHERRAT, 1997).

Die Transposition erfolgt im wesentlichen nach einem dieser beiden Mechanismen:

o Der konservative oder ,,cut and paste“-Weg. Dabei wird das transponierbare Element aus
der Donor-DNA ausgeschnitten und an einer neuen Stelle in die Empfianger-DNA inte-

griert. Das Transposon Tn5 wird beispielsweise durch diesen Mechanismus iibertragen.

o Der replikative Weg. Das transponierbare Element wird repliziert, und eine Kopie bleibt
an der Ursprungsstelle erhalten, wihrend die zweite Kopie an neuer Stelle integriert wird.
Dabei bildet ein Komplex, bestehend aus Donor- und Empfianger-DNA eine Zwischen-
stufe, das sogenannte Cointegrat. Uber den replikativen Weg bewegt sich beispielsweise

das Transposon Tn3.

Ob Transpositionsvorgdange Mutationen durch Insertionen, aber auch Inversionen und Dele-
tionen zur Folge haben, hingt mit dem Vorgang der Cointegrat-Bildung und -Auflosung zu-
sammen. Die Verhéltnisse sind in Abb. 4.1 dargestellt. Wahrend bei einem Rekombinations-
ereignis zwischen zwei auf dem Chromosom oder Plasmid nahe gelegenen aber entgegen-
gesetzt orientierten Transposons der dazwischen liegende Nukleotidbereich invertiert wird,
findet bei gleichgerichteter Orientierung eine Deletion des DNA-Abschnittes zwischen den
Transposons statt. Das Schicksal des ausgeschnittenen DNA-Fragmentes ist ungewiss. Sie
kann unter Beschadigung repariert werden oder geht durch Abbau ganz verloren (MORISATO
& KLECKNER, 1984; ROSE & SNUTCH, 1984; ScOTT et al., 1988; TURLAN & CHANDLER,
1995; KALLASTU et al., 1998).

Eine Gemeinsamkeit aller Modelle ist, dass mindestens eine aktive Transposase innerhalb des
transponierbaren Elementes vorhanden sein muss. Zudem bildet sowohl bei den einfachsten
transponierbaren Elementen, den IS-Elementen, als auch bei den zusammengesetzten, kom-
plexeren Transposons das Vorhandensein terminaler gleichgerichteter oder invertierter Repe-
titionen eine entscheidende Voraussetzung. Eine Anordnung, wie sie in Abb. 4.1-1I skizziert
ist, findet sich auch bei den beiden gleichldufig orientierten und den cbzTEXG-Cluster flan-
kierenden Transposase-Genen tnpA(1) und tnpA(2) wieder. Dabei wiirde der chzTEXG-
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Cluster sowie die sich daran downstream anschliefende Glutathion S-Transferase den zentra-
len Bereich eines IS-Elementes bilden. Bei unspezifischem Wachstum auf Benzoat konnte es
dann zu einer Uberlagerung der beiden Transposase-Gene kommen und somit, wie in Abb.
4.1 angedeutet, zu einer Excision der durch die Transposasen eingeschlossenen Region fiih-
ren.

Dieses Modell der beiden sich iiberlappenden Transposase-Gene tnpA(1) und tnpA(2) muss
allerdings verworfen werden, da sie zum einen in ihrer niheren Umgebung weder direkte
noch invertierte Sequenzwiederholungen besitzen, wie sie fiir aktive IS-Elemente postuliert
werden. Zum anderen ergaben PCR-Experimente, dass auch Bereiche, sowohl upstream als
auch downstream des durch die Transposase-Gene flankierten Bereiches, in der Mutante QM 1
fehlen. Daraus kann geschlossen werden, dass ein groBerer Bereich als der bislang ange-

nommene durch ein Excisionsereignis verloren gehen muss.

— Transposons in entgegengesetzter Orientierung — — Transposons in gleicher Orientierung —
[ (=] N — | | | = =
\L Paarung der inversen Repetitionen l Paarung der direkten Repetitionen
I [==]
—

l Rekombination \L Rekombination

=] =3 | +
L—— invertierter Abschnitt ———
Chromosom/Plasmid freigesetzter Abschnitt
mit einem Transposon mit einem Transposon

Abb. 4.1 Rekombinationsmodelle fiir (I) die Inversion eines DNA-Abschnittes zwischen zwei identischen
Transposons in entgegengesetzter Orientierung; (I1) die Deletion bzw. Excision eines DNA-Abschnittes zwi-
schen zwei identischen Transposons in gleicher Orientierung. Durch diesen Vorgang wird jeweils ein Trans-
poson auf die entstandenen beiden DNA-Molekiile verteilt.
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Bei einer Gegeniiberstellung der Organisationsstrukturen von Transposons der Klasse II und
dazu verwandter Transposons fallt auf, dass die degradativen Gencluster durch Inverted
Repeats mit einer Lange von 38 bp (Tn4653, Tn4655), 39 bp (Tn4656) bzw. 46 bp (Tnd651)
flankiert werden. Die fiir den Transpositionsvorgang benotigte Transposase sowie fiir die
Auflésung des Cointegrates zustdndige Resolvase sind mit Ausnahme von Tn1404, Tn4653,

Tn4651 und Tn4655 unmittelbar neben dem rechten IR lokalisiert.

[RY____mpA ) Tn301
5 kb <..®| tnpA W < —Pp Tn1720
Tn1722

T 1
o WVep H_EX thpA )N Tc |—> Tn1721

< Su = <R[ __mpA ) Tn1404
« T 237} Y [R___meA ) Tnd656
4+— Tndo31 | R Tn4653
> v % U Tn4651
4¢—(r jo—(C w_Ju{_ v ] P Tn4655
«___Fe 1 Su [RY____mpA ) Tn21
< [ARECELELY e Y @p— cvztxc »——I@R[__tvA P  Tn?von GJ31

Abb. 4.2 Strukturen von katabolischen Transposons der Klasse II sowie verwandten Transposons. Symbole und
Abkiirzungen: schwarzes Dreieck, terminale Sequenzwiederholung; weifles Dreieck, 1S1246 (REDDY et al.,
1994), weiBler Pfeil, IS26 (SCHNABEL & JONES, 1999); schwarzer Kreis, res-site (interne Auflosungsstelle der
Resolvase); schwarzer Halbkreis, defekte res-site; tnpA, Transposase; R,S und T, Gene fiir die Auflosung des
Cointegrates; nah, nah-Gene; xyl, xyl-Gene; M und M1, meta-Operon; U, oberer Abbauweg; Hg, Gene fiir
Quecksilberresistenz; Sm, Gene fiir Streptomycinresistenz; Su, Gene fiir Sulfonamidresistenz; Tc, Gene fiir
Tetracyclinresistenz; Mcp, Gene fiir Membranproteine (Methyl-Accepting Chemotaxis Proteine). Tn4651 und
Tn4653 befinden sich auf pWWO0, Tn4655 befindet sich auf NAH7 und Tn4656 befindet sich auf pWW53-4. Die
Operons fiir den oberen Abbauweg codieren im Falle des TOL-Plasmides die Gene fiir die Umwandlung von
Toluol und Xylolen zu den entsprechenden Carbonsduren, im Falle von NAH7 die Gene fiir die Umwandlung
von Naphthalin zu Salicylat. Die meta-Operons codieren Gene fiir die Umwandlung der Endprodukte der oberen
Abbauwege zu Catechol bzw. den entsprechenden methylierten Derivaten und dann weiter zu zentralen
Stoffwechselmetaboliten. Auf Tn4656 befindet sich nur eins (M1) von zwei meta-Operons von pWW53. Die
downstream vom Xyl-Operon liegenden Regulator-Gene XylS und xyIR sowie das upstream vom nah-Operon
liegende Regulator-Gen nahR sind nicht eingezeichnet. Das schwarz/weil3 gestreifte Dreieck kennzeichnet die
Lage des linken IR von IS1071 auf pKW1.

Bei Tn1404 und Tn4653 sind die internen Aufldsungsstellen (res-sites) vermutlich durch an-

dere Transpositionsereignisse (Insertion von IS26 in Tn1404) nur noch unvollstindig vorhan-
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den und dadurch inaktiv. Bei Tn4651 liegen die Gene fiir die Cointegrat-Aufldsung mitsamt
ithrer res-site upstream vom Abbau-Cluster.

Tn4655 besitzt zwar ein tnpR-Gen und eine intakte res-site, allerdings fehlt das Gen fiir eine
Transposase. Das tnpR-Gen ist mit 1,8 kbp etwa dreimal ldnger als vergleichbare Resolvase-
Gene der Klasse II. Untersuchungen ergaben, dass TnpR nicht nur Auflosungs-Reaktionen,

sondern auch Integrations-Reaktionen katalysieren kann.

Eine vergleichbare Struktur liegt auch bei dem vermutlich mobilen Element von pKW1 vor.
Das downstream von cbzJ sitzende Transposon Tn5501 kdonnte das rechte Ende eines kom-
plexen Transposons darstellen, wihrend eine zum rechten 38 bp-IR von Tn5501 komplemen-
tire IR-Sequenz upstream vom chzTEXG-Cluster das linke Ende bildet. Tn5501 besitzt als
Mitglied der Tn3-Familie eine Transposase und eine Resolvase. Vermutlich verfiigt Tn5501,
dhnlich wie Tn1404 und Tn4653, nur iiber eine unvollstindig vorhandene res-site (Daten
nicht gezeigt).

Eine zur rechten 38 bp langen IR-Sequenz komplementire Nukleotidabfolge ist auf dem bis-
her upstream von Tn5501 sequenzierten und sich liber etwa 15 kbp erstreckenden Bereich
nicht vorhanden. Etwa 9.9 kbp strangaufwirts folgt eine 38 bp lange und zur Tn3-Familie
gehorende, 38 bp umfassende, IR-Sequenz. Allerdings bildet diese den linken Fliigel des 262
bp langen sogenannten A-x-IS-Elementes und besitzt zum rechten IR von Tn5501 lediglich
eine Ubereinstimmung in 11 von 38 Nukleotiden (29%). Weitere 1,5 kbp upstream vom A-x-
[S-Element liegt innerhalb von traG ein 38 bp langer Bereich, der in 22 Nukleotiden (58%)
komplementir zum rechten IR von Tn5501 ist und somit als linker ,,Anker* eines Klasse-II-
Transposons dienen konnte. Hier stellt sich die Frage, wie niedrig die Ubereinstimmung der
beiden zueinander komplementdren IR-Sequenzen sein darf, damit ein Transpositionsvorgang
noch stattfinden kann. TSUDA & GENKA (2001) beobachteten beim 39 kbp grofen Tn4656
eine Transpositionsaktivitdt, dessen 39 bp langen IR-Sequenzen in nur 27 Nukleotiden (69%)
iibereinstimmten.

Ebenso besteht die Moglichkeit, dass die vermutete IR-Sequenz auBBerhalb des bisher sequen-
zierten Bereiches liegt. Somit besdfe das Transposon eine Grofle von mehr als 20 kbp.

Bei der Gegeniiberstellung in Abb. 4.2 fillt auf, dass die linke IR-Sequenz vergleichbarer
Transposons in den meisten Féllen mehrere 10 kbp upstream von der zu ihr komplementéren
rechten IR-Sequenz liegt. So flankieren bei Tn4653, welches Bestandteil des TOL-Plasmides
pWWO ist, die beiden 46 bp umfassenden IR-Sequenzen einen Bereich von etwa 70 kbp.
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Selbst das in Tn4653 integrierte Klasse-II-Transposon Tn4651 besitzt noch eine Grofle von 56
kbp, wihrend Tn4655 und Tn4656 Bereiche von 38 kbp bzw. 39 kbp umfassen.

Tn5501 wird zur Tn3-Familie gezahlt. Vertreter dieser Familie bewegen sich in der Regel mit
Hilfe des replikativen Mechanismus, d.h. das transponierbare Element wird repliziert, und
eine Kopie bleibt an der Ursprungsstelle erhalten, wihrend die zweite Kopie an neuer Stelle
integriert wird. Beispiele fiir Excisionen unter Beteiligung von Transposons der Klasse II sind
bisher nicht bekannt (SHERRATT, 1989).

So findet beispielsweise die Excision eines 39 kbp umfassenden Bereiches aus dem TOL-
Plasmid pWWO bei unspezifischem Wachstum auf Benzoat nicht unter direkter Beteiligung
der Transposons Tn4653 und Tn4651 statt. Zwei gleich orientierte 1275 bp lange Sequenzen,
die sogenannten IS-Elemente [S1246, flankieren ein 39 kbp Fragment auf Tn4651 und bilden
ein Transposon der Klasse I. Fiir die Excision wird eine Rekombination der beiden IS-Ele-
mente nach Abb. 4.1-II verantwortlich gemacht (ASSINDER & WILLIAMS, 1990; REDDY et al.;
1994). Folglich scheint ein Transposon der Klasse II, bestehend aus Tn5501 am rechten Rand
und einer geeigneten IR-Sequenz am linken Rand des cbhzTEXG-Clusters, kein geeignetes

Modell fiir die Deletion von chzE zu sein.

4.2 Ein neues meta-Operon in Stamm GJ31

Gene des meta-Abbauweges sind gewohnlich in einem Operon angeordnet, welches dann
induziert wird, wenn aromatische Substrate vorhanden sind. Das gleiche gilt fiir Gene von
peripheren Abbauwegen, wie beispielsweise die des oberen Abbauweges. Alle Abbauwege
konnen sowohl plasmidisch als auch chromosomal codiert vorliegen (WILLIAMS & SAYERS,
1994; MARQUES & RAMOS, 1993; LEHRBACH & TiMMIS, 1983; RAMOS et al., 1997; REINEKE,
1998).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf dem Plasmid pKW1 ein vollstindiger meta-Abbauweg
samt entgegengesetzt orientiertem Regulatorgen und Promotorbereich identifiziert werden.
Hybridisierungsexperimente zeigten, dass sich das meta-Operon und der chzTEXG-Cluster in

unmittelbarer Ndhe zueinander befinden (siche Abb. 4.3 néchste Seite).
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4.3 Vergleich der beiden Abbau-Cluster von Stamm GJ31 mit

Abbauclustern anderer Stamme

Der Vergleich der beiden in Stamm GJ31 gefundenen Abbaucluster mit meta-Wegen anderer
Organismen macht deutlich, dass diese sich in bezug auf ihre Genorganisation in zwei

Untergruppen einteilen lassen (Abb. 4.5 nichste Seite).

Sowohl xyl-Operon vom TOL-Plasmid pWWO (GREATED et al., 2002) , dmp-Operon aus
Pseudomonas sp. CF600 (SHINGLER et al., 1992) als auch das bph-Operon aus Pseudomonas
sp. Plasmid pWW 110 (CARRINGTON et al., 1994) und das nah-Operon aus Pseudomonas pu-
tida PpG7 (YEN & GUNSALUS, 1982; SIMON et al., 1993; SANSEVERINO et al., 1993; BORONIN
et al., 1989) besitzen neben dem durch die 2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Hydrolase
gebildeten hydrolytischen Abbauzweig auch den dehydrogenolytischen Zweig. Bei diesem
befindet sich zum einen zwischen dem Gen der Catechol-2,3-Dioxygenase und dem der
2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Hydrolase das einer 2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-
Dehydrogenase, zum anderen schlielen sich downstream von der 2-Keto-4-oxovalerat-Aldo-
lase die Gene fiir die 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase und die 4-Oxalocrotonat-Tautomerase

an.

OH A T)
Z~ TCOOH [ COOH
—>
X COOH COOH
NAD% BD\‘
NADH + H*
OH OH co, CT
OH _ HCOOH
COOH COOH _,
0. o/ . >, Tec
S, X CHO WA N
B

Abb. 4.4 Ausschnitt aus dem Abbaumechanismus fiir Catechol iiber A den dehydrogenolytischen Weg (Oxalo-
crotonat-Weg) und B den hydrolytischen Weg. Die an den einzelnen Reaktionsschritte beteiligten Enzyme sind
durchnumeriert: [J Catechol-2,3-Dioxygenase; 0 2-Hydroxymuconséuresemialdehyd-Dehydrogenase; [I 4-Ox-
alocrotonat-Tautomerase; [ 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase; [I 2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Hydrolase.
TCC = Tricarbonsdurecyclus.
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Zusitzlich liegt bei den zum Xyl-Operon dhnlichen Clustern upstream von der Catechol-2,3-
Dioxygenase ein Ferredoxin, welches vermutlich zur Stabilitdt des Eisen-(II)-Ions gegen Oxi-
dation verantwortlich ist.

Aus neueren kinetischen und spektroskopischen Untersuchungen geht hervor, dass die den
Catechol-2,3-Dioxygenasen vorangestellten [2Fe-2S]-Ferredoxin-dhnlichen Proteine wie
CbzT aus GJ31, AtdS aus dem Anilin-Abbauer Acinetobacter sp. YAA (TAKEO et al., 1998)
oder CdoT aus einem Nitrobenzol-verwertenden Stamm Comamonas sp. JS765 (PARALES et
al., 1997) dhnlich wie XylT aus Pseudomonas putida pWWO0 einen Komplex mit der
Catechol-2,3-Dioxygenase bilden und so zu einer effektiven Reaktivierung des Proteins fiih-

ren (HUGO et al., 1998; HUGO et al., 2000; TROPEL et al., 2002).

In eine weitere Gruppe lassen sich beispielhaft das tod-Operon aus Pseudomonas putida F1,
das bph-Operon aus Pseudomonas sp. KKS102 (KIMBARA et al., 1989) und das mhp-Operon
aus Escherichia coli O157:H7 EDL933 (PERNA et al., 2001; ARAI et al., 1999) einordnen.
Diese besitzen wie das meta-Operon aus Stamm GJ31 nur Gene, welche fiir eine Metabolisie-
rung iiber den hydrolytischen Weg erforderlich sind.

Auftillig ist, dass die Anordnung der Gene fiir die Hydroxymuconsiure-Hydrolase, die
4-Oxo0-2-pentenoat-Hydratase, die Acetaldehyd-Dehydrogenase und die 4-Hydroxy-2-oxo-
valerat-Aldolase mit Ausnahme des bph-Operons aus Pseudomonas sp. KKS102, bei dem die
Hydrolase vermutlich durch ein Transpositionsereignis verloren gegangen ist, hoch konser-
viert zu sein scheint. Ebenso liegt die Dioxygenase, wieder mit Ausnahme von Stamm

KKS102, bei allen Operons upstream von dieser konservierten Genanordnung.

Der Vergleich der beiden degradativen Cluster von GJ31 verdeutlicht, dass der Transposon-
bereich um cbzE (cbzTEXG-Cluster) in der Organisation seiner Gene groBe Ahnlichkeiten mit
einem Teil der Anordnung des xyl-Operons, das meta-Cluster chzE(2)FJ(2)QK groBe Ahn-

lichkeiten mit dem tod-Operon bzw. mhp-Operon besitzt.

Bemerkenswert ist die groBe Ubereinstimmung des cbz-Operons beziiglich Genorganisation
mit der des mhp-Operons aus E. coli EDL933 (PERNA et al., 2001). Dabei ist nicht nur eine
auffillige Homologie der Gene von Dioxygenase bis zur Aldolase vorhanden, sondern auch
der sich daran anschlieende, vermutlich fiir ein Transporter-Gen codierende Leserahmen
ORF2. Ein Unterschied besteht darin, dass sich ORF2 im cbz-Operon unmittelbar an die

Aldolase CbzK anschlieft, wiahrend beim mhp-Operon ein mehrere hundert Basenpaare
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grofler Bereich dazwischen liegt. Der groffte Unterschied zwischen diesen beiden Operons
besteht in der Abwesenheit des fiir die 3-(3-Hydroxyphenyl-)propionat-Hydroxylase codie-
renden Gens mhpA, welches sich im mhp-Operon zwischen den Genen fiir den Regulator
mhpR und der Dioxygenase mhpB befindet. Weitere Ahnlichkeiten bestehen in der Lage und
Orientierung des Regulator-Gens mhpR und gntR des cbz-Operons.

Im upstream-Bereich von mhpR folgt auf einen ORF mit unbekannter Funktion ein Leserah-
men, welcher Ahnlichkeiten zu Regulator-Genen der AraC-Familie besitzt und dessen mogli-
cher Einfluss auf die Regulation des mhp-Operons nicht ausgeschlossen werden kann.
Dieselbe Anordnung mit derselben Orientierung findet sich auch beim meta-Operon von
GJ31, bei dem ORF4 ebenfalls gewisse Ahnlichkeiten mit Regulator-Genen aufweist, sich
allerdings in der Lange (537 Nukleotide im Vergleich zu 951 Nukleotide bei mhpR) stark un-
terscheidet.

Die AraC-Familie gehort zu den grofften Familien positiver Regulatoren (GALLEGOS et al.,
1993; Ramos et al., 1990) und ist nach dem Regulator AraC des L-Arabinose-Operons aus
Escherichia coli benannt, dem ersten Protein, welches als Transkriptions-Regulator identifi-
ziert, gereinigt und biochemisch charakterisiert worden ist (GREENBLATT & SCHLEIF, 1971;
SCHLEIF, 1969). Zu den Mitgliedern gehort auch das XylS-Protein aus Pseudomonas putida,
welches durch xylS auf dem TOL-Plasmid pWWO codiert ist und als Transkriptions-Aktivator
fiir das meta-Operon fungiert. Obwohl es sich bei fast allen Vertretern dieser Familie um po-
sitive Transkriptions-Aktivatoren handelt, besitzen zwei Mitglieder die Eigenschaft, sowohl
als Repressor als auch als positiver Regulator zu dienen (FETHERSTON et al., 1996). Bei einem
dieser Mitglieder handelt es sich um AraC aus E. coli, welches auch dem cbz-Operon sehr

dhnlichen mhp-Operon aus E. coli vorgelagert ist.

Nach GALLEGOS et al. (1997) enthalten die Regulatorproteine der AraC-Familie zwei kurz
hintereinander folgende Helix-Turn-Helix-Motive. Diese befinden sich in der Regel in einem
sich iiber etwa 100 Aminosduren erstreckenden Bereich des C-Terminus. Das erste HTH-Mo-
tiv ist weniger stark konserviert, was vermutlich auf die unterschiedlichen Operatorsequenzen
der verschiedenen zu regulierenden Operons zuriickzufiihren ist. Die deutlich héhere Konser-
vierung des zweiten HTH-Motives ergibt sich vermutlich aus seiner gemeinsamen Aufgabe
fiir alle Vertreter dieser Familie, wie beispielsweise den Kontakt mit dem Transkriptionsappa-

rat.
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Eine Gegeniiberstellung der aus den Leserahmen ORF4 (cbz-Operon) und AraC (mhp-
Operon) abgeleiteten Aminosduren ergeben trotz der unterschiedlichen Langen (ORF4: 179
Aminosduren; AraC: 257 Aminosiuren) in mehreren Bereichen iiberraschend groBe Ahnlich-
keiten. So ergibt sich eine Ubereinstimmung in 69 Positionen (39% der Gesamtsequenz von
ORF4), in denen entweder identische oder funktionelle Konservierung vorhanden ist. Ebenso
gibt es 97 Positionen (54% der Gesamtsequenz von ORF4), in denen eine Homologie zwi-

schen ORF4 und AraC besteht.

AraC 1 MRPLTVAI | AVAGFSPFHLSVPFI VFSEKMAEKKRFHVI | CAEKPGNVDSADGFSVTATH 60
ORF4 1 MKVRRWAGTQEEKSVF------------ LSDALAPHTYEYEHVPGFATSL- - - - | WETA 44
* . * . * *x % I * * % * . *
AraC 61 DYTAVI QADI VI | PYWGTI TQKPPQKLLEALTTARDNGAQ VGLCLGTFVLGYAGLLKNK 120
ORF4 45 SLPVI PEGLVDPVRESSTLLPKPGETKCLAVSFPPDS- - - - - - - - - - - - VFGSSDFDPND 92
. . . . * - * Kk - * . * * -k - . *
AraC 121 RAATHWEFEREFQARFPQTHLDI NALYVDDDG | TSAGTAAALDCCLYI VRQHFGSDYAN 180
ORF4 93 ANAEQQRKLLGLYECFDPERPGVHASPTI DYGVWVKGPLI LELD---------------- 136
* - . * . - % * ke os * *
AraC 181 H ARRMWVPPYRTGGQAQFI EQPVPKNTHDERI NLLLDYLRONI AQQHDLDSLACQRVMVE 240
ORF4 I e DGEVREL SSGDVWQQGNV- 155
e * - k. .
AraC 241 RRTLTRHFMKATGSSI AEW.| TERLRRSQELLGSSQLPVERI AAEVGFLSPVTWRQHFKS 300
ORF4 156 ------ HAWRNPGSEPA- - LI TFI L= === = == === s ms s oo oeeo o mce oo 172
* . . * % ) * * k k *
AraC 301 HFGVSPAEVRKTFRGVA

ORF4 173 -1 GANTKQ --------

Abb. 4.6 Sequenzvergleich zwischen der aus ORF4 abgeleiteten Aminoséuresequenz aus GJ31 mit der Amino-
sduresequenz von AraC upstream vom mhp-Operon aus Escherichia coli EDL933 (PERNA et al., 2001)

Ein offener Leserahmen ORF3 mit bislang unbekannter Funktion wie er auch beim mhp-
Operon beobachtet wird, liegt zwischen ORF4 und gntR. Allerdings sind hier die Aminosiu-
resequenzen dieser beiden Leserahmen so unterschiedlich, dass ein Vergleich nicht moglich

ist.

4.4 CbzE(2) - eine neue Catechol-2,3-Dioxygenase in Stamm GJ31

Neben der durch MARS et al. (1997) identifizierten Dioxygenase CbzE konnte auf dem Plas-
mid pKW1 von Stamm GJ31 eine weitere Catechol-2,3-Dioxygenase CbzE(2) identifiziert
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werden, deren Gen Bestandteil des meta-Operons ist und dessen abgeleitete Aminosdurese-
quenz sehr hohe Ubereinstimmungen mit denen der 2,3-Dihydroxyphenylpropionsiure-1,2-
Dioxygenase MhpB aus E. coli K-12 W3110 (BURLINGAME & CHAPMAN, 1983) sowie der
Catechol-2,3-Dioxygenase Mpcl aus Alcaligenes eutrophus JMP222 (KABISCH & FORT-
NAGEL, 1990) besitzt.

Stellt man die Aminosduresequenzen der N-terminalen und C-terminalen Bereiche von
CbzE(2), MhpB und Mpcl gegeniiber, so ergeben sich in 39 Positionen (23% der Gesamtse-
quenz) Ubereinstimmungen, bei denen entweder identische oder funktionelle Konservierung
in allen sechs Sequenzen vorhanden sind. Ebenso gibt es 66 Positionen (39% der Gesamtse-
quenz), in denen eine paarweise Ahnlichkeit zwischen der N-terminalen und der

C-terminalen Doméne von CbzE(2) entweder mit MhpB oder Mpcl beobachtet werden kann.

CbzE(2) 1  MNAYLHCLSHTPLI GHFDPTQDVLDEVAEVVRAARARI EAFNPELVWWLFAPDHYNGFFYD 60

MhpB 1  MHAYLHCLSHSPLVGYVDPAQEVLDEVNGVI ASARERI AAFSPELVWLFAPDHYNGFFYD 60 « N
Mocl 1  MPI QLECLSHTPLHGYVDPAPEVVAEVERVQAAARDRVRAFDPEL VVWFAPDHFENGFFYD 60
CbzE(2) 172 --LGSGELSHQP------ PVPELAKVDARM - - - ADRLMGSGRDL- - - PPEERDARTQQ- 206 -
MpB 172 --LGSGELSHQP------ PVPELAKADAHM - - - RDRLLGSGKDL- - - PASERELRQQOR- 206 « C
Mpcl 172 --VGSGE SHEP- - - - - - PVPELAGASEEV- - - - AERLI A- GRN- - - - PSPESAARQAR- 204 -
sk k% * .. . -k . . . .
CbzE(2) 61 VMPPFCLGVAAEAI GCDFGSLVGTLSVPKELAEACAESVLTSG DLAVSYRMQVDHGFAQP 120 -
MhpB 61 VMPPFCLGVGATAI GDFGSAAGEL PVPVELAEACAHAVIKSG DLAVSYCMVDHGFAQP 120 » N
Mocl 61 VMPPFCI GAAATAI GDFKSLAGKLPVPADLAL SLAESVVAADI DVALSHRMQVDHGCADA 120
CbzE(2) 215 ----- VVWAAERFVEDONTLHPLNPKWDQYFLDVWEQDLVSQLD- DLSN— SHLSELAGK 266
MpB 215 ----- VI SAAEKFVEDQRTLHPLNPI WDNQFMTLLEQGRI QELD- AVSN— EELSAI AGK 266 « C
Mpcl 213 ----- TVAAAKSFVAGDSHLHPLNPEWDRAFL SLLASGEL TAVD- GMTN- —DAlI TRDGGK 264 »
CbzE(2) 121 LEFLLGGLDKYPVLPVFVNCVAPPLPTFERVRLLGEAI GRFTRGLNKRVLF. . . .. 171 -
MhpB 121  LEFLLGG.DKVPVLPVFI NGVATPLPGFQRTRMLGEAI GRFTSTLNKRVLF. . . . . 171 - N
Mpcl 121  LAALTGSLHRYPVI PVFI NSVAPPVATLRRARLLGDAVGRFLSRAGKRVLV. . . . . 171 -
CbzE(2) 268 STHE- - - VKAWAAFSALAAHGAYTATDRYYRPI PEW AGFGSI SAHTOQR- 314 -
MhpB 268  STHE- - - | KTW/AAFAAI SAFGNVWRSEGRYYRPI PEW AGFGSL SARTEN- 314 « C
Mocl 266  SAHE- - - | RTWAAFGALAAYGPYRASL DFYRAI PEW AGFATMHAEPAAV 313 -

Abb. 4.7 Aminosduresequenzvergleich der aminoterminalen Doménen N (Position 1-171) und der carboxyter-
minalen Doménen C (Position 172 bis Ende) von CbzE(2) aus dieser Arbeit mit der sequenzihnlichen 2,3-Dihy-
droxyphenylpropionat-1,2-Dioxygenase MhpB aus Escherichia coli K-12 W3110 (D86239) und der Catechol-
2,3-Dioxygenase Mpcl aus Alcaligenes eutrophus JMP222 (X52414). Identische Aminosduren (*), funktionell
dhnliche in allen sechs Sequenzen (: ) (erlaubt sind: I/L/V/M, S/T, D/E, D/N, E/Q, A/G, A/S, R/K/H, F/Y) sowie
paarweise Ahnlichkeiten innerhalb des amino- oder carboxyterminalen Bereiches (. ) sind gekennzeichnet.

Die Ahnlichkeiten der amino- und carboxyterminalen Bereiche ldsst vermuten, dass diese
Enzyme, dhnlich wie die 2,3-Dihydroxybiphenyl-1,2-Dioxygenase aus Pseudomonas sp.
LB400 (HAN et al., 1995), aus einer Genverdoppelung zu einem fritheren Evolutionszeitpunkt

stattgefunden haben muss (SPENCE et al., 1996).
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4.5 Abbau von 3-Chlorcatechol bzw. 4-Chlorcatechol

Beim Abbau von 3-Chlorcatechol werden sowohl die 2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-
Hydrolase als auch die 2-Hydroxymuconsiuresemialdehyd-Dehydrogenase nicht benétigt, da
das bei der Ringspaltung entstandene Sadurechlorid durch Wasser hydrolysiert wird und der
beim Abbau von Methylcatecholen benétigte Oxidationsschritt der Aldehydgruppe zur Car-
bonsdure entfillt. Dennoch konnte MARS et al. (1997) eine hohe Aktivitét dieser beiden Fol-
geenzyme im Rohextrakt von GJ31, der mit Chlorbenzol iiber 3-Chlorcatechol gewachsen
war, nachweisen. Diese Beobachtung wird darauf zuriickzufiihren sein, dass zur Bildung des
4-Oxalocrotonats die Enzyme des dehydrogenolytischen Zweiges erforderlich sind (Abb. 4.4).
Entweder werden diese Enzyme konstitutiv exprimiert oder sie liegen organisiert in einem
meta-Operon vor und werden aufgrund der Bildung eines Polycistrons exprimiert. Nach
MARS et al. (1997) wird die Hydrolase nur dann stark exprimiert, wenn GJ31 auf Benzol,
Toluol, Chlorbenzol oder einem Gemisch der beiden letzteren gewachsen ist. Bei Wachstum
auf Acetat oder Succinat ist die Expression nur sehr schwach. Die Dehydrogenase ist dagegen
nicht nur bei Wachstum auf Benzol, Toluol oder Chlorbenzol stark exprimiert, sondern auch
genauso stark bei Wachstum auf Acetat oder Succinat (siche Tab 4.1). Diese Beobachtungen
lassen sich dadurch erklédren, dass die Hydrolase aus einem meta-Operon stammt, wie es auf
dem Plasmid gefunden worden ist, und nur beim Abbau von Aromaten zusammen mit dem
anderen ,,Set” der meta-Weg-Enzyme polycistronisch exprimiert wird. Bei der Verwertung
von Acetat oder Succinat wird dieses Cluster nur schwach exprimiert, so dass nur eine geringe
Aktivitdt der Hydrolase gemessen werden kann.

Die Dehydrogenase befindet sich dagegen nicht auf diesem Operon, sondern im downstream-
Bereich von cbzE und wird wie die suizidstabile Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase sowohl bei
Wachstum auf Aromaten als auch bei der Verwertung von Acetat und Succinat konstitutiv

exprimiert.
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Tab. 4.1: Spezifische Aktivititen aller Enzyme des meta-Weges in Rohextrakt von Pseudomonas putida GJ31
nach Wachstum auf Acetat und Chlorbenzol

spezifische Aktivitdt in U/mg Protein

Enzym nach Wachstum auf
Acetat Chlorbenzol

Catechol-2,3-Dioxygenase 223x 356
2-Hydroxymuconsiuresemialdehyd-Dehydrogenase 215% 523=
2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Hydrolase 8* 311%
4-Oxalocrotonat-Tautomerase 158 345
4-Oxalocrotonat-Decarboxylase 145 189
2-Oxopent-4-enoat-Hydratase 256 378
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase 19 54

Acetaldehyd-Dehydrogenase 6 75

* Die Werte stammen von MARS (Promotion, 1998).

Ahnlich verhilt es sich mit den anderen Folgeenzymen des meta-Weges. Fiir die 4-Oxalocro-
tonat-Tautomerase und 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase sind bei Wachstum auf Acetat zwar
eine weitaus geringere aber dennoch deutlich messbare Expression zu beobachten. Ebenso
verhiélt es sich mit dem Gen der 2-Oxopent-4-enoat-Hydratase, das sowohl downstream vom
cbzTEXG-Cluster (cbzJ) als auch auf dem meta-Operon (cbzJ(2)) vorkommt. Vermutlich wird
die etwas geringere Aktivitit bei Wachstum auf Acetat durch die konstitutive Expression von
cbzJ hervorgerufen, wéhrend die Hydratase CbzJ(2) vom meta-Operon nur schwach expri-
miert wird. Die Aktivititen der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase CbzK und der Acetalde-
hyd-Dehydrogenase CbzQ zeigen, dass sie bei Wachstum auf Acetat deutlich schwécher ex-
primiert werden und vermutlich dem meta-Operon zuzuordnen sind. Die etwas erhdhte Akti-
vitdt der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase beim Wachstum auf Acetat wird vermutlich durch
isofunktionelle Enzyme und somit nicht durch das Genprodukt CbzK hervorgerufen (ARAI et
al., 2000).

Die aufgrund von Sequenzvergleichen zugeschriebenen Funktionen der fiir den Abbau von
Chlorbenzol nicht benétigten 2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Dehydrogenase CbzG und
der 2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Hydrolase CbzF konnten durch Klonierung in einen
Uberexpressionsstamm belegt werden. Dagegen verliefen Anstrengungen zum Auffinden der
4-Oxalocrotonat-Decarboxylase und der 4-Oxalocrotonat-Tautomerase ohne Erfolg. Obwohl
die 4-Oxalocrotonat-Tautomerase in vitro nicht unbedingt fiir den Isomerisierungsschritt not-

wendig ist, zeigten enzymatische Untersuchungen mit Rohextrakt aus Zellen von Stamm
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GJ31, die auf Chlorbenzol angezogen wurden, dass eine katalytische Aktivitdt fiir diesen
Metabolisierungsschritt vorhanden ist und somit die Existenz einer Tautomerase bewiesen ist.
Ebenso konnte durch HARAYAMA et al. (1987) mit Tautomerase-negativen Mutanten gezeigt
werden, dass die 4-Oxalocrotonat-Tautomerase fiir eine effektive Umsetzung von Metaboliten

iiber den 4-Oxalocrotonat-Zweig essentiell ist.

4.6 Inaktivierung der Hydrolase durch 4-substituierte Verbindungen

Nach SALA-TREPAT et al. (1972) sowie BAYLY & WIGMORE (1973) wird 3-Methylcatechol
iiber den hydrolytischen und Catechol wie auch 4-Methylcatechol vorwiegend, vermutlich
sogar ausschlieBlich, {iber den dehydrogenolytischen (4-Oxalocrotonat-) Zweig metabolisiert.
Neuere Untersuchungen mit Pseudomonaden, die Mutationen im TOL-Plasmid enthielten,
zeigten, dass allein 4-Methylcatechol, nicht aber das unsubstituierte Catechol iiber den
4-Oxalocrotonat-Zweig katabolisiert werden muss (HARAYAMA et al., 1987).

Durch enzymatische Untersuchungen mit Rohextrakt des Uberexpressionsstammes Cbz-XP-F
(2-Hydroxymuconséuresemialdehyd-Hydrolase) mit 5-Chlor-2-hydroxymuconsduresemialde-
hyd und 5-Methyl-2-hydroxymuconsiuresemialdehyd, die bei der meta-Spaltung aus den
Vorstufen 4-Chlorcatechol bzw. 4-Methylcatechol entstehen, ergab sich, dass mit keinem
dieser Substrate eine Aktivitit zu verzeichnen ist, wihrend fiir das unsubstituierte Muconséau-
resemialdehyd eine hohe Affinitdt ermittelt werden konnte. Untersuchungen, in denen der
Rohextrakt zuerst mit chloriertem Semialdehyd und unmittelbar darauf derselbe Ansatz mit
dem unchlorierten Substrat versetzt wurde, zeigten, dass auch unsubstituiertes Substrat nicht
mehr umgesetzt wird. Daraus ergeben sich Hinweise, dass der fehlende Umsatz der 4-substi-
tuierten Verbindungen nicht nur auf eine nicht vorhandene Substratspezifizitdt, sondern auf
eine Inaktivierung der Hydrolase zuriickzufiihren sein konnte. Inwiefern diese Inaktivierung

reversibel ist, muss durch weitere Untersuchungen geklért werden.

4.7 Ein neuer oberer Abbauweg in Stamm GJ31

In dieser Arbeit konnte fiir Ps. putida GJ31 ein insgesamt 5493 bp groBles Fragment sequen-

ziert werden. Alle darauf identifizierte Leserahmen besitzen sehr grole Homologien und die
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offenen Leserahmen cbzAb und cbzAc vollkommene Identitit mit Genen anderer, sogenannter
oberer Abbauwege. Der in Stamm GJ31 identifizierte obere Abbauweg besteht aus den fol-
genden in dieser Reihenfolge auftretenden Komponenten: a-Untereinheit und pB-Untereinheit
der Chlorbenzol-Dioxygenase, Ferredoxin, Ferredoxinreduktase und cis-Dihydrodiol-Dehy-
drogenase. Seine Gene scheinen polycistronisch vorzuliegen und er besitzt damit grof3e Ho-
mologien zu Abbauwegen fiir aromatische Verbindungen der meisten anderen Organismen,
bei denen auf einen initiierenden Dioxygenierungsschritt eine Dehydrogenierung zum Ca-
techol erfolgt.

Der obere Abbauweg ist in den meisten in der Literatur beschriebenen Beispielen nicht zwin-
gend an den darauffolgenden unteren Abbauweg gebunden, sondern liegt hdufig viele tausend
Basenpaare von diesem entfernt. Ebenso liegen zahlreiche Beispiele vor, in denen der obere
Abbauweg auf einem Plasmid liegt, der untere Abbauweg dagegen chromosomal codiert ist
und umgekehrt (FURUKAWA & MIYAZAKI, 1986; GOYAL & ZYLSTRA, 1996; KIKUCHI et al.,
1994; MASAI et al., 1995; ZYLSTRA & GIBSON, 1989). Durch Hybridisierungsexperimente
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei Stamm GJ31 dieser obere Abbauweg fiir

Chlorbenzol chromosomal codiert ist.

C1l c2 B A D E

C1l c2 B A

Aa Ab_ Ac Ad

Al A2 A3 Ad C B
— oo’ D[ D D D

A E ORFl1 _F G B C
— oo’ D [ D[ [ D

Al A2 A3 A4 B NE
— o I

Aa Ab_ Ac Ad B

1 kbp

- a-Subunit |:> Ferredoxin - cis-Dihydrodiol-Dehydrogenase
i
[ e subuni D recese B (i) 23-Diowygenase

Abb. 4.8 Vergleich der Genorganisation und Orientierung bekannter Cluster fiir den oberen Abbauweg mit dem
von GJ31. Die Abkiirzungen bedeuten: cbz: cbz-Operon aus Pseudomonas putida GJ31 aus dieser Arbeit; tod:
tod-Operon aus Pseudomonas putida F1 (J04996); bed: bed-Operon aus Pseudomonas putida ML2 (AF148496);
mcb: mcb-Operon aus Ralstonia sp. JS705 (AJ006307); bph': bph-Operon aus Rhodococcus sp. RHAI
(D32142); bph*: bph-Operon aus Pseudomonas sp. CAM-1 (AY027651); tec: tec-Operon aus Burkholderia sp.
PS12 (U78099); tch: tch-Operon aus Pseudomonas sp. P51 (U15298).
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OESCH & DALY (1972) sowie ROGERS & GIBSON (1977) gehen davon aus, dass die offen-
sichtlich hoch konservierte Genanordnung in fast allen bekannten Féllen dazu notwendig ist,
einen gekoppelten Dioxygenase-Dehydrogenase-Komplex zu ermoglichen.

Allerdings sind auch Ausnahmen von dieser Genanordnung bekannt. So liegt in Pseudomonas
putida ML2 (FONG et al., 1996) das Gen fiir die cis-Dihydrodiol-Dehydrogenase bedD
upstream vom Dioxygenase-Komplex bedC1C2BA, bei Pseudomonas putida NCIB9816
(KURKELA et al., 1988) und Pseudomonas putida G7 (SIMON et al., 1993) sind die Gene fiir
die vier Untereinheiten der Dioxygenase im Vergleich zum obigen Schema entgegengesetzt

organisiert.

4.8 Ausblick

Die Analyse der genetischen Umgebung von cbzE sowie die Identifizierung eines neuen,
plasmidisch codierten meta-Abbauweges respektive eines oberen Abbauweges hat zwar zum
Verstindnis der Chlorbenzolabbaus durch GJ31 beigetragen, allerdings auch eine Vielzahl
noch zu kldrender Fragen aufgeworfen.

Ungeklért bleibt, warum sich das verkleinerte Plasmid aus der Mutante QM1 nicht dhnlich gut
isolieren lassen konnte, wie bei GJ31 selbst. Entweder wurde fiir diesen Stamm die falsche
Isolierungsmethode angewendet oder das Plasmid unterlag einer Deletion, mit der gleichzeitig
grundlegende Eigenschaften veridndert wurden, die eine Isolierung und ausreichende Tren-
nung von der chromosomalen DNA mit der Methode nach WHEATCROFT & WILLIAMS un-
moglich machten. Eine Isolierung des Plasmides von QM1 zur Erstellung einer Restriktions-
karte und sich daran anschlieBende Hybridisierungsexperimente konnten wichtige Fragen zur
GroBe des deletierten Fragmentes und zur Spezies der daran beteiligten transponierbaren
Elemente beantworten.

Weiterhin ist das Schicksal des deletierten Fragmentes offen. Wird die herausgetrennte DNA
unter allen Bedingungen abgebaut oder besteht die Moglichkeit, dass dieses Fragment in an-
derer Position wieder eingesetzt werden kann? Daran schlief3t sich die Frage an, ob auf pKW 1
noch andere aktive transponierbare Elemente vorhanden sind. Zur Kldrung konnte eine simple
Methode beitragen, die auch schon von SIMON et al. (1983), KOVACH et al. (1995), LENZ et al.
(1994) und HERRMANN et al. (1998) erfolgreich praktiziert wurde. Dabei verwendet man das

Plasmid pLU4, ein Abkommling des broad-host-range Plasmides pBBR1 (KOVACH et al.,
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1995), welches das unter bestimmten Bedingungen letale sacB-Gen von Bacillus subtillis
(GAY et al., 1985) tragt. Plasmid pLU4 wird durch Konjugation aus E. coli S17-1 in Stamm
GJ31 (enthédlt pKW1) gebracht. Alle entstehenden Transkonjuganten sind resistent gegeniiber
Piperacillin und sensitiv gegeniiber Saccharose. Eine Inaktivierung des sacB-Genes, bei-
spielsweise durch Integration eines Transposons konnte durch Selektion nach Saccharose-
resistenten Kolonien erfolgen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass eine genetische
Untersuchung der auf Saccharose iiberlebenden Stimme erfolgen kann, da mit der Kenntnis
der Sequenz von sacB gleichzeitig die Sequenz rechts und links vom, in sacB insertierten,
Transposon bekannt ist. So lieen sich nicht nur relativ schnell Aussagen tliber die Grofe des
transponierten Elementes machen, sondern durch beidseitige Ansequenzierung gleichzeitig
die Target- und Insertionssequenzen bestimmen und damit Aussagen iiber die Familienzuge-
horigkeit des/der Transposons machen.

Durch PCR-Experimente konnte nachgewiesen werden, dass Teile des tra-Operons auf dem
Fragment liegen, welches in der Mutante offensichtlich herausgetrennt wird. Durch einfache
Konjugationsexperimente mit der Mutante QM1 und der Plasmid-freien Mutante von PaW1
(KT2440) konnte geklart werden, welchen Einfluss die Excision der tra-Gene auf die Konju-
gationsfahigkeit der Mutante QM1 hat. Lassen sich auch mit QM1 Konjugantenstimme er-
zeugen, in denen QM1 der Donor ist oder verliert Stamm GJ31 mit einem Teil der tra-Gene

oder dem ganzen tra-Operon auch die Féhigkeit, bei Konjugationen als Donor zu fungieren?

Eine interessante Region auf pKW1 ist der Bereich des Transposons Tn5501. Dort wird
tnpA(4) des IS-Elementes IS1071 durch Insertion von Tn5501 unterbrochen. Da durch PCR-
Experimente festgestellt worden ist, dass Tn5501 vollstindig auf pKW1 vorliegt, wére die
sich downstream anschlieBende Sequenz von Tn5501 interessant. Vermutlich folgt dort der
rechte Teil des unterbrochenen Gens tnpA(4) sowie die rechte komplementére IR-Sequenz zu
[S1071. Vielleicht bildet das in IS1071 integrierte Tn5501 als Vertreter der Klasse-I1I-Trans-
posons mit den IR-Sequenzen von IS1071, als einem Vertreter der Klasse-I-Transposons, eine
neue Gruppe von transponierbaren Elementen, in der die Transposase von Tn5501 die Funk-
tion von TnpA(4) aus IS1071 iibernimmt. Solche kombinierten Elemente, allerdings mit um-
gekehrter Anordnung, in denen ein Klasse-I-Transposon von IS-Sequenzen der Tn3-Familie
flankiert wird, wurde von NAKATSU et al. (1991) beobachtet.

Da auch die Sequenz der etwa 14 kbp bis zum sich daran anschlieBenden meta-Operon von

Interesse ist, sollte liber eine vollstindige Sequenzierung von pKW1 nachgedacht werden,
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wobei sich flir die verbleibenden etwa 150 kbp Nukleotidsequenz die Erstellung einer Cos-
mid-Bank aufdrangt.

Um die Rolle von CbzE und die Beteiligung des meta-Operons, speziell von CbzE(2) beim
Abbau unterschiedlicher Substrate zuordnen zu kénnen, wire die Entwicklung von knock-out
Mutanten, zum einen von CbzE und zum anderen vom Regulator-Gen gntR des meta-Operons
wiinschenswert. Ebenso konnte man das gesamte meta-Operon oder nur seine katabolischen
Gene als Einheit expremieren, um ndhere Informationen zum Substratspektrum und zur Re-
gulation zu erhalten.

Eine weitere offene Frage ist die nach der Lage der genetisch noch nicht identifizierten Gene
fiir die 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase und die 4-Oxalocrotonat-Tautomerase. Sind diese
Enzyme Bestandteil eines weiteren meta-Operons oder liegen sie, dhnlich wie cbzE, cbzG
oder cbzJ vereinzelt auf dem Plasmid bzw. dem Chromosom?

Zum einen lieferten Hitze-Inaktivierungs-Untersuchungen mit Rohextrakt aus GJ31 (KRANZ
& ZERLIN, pers. Mit.) erste Hinweise auf die Anwesenheit einer weiteren aktiven 2,3-Dioxy-
genase, die Bestandteil eines bislang unbekannten meta-Operons sein konnte und folglich
auch diese beiden Gene beherbergen konnte. Zum anderen kdnnten sich die noch nicht identi-
fizierten Gene flir die 4-Oxalocrotonat-Decarboxylase und die 4-Oxalocrotonat-Tautomerase
in einem weiteren meta-Cluster auf dem Chromosom befinden, der sich vermutlich down-
stream vom oberen Abbauweg und von cbzE(3) anschlie3t. Einfache PCR-Experimente unter

Zuhilfenahme des ,,Universal GenomeWalker Kit“ konnten hier schnell Aufschluss geben.

Zudem liee sich durch eine knock-out-Mutante im oberen Abbauweg klédren, ob es sich bei
diesem tatsdchlich um den genutzten Weg handelt oder ob ein weiterer vorhanden ist. Ferner
gibt es bisher keine Erkenntnisse iiber den Sinn der Punktmutation in cbzE(3). Ist diese Muta-
tion essentiell, um eine Fehlleitung von Metaboliten zu verhindern oder handelt es sich nur
um eine Mutation, welche fiir GJ31 durch mangelnden Selektionsdruck (aufgrund von min-
destens zwei weiteren 2,3-Dioxygenase-Genen cbzE und cbzE(2) auf dem Plasmid) fiir den
Abbau von Aromaten nicht mehr existentiell ist? Die Frage wird dadurch interessant, da sich
in tecE aus Burkholderia sp. PS12 ebenfalls in der sich dem oberen Abbauweg anschliefen-
den 2,3-Dioxygenase einige Punktmutationen befinden, welche durch einen frame-shift zu
vorzeitigen Stop-Codons fiihren.

Mit Hilfe dieser zahlreichen Ansatzpunkte und den sich daraus ergebenden Informationen
sollte es in absehbarer Zeit moglich sein, die genetischen und regulatorischen Eigenschaften

des Chlorbenzolabbaus durch Stamm GJ31 exakt zu charakterisieren.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war zum einen die Untersuchung der genetischen Umgebung des fiir die
Séurechlorid-stabile Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase kodierenden Gens cbzE, zum anderen
die Suche nach weiteren degradativen Genen eines meta-Abbauweges sowie eines oberen

Abbauweges in Pseudomonas putida Stamm GJ31.

« Die Ubertragungsrichtung fiir Hybridstamme, die aus einer ungerichteten Konjugation
der Wildtypstdmme Pseudomonas putida Stamm GJ31 und Pseudomonas putida Stamm
PaW1l hervorgegangen waren, konnte durch die RAPD-PCR-Methode erfolgreich be-
stimmt und somit Aussagen uber die eingesetzten Stamme bezlglich ihrer Funktion als

Donor beziehungsweise Akzeptor beim konjugativen Gentransfer gemacht werden.

*  Aus Pseudomonas putida Stamm GJ31 konnte ein etwa 180 kbp groRes Plasmid isoliert
werden. Durch Hybridisierungsexperimente konnte gezeigt werden, dass das fir den
Chlorbenzol-Abbau erforderliche Gen cbzE auf einem 2,4 kbp grofem Sspl-Fragment des
Plasmides lokalisiert ist. Durch sogenanntes ,,Benzoat-Curing“ konnten Chlorbenzol-ne-
gative Derivate CB™ von Stamm GJ31 erhalten werden. Hybridisierungsexperimente mit
chzE als Sonde machten deutlich, dass cbzE in diesen Derivaten nicht mehr vorhanden

ist. PCR-Experimente mit Primern aus cbzE bestatigten diesen Befund.

»  Mithilfe von PCR-Verfahren konnte ein Bereich von etwa 6,3 kbp upstream und 11,0 kbp
downstream von cbzE kloniert und sequenziert werden. Aus der Sequenzanalyse ergab
sich, dass upstream von cbzE ein Teil eines Transfer-Operons mit den offenen Leserah-
men traNEOFG gefolgt von einer Transposase tnpA(1) angeordnet ist. Downstream von
cbzE folgen die offenen Leserahmen cbzG, GST, tnpA(2), cbzJ, die fur die Genprodukte
2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Dehydrogenase, Gluthation S-Transferase, Transpo-
sase und 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase kodieren. Die sich daran anschlieende Sequenz
besitzt eine sehr groRe Ahnlichkeit mit dem Transposon Tn5501.
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Zusammenfassung

Auf dem Plasmid konnten mehrere, in Form eines Clusters vorliegende Gene eines meta-
Weges lokalisiert und sequenziert werden. Diese bilden vermutlich mit einem vorange-
stellten, entgegengesetzt transkribierten Regulatorgen aus der gntR-Familie ein Operon,
das groRe Homologien zu Operons des dioxygenolytischen Abbaus von 3-Phenylpropion-
séure aus E. coli K12 und Comamonas testosteroni Stamm TA441 aufweist. Auf dem
9632 bp grolRen Fragment konnten die folgenden zehn neuen offenen Leserahmen ORF1,
ORF2, chzK, chzQ, cbzJ, cbzF, cbzE(2), gntR, ORF3, ORF4 identifiziert werden. Dabei
kodieren die offenen Leserahmen ORF1 und ORF2 vermutlich fir ein Porin und ein
Transporter-Protein flr 4-Hydroxybenzoat. Die Gene des meta-Weges cbzKQJFE(2) ko-
dieren fir 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase (cbzK), Acetaldehyd-Dehydrogenase
(cbzQ), 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase (cbzJ(2)), 2-Hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoat-
Hydrolase (cbzF) und die meta-spaltende 2,3-Dihydroxyphenylpropionat-1,2-Dioxyge-
nase (cbzE(2)). Das Gen gntR kodiert vermutlich fur einen Transkriptions-Aktivator aus
der gntR-Familie. Die Funktionen der offenen Leserahmen ORF3 und ORF4 sind zur Zeit

unbekannt.

Durch Hybridisierungsexperimente konnte nicht nur die Zugehdrigkeit von cbhzE und des
gefundenen meta-Operons zum Plasmid, sondern auch die raumliche N&he und die Orien-
tierung dieser beiden Gen-Abschnitte zueinander durch eine Restriktionskartierung er-

mittelt werden.

Die degradativen Gene chzG (2-Hydroxymuconsauresemialdehyd-Dehydrogenase), cbzJ
und cbzJ(2) (2-Keto-4-pentenoat-Hydratase), cbzE(2) (Catechol-2,3-Dioxygenase), chzF
(2-Hydroxy-6-ketonona-2,4-dienoat-Hydrolase), cbzQ (Acetaldehyd-Dehydrogenase)
konnten erfolgreich exprimiert werden und somit ihre aufgrund von Sequenzvergleichen

zugeschriebenen Funktionen durch enzymatische Untersuchungen bestétigt werden.

Ferner wurde ein 5493 bp grof3es Fragment kloniert und sequenziert, auf dem die folgen-
den sechs neuen offenen Leserahmen cbzAa, cbzAb, cbzAc, cbzAd, cbzB und cbzE(3)
identifiziert werden konnten. Sequenzvergleiche zeigten, dass die Gene chzAaAbAcAd flr
die vier Untereinheiten des Multienzym-Komplexes der Chlorbenzol-Dioxygenase kodie-
ren, wahrend cbzB die dazu korrespondierende cis-Dihydrodiol-Dehydrogenase ver-
schlusselt. Die Dioxygenase chzE(3) liegt als unterbrochener Leserahmen mit einer
Rasterschubmutation vor, vergleichbar mit den Dioxygenasen-Genen todE aus Pseudo-
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Zusammenfassung

monas putida Stamm F1 und tecE aus Burkholderia sp. Stamm PS12. Die Gene und
Genprodukte sind eng verwandt mit denen fur den Toluol- (todC1C2BADE) und Benzol-
Abbau (bedC1C2BA und bznABCD) und entfernt verwandt zu denen fur den Abbau von
Biphenyl, Naphthalin und Benzoat.

Hybridisierungsexperimente mit cbzB als Sonde machten deutlich, dass dieser Gencluster
im Gegensatz zu den beiden anderen plasmidisch kodierten Clustern nur auf dem Genom

vorhanden ist.
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Abkirzungen

7
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ATP
bp
BSA

ca.
CB
Ci
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DNA
DNase
dNTP
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EDTA
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GST
IPTG

kbp
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LDH
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Adenosintriphosphat
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Rinderserumalbumin
Comamonas
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Curie

Tag
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Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonuklease

Desoxynukleosidtriphosphate

Dithiothreitol
Escherichia
Extinktionskoeffizient
Ethylendiamintetraacetat
Extinktionseinheiten
Elektronenvolt

Gramm
Erdbeschleunigung
Glutathion S-Transferase
Stunde(n)

Isopropyl--D-thiogalactosid

Kilo-
Kilobasenpaare
Wellenlange
Luria Bertani

Lactat-Dehydrogenase

max.

M

min.
NAD(H)
NADP(H)
NB
ODy
ORF
Ps.

p. a.
PCR
PEG
pers. Mit.
R.

RBS
red.
RNA
RNase
RT

s

S

SDS

sp.

Tab.
Tris

U

UN
Upm

\Y
X-Gal
% (V/v)
% (W/v)

Milli-

maximal

Molar

Minute(n)
Nicotinamidadenindinukleotid (red.)
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (red.)
Nutrient Broth

Optische Dichte bei x nm und 1 cm Schichtdicke
offener Leserahmen

Pseudomonas

pro analysi
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglycol

personliche Mitteilungen

Ralstonia

Ribosomenbindestelle

reduziert

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Sekunde(n)

Svedberg-Einheit
Natriumdodecylsulfat

Spezies

Tabelle
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
internationale Enzymeinheit

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

Volt
5-Brom-4-chlor-3-indolyl--D-galactosid
Volumenprozent

Gewichtsprozent
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Anhang

8

8.1

Anhang

DNA-Sequenz des Transposonbereiches um cbzE

Angegeben ist die in dieser Arbeit ermittelte DNA-Sequenz des Transposonbereiches um chzE sowie die identi-
fizierten offenen Leserahmen und deren abgeleiteten Aminosduresequenzen. Start und Stopbereiche der einzel-
nen Gene sind beschriftet. Postulierte Promotorbereiche, Hairpin-Strukturen als mdgliche Terminationssignale
sowie 1S-Elemente sind fett gedruckt. Transkriptionsstartpunkte sind zusétzlich durch einen Pfeil gekennzeich-
net. Invertierte Sequenzwiederholungen von transponierbaren Elementen sind grau hinterlegt und weil} gedruckt.

cagctgctggagcagcggcaggtgcggcagccggtccagccggcgcagcggcaagcgctgttggtactgccatgcagggc

10 40 60 70 80
-35-Region
at ggccagaggt t cacgccgagcaggct aaaaggaat cacat t cgggccgt aat aagt cctt gaaat t at aat tt caggg
90 100 110 120 130 140 150 160
Start traN —
-10-Region r MV RFSTGL V GI L L
atttattatggccctgtctttttctcatctgaggt aattcacat ggtgcggttttcgacgggatt ggt cgggat cttact
170 180 190 200 210 220 230 240

V AAL AGCASIKWPIKWPAPEWPDMMTNLV P VN
ggt t gcggcet ct gget ggat gcgcaagcaagcccaageccgeacct gagect gacat gaccaat t t ggt gccggt caaca
250 260 270 80

290 300 310 320

Stop traN - |

K T LPSALVGRPGVI PQATNGERKE*
Start traE -
M S R
agacgtt gcccagcgcecctt gt aggacgccccggggt aat t ccccaggccacgaat ggagaacgt aaagaat gagt cggg
330 340 350 360 370 380 390 400
A DKNEAI TKADMMAVYVYF QETEIRI QNLETDTL L
ct gat aagaacgaggcaat t accaaggccgacat ggccgt gt t ccaagaagaacgccagaacct ggaaacggat ct gctc
410 420 430 440 450 460 470 480

DEVL K SRRVAWWYVYAT GLGALAGVYALAYV

gatgaggtgctgaaatcccgtcgagttgcctggtgggtagcgactggcctgggtgctctggccggcgtggcgttggccgt
500 510 530 540

T GF T MYRY SQPVPAHMLVMNSUDGTI I Q
gaccggct t caccat gt accgct acagccagecggt cccagcgeacat get ggt t at gaat agt gacggcact at ccage
570 590 600 10 620 630 640

QVSsSLLTWPQQSSYGDVADTYWVSTUFI RHY
aggt gt cgt t gct gaccccgcaat ccagct acggcgat gt agcagat acct act gggttt ct acgt t cat ccgt catt ac
650 660 670 680 690 700 710 720

E SYEFNTAQADYDAI GL MAGPUDVATET DY
gaaagctacgagttcaacacggcgcaggcagactatgacgctatcggcctgatggccggccctgatgtggctgaggatta
730 740 750 760 770 800
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QKRY KWGTIKEAMD KTV GDRIK SV KV KV
ccagaagcgct acaagt ggggcaccaaggaagccat ggat aagaccgt t ggcgaccgcaagt cggt caaggt caaggt tt

810 820 830 840 850 860 870 880
s SVvI LDRETSGI ATVREFSTTEIKYRTRGA
cct cggt cat cct cgaccgt gaaacaggt at cgct acggt t cgct t ct caaccact gaaaagt accgt acccgt ggt gcc
890 900 910 920 930 940 950 960

DEAPQFWI ATLSYRYDNMMETLTAAQQRY/I
gat gaggct ccgcaat t ct ggat cget accct gt cct at cgct acgacaacat ggaget gacggcggcgeagcegct acat
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040

Stop traE - |
NPAGFRVYSYRVNAESVASVYVYGGR*

Start traO

M N L

caacccggcet ggat t ccgegt ct act cgt accgagt caacgccgaat ct gt t gccagt gt ggggggcecgat aat gaat ct
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

K F AI ATALAAALVSAPALALNEIKTD S
caaatt cgct at t gcaact gcct t ggcagcggcegct ggt at cggcgeceggecct ggecct caacgagaagacagacagcc
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

PYDVYRI KTVI YNPMDVYVYVY QI DGVYV GL QT
cct acgact at cggat caagacggt gat ct acaacccgat ggacgt t gt t caaat cgat ggggt ggt gggcct gcaaacc
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

LI QF APDEVYVTHNFU GAIKSAWEILV NKD
ctcat ccagtttgccccggat gaggt ct acgt gacgeat aact t cggt gcgaaaagcgect gggagt t ggt caacaagga
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

N NVFI1l RPI A EL SDTNWLTVYVTSIKIRTYY
caacaacgt at t t at caggccgat t gccgagct gagcgacaccaacct gaccgt agt gaccagcaaacggacgt act act
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

FLLHYI GSNAVIKSGPDS GOQQVIKEEUFI KTUZPW
t cct gct gcact acat cggcagcaat gccgt caaaggccct gat ggacaagt gaaagaagagt t cat caagacgcct t gg
1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

S MRKATVGVI FKYPFEUDMMKYVANIKIKL E E
agcat gcgcaaagccacggt aggcgt cat ct t caaat acccgt t t gaagacat gaaggt t gct aacaaaaagct cgaaga
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

R RV REALAKU GNNGPVNI AYTRSDEE S
acgccgcgt ccgcgaggeget ggccaagggt aat aacgggccagt gaacat cgect at acccget ccgat gaagagagca
1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

S QEI RPTHTWDWDUFIRZFTYFEFWPANAALP
gccaggaaat caggccgacccacacct gggat gatttccgetttacct act t cgagtttccggccaat gcagegtt geca
169 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

NV Y MI GPDGIKETI P QTMHI EGEY S NI I Vv
aacgt ct acat gat t ggcccggat ggcaaggaaaccat cccacagacgcacat cgagggcgagt at t ccaacat cat cgt
1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840

AAETTAREWRVRLGDRVYV GVVNSGS GYNFP

ggccgagacaacggcgcgtgaatggcgggttcgcctgggtgatcgcgtggtgggtgtagtcaatggcggttacaacccgg
50 1870 1880 1910 1920

Stop traO - |
AL GASKT GTNSPVVKRVLIKGSGEFE*

Start traF -

M S R D
cgt t gggcgcet agcaagaccggeaccaact cgecegt ggt t aagecgegt gt t gaaagggggt gaggaat gagecgegacg
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

-
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V NI D ELDTUFEDUDIRGSGTFUDG GG GZPI KKKV P GIL
t aaat at cgacgaact ggacacgt t cgaggacgaccggggcgggt t cgat ggt gggccgaaaaagaaagt gccaggcct g
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

R AFI GVLFLI AL CLI SWI VYKNWVI APK
cgagcattcatcggcgtgttgttcctgattgecttgtgtctcattaget ggat cgt ct acaaaaat gt gatt gcgect aa
2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

L Q Q Q E QAEKASPNIKARNLWPGVSFATT
act ccagcagcaggaacaggccgaaaaagcct cgcccaacaaggccaggaact t gccgggt gt gaget t cgcaaccacac
2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240

P ANAEUDTEVPVEG QSAEG QEG OQQAASTYOQOQPVDOQ
ct gcgaacgccgaggacgaacct gt cgaacagt cagccgagcaggagcaagccgcecagt acct accagcagccggt gcaa
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320

QT QPGQQGIKVELTPEOQKAMOQRRLTSAS S
cagacccagcccggacagcagggcaaggt cgaget aacgcct gagcaaaaggccat gcagcgecggcet cagt gegt cgag
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400

G TEEMRSQGAVATWPSIRGEIKAEWPVQT S
cgggacagaggaaat gcgt t cccagggt gcagt cget acgect agt cgt ggt gagaaggccgagccggt acaaaccagca
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480

S 6GS S ELATRMNSARYTASRATLMKNMS
gt ggcagt t cggagct ggccacgcgcat gaat agcgcccggt acact gcat ccagggcgacact cat gaaaaacat gagce

2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560
MSI A AGTMI NCGTI1 TEULUDTTVZPGFV S C
at gt cgat agccgct ggcacgat gat t aat t gcggcacgat caccgagcet ggat accact gtt cccggettcegtttcctg
2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640

QVSKEVRSADS GSVVLI DKGAKI T GTEV
ccaagt gt cgaaggaggt t cgt t cggct gacggt t cggt ggt gct gat cgacaagggcgcgaagat cacaggcgaagt ca
2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720

s 661 L MGQRARAFVL WSRVIRNRDGAVAY
gtggcggcatcctgatgggccaggccagggcctttgtgctgtggtcgcgggttcgcaaccgcgacggcgccgtggcctac
730 2740 2750 2780 2800

L DAPGTNRLGSAGI PGQVDTHZFWDRF G
ct cgat gcgect ggt accaaccgect cggt agecgecggeat t cct ggccaggt cgat acccact t t t gggat cgett cgg

2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880
GAMFI SVFSDLSRGLI QAL VNSTDK S
tggcgccatgttcatttccgtgtt cagt gacct gagccgt ggt ct gat acaggccct ggt gaact ccaccgacaagt cgg

2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960

D SDTTVNLIDNTSNTSDSLAREVLRAT.I
acagcgacacgaccgt gaacct cgacaacacct cgaacacct ccgat t cgct ggcccgegaagt gt t gcgcgecacgat ¢

2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040
NI PPTLTVNHGEAVYVYSI FVPRDVDTFSDV
aacat cccgccaaccct gaccgt caat cacggcgaagcecgt ttcgat ctt cgt gccgegt gacgt t gat tt cagegat gt
3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
Stop traF - | Start traG -

Y GL E MV E * M DI ATERUDLALADMD
gt at ggcct ggaaat ggt ggagt gagggaggcacat at ggat at t gcgaccgagcgcgacct gget t t agcagacat gga
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200

MALAAANFAPLIRQYLUDUDZPEVE FEI RVN
cat ggccct ggecggeggegaact t cgeccccget gcggecagt acct cgacgat ccagaagt gt t cgagat ccgggt gaaca
3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280
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K F GQVVCDTWPIKGRVLHADPRI TYDY L W
agtt cggccaggt ggt at gt gacacgcccaaagggcgt gt ct t gcacgccgacccacggat cacct acgact acct gt gg

3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
A L NDHLULSLNGLGRTWPI SYVKULUPDGS SR
gcct t gaat gaccat ct act gagcct gaacggact cggccgecacgcect at cagct acgt gaagt t gccggacggat ct cg
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440

G T FCWPWPATVEGTMLMSI RKMHLUPV S K
ggggacgt t ct gct ggect cct gcgact gt cgaggggaccat get cat gt cgat t cgt aagcat t t gccegt at cgaaga
3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520

S L AQLAQEUGRFAKVRHRIKQSEU QFSULEFP
gcct ggcccagcet t gcccaggaaggecgct t t gccaaggt gcgacaccgt aagcagt ct gagcaat t ct ct ct t gageceg
3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600

F EEEULULALULEIKGDVEGEFILTULAVKTK KRN
tt cgaggaagagt t gct t gcget gt t ggaaaagggt gacgt ggaaggct t ct t gacgct ggccgt caagact aagcggaa
3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680

I AW AGPTGSGKTTULTWRSL MGAVPTVE
catt gccgt agccggt cct accggcet ccggcaaaact acget t acccgcet cgt t gat gggggeggt gect acggt t gage

3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760
RVLLMEUDTMHEI DDNRLDEVGY LMY GEG
gt gt gct gct gat ggaagat acgcacgaaat cgacgat aaccggct cgat gaggt gggct at ct gat gt acggcgaaggce

3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840

DGRMSARETCL KLU CMRLSPDRI FLTETLTR
gacgggcgaatgtcggcgcgtgaatgcctcaagctgtgcatgcgcctgtccccggaccggatcttcctgaccgagctgcg
850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920
DDAAWDYULAGANT GHU®PGGI F STHATDS
cgacgatgcagcctgggactacctggccggcgcgaacacggggcaccctgggggcattttctcgacgcacgctgacagcg
393 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000
AAASTPARI ATLVIKASEI GRALDYDWVI M
cggccagcaccccagcgegt at cgccacat t ggt aaaggect cggaaat cggt cgggcgct cgact acgacgt aat cat g
4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080
K TI1I NTTLDVVVYMEI KREVLEI L YDZPWMEF
aagaccatcaacaccacgttggatgtggtcgtgtacatggaaaaacgtgaagtgctggaaatcctgtacgacccgatgtt
4090 4100 110 4120 4130 4140 4150 4160
Stop traG - |

K K Q AMAA AWV *
caagaaacaagcaat ggct gcggt gt aggagt t caagccgct gagcgecct gcagggcaacaaccaaggagaagt at gca
4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240

t gaccgaagcaaccaat at ct ggaccgccaccgct t ccgagat caccaacgcggt gcgt gagagcct t at cgccat gggt
4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320

t gt ggcgagccacaaacaggcgat gt at acgaccaact gct gct get t ggt cgt agt ggcgt ggaagagcet ggt gcect c
4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400

cgtgagcaagtttggcgcccgcgagtttgaaagcgtcatggccgtggtcgtggacctgctgggcggtgatggcattgccg
441 420 4430 444 4480

t gcacggt gagct gect at ct gget ccgt gt t t accccagegt ggaaggaaagct cccggect t cagt gt cgat gact gg
4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560

cgat ggat t cgect gt cct cgat ccaagaggt t cagccccgecgegeaat cgt cat t ggcgaagat acgt ct aaat ggca
4570 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640

161



Anhang

gct cat ggt caacgt t gt t gccaat ggccaggt gt accacgcgacacagcgcect gt t cct cggegeat cggt agagaage
4650 4660 4670 4680 4690 4700 4710 4720

cggt agaccgt ct gt t gacgt t ggt t agcgecgct gt gagt gaagaacagcggegecggat gcaget ggccagecggeaca

4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800

38 bp inverted repeat (AX-IS-Element)
agat gt t gt gt t alefefefe]RuTe[efefofzle[ofzEIfeo e EETolo cE e E o] fcEls/cacgaat t agagt t cgct ttact cgt at g
4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880

t gact gt t gat t ggagaact ct gat t gt cgaaacgagt tt at cgaaccgcttttcggatgtttacggt ccttcct gat gt
4890 4900 4910 4920 4930 4940 4950 4960

tcgt t aaagcggt tt cat aaaacggt ggt tt t at cgt act ccccagacagagcegcet ggt t t gcgggeaggt act gggad

4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
Start thpA(1) -
38 bp inverted repeat (AX-IS-Element) M P AT A K P
Erle) e[l Rn e efife | Bl IR Ne e felelolelo CElelofelelaat act gt gt at t t gcacagt att cat gccagccaccgccaaacc
5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120

K RYNPRMHPERTILULY QTVAEWUHYESWL E
caagcgct acaacccccgccaccccgaacgcact ct gct ct accaaaccgt ggccgagcact acgagagct ggct ggagce
5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 5200

L ACEGQQFEGQGDMHMHSPRPYVRKATFTEIKY
t ggct t gcgagggt caat t t gagggccagggcgaccaccacagccccaggcecct acgt gcgcaaagcegt t cgagaaat at
521 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280

L ECGI F AHGFARARTCDUDT CGHUDU FULV ATF S
ct ggagt gcggeat ct t cgcccacgget tt gcccgegeccget gcgacgact gcggacacgact t cct ggt cgecttcetce
5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360

CKGGGVCPSUCNTIRRMAETAAMHTLTDMHYV
gtgcaaaggcgggggtgtctgcccctcatgcaacacccggcgcatggctgagacggcggcacacctcaccgaccatgtgt
380 5390 5400 541 5420 5430 5440

FPRLPVRQWVL SV PKRLRYYMOQREGTPYV
ttccccgcctgccggtgcgccagtgggtgctgtcggtgcccaaacggctgcggtactacatgcagcgagagggcccggtg
5450 5480 5490 5500 5520

L GMVL RI FLRVI AQTLQANSUPGAANWVTD
ctgggcatggtgctgcgcatcttcctacgcgtcatcgcgcaaacgctgcaagccaacagccctggtgcggccaatgtgga
55 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600

K A AL HI GAVAFI HRZFGSNLNEMHVHFH
caaggcagcact gcacat aggcgcagt cgcctt cat ccaccget tt ggct ccaat ct gaacgagcat gt gcacttccatg
5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680

vV C AV DGVFEEVAGEUEGDAADAAS QS SP
t ct gcgcagt cgat ggegt gt t t gaggaagt ggcgggcgaggagggcgat get get gat gcaget t ct caaaget cacca

5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760

S RI I FHPATGVTADAYGQQVQASLRIKR
t cgcgeat cat ct t ccacccecgecaccggegt gact gcggat geegt gggt caggt gcaggecagct t acgcaaacgceat
5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840

L RAFVGRGLULUES SFEAQEMMLGY KHS GF
cctgcgcgcctttgtcgggcggggcctgctggagagtttcgaggcccaagagatgctgggctacaagcacagcgggtttt
5850 5880 589 5900 910 5920

S ADTSVCI AAAHDRAGLIERLULIRYZ CARUPFP
cggcggacaccagcgtgtgcatagcggcgcacgaccgcgccgggctggagcggctgctgcgctactgcgcccgcccgccg
5930 5940 5950 5990 6000
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FAMERLIRIKAGSE ELVYRZCAKIO QHSEUZPGS SL
tttgccat ggagcggct gcgcaaagcgggcagegagcet ggt ct accget gcgccaagcagcacagcgageccggcagect

6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080

P HNIKRGVIKADTEI TL TWPULETWLI ERI AKIL
gcct cacaacaagcgcggcegt aaaggccgat gagat caccct cacccegct ggagcet gat t gaacgt at cgccaagct gg
6090 6100 6110 6120 6130 6140 6150 6160

vV PP PRTHRMHRYFGVLAPNSZPLIRPAYVTA
t gcccecgecgegecacgcaccgecaccgcet act t t ggcgt gct ggcaccgaact caccct t gaggect gecgt cacggceg
6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240

L AARDAAVIKWPAQVQAEWPASTAAGETGA AL G
ct ggcgegt gat gcageggt gaaaccggcgecaggt gcaagccgageccageccagcacggct gcaggcgagggegeact t gg
6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320

V R SPLPTOQTEWPAQPVPPIKIRPAMHYL WA
ggt aagaagcccact gccaacccagaccgagcccgeccagccggt gccacccaagcgeccggegeact at t t gt gggegg

6330 6340 6350 6360 6370 6380 6390 6400
V .,L MARI YEVFWPLULTCPI CGGOQMHI I AFI
t gct gat ggcccgt at ct acgaggt gt t cccget get gt gccccat ct gcggecgggcaaat gecacat cat cgecttcatc
6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480

T HS ADI RQI L EHI GV ETEWPPHI TPARSG
acacacagt gccgat at ccgccaaat act ggagcacat cggggt ggagacggagccgcecgcacat caccccggcacgegg
6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560

P P L WDETU CDAOQAAEGVYEWZPAPUDWDEATAQ
gccgecact gt gggacgagt gcgacgcgcaagccgecagagggcegt ggagccagccccagact gggat gaagcgacccaac
6570 6580 6590 6600 6610 6620 6630 6640

Stop tnpA(l) |

P A PDFEVDAGQRVS

cggccccggacttcgaggtcgatcagcgcgtcagttggtagggtggcaacagcggttaacagtggttttgccaacgttgc
6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720

gaggcagcgct gcgect gt caccgccaaaaacgggt cat accgaaaaat ct cgggcaact ggct t t gagaaat caaccca
6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800

gcagt cccct gt gt gcat gcct gagacgccccaaacgt gt gct at act t gt gct cat gcggt t ggat tt cct at cct cag
681 6820 6830 6840 6850 6860 6870 6880

ttgttcgtggatctgatgttgccaaaacctgettttgacgatttttgcget cgaaaccaggt gcagttgttgagtgattg

6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960

Start ORF -
M SV DLHAREI KPULRN
agtccgttcgtcgtttttttaaaaaggatattttctatgtcagtcgatcttcat gcccgt gaaat aaagcccct gcgcaa
6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040

T F SHTASGTUFAGHQAYLTCGPWPVMI EA
taccttttcgcat acagcgagcggcacct t cgcecggt caccaggect acct ct gcggeccgeccgt gat gat cgaagect
7050 7060 7070 7080 7090 7100 7110 7120

cl ATLMQGRLFERDI YTUEIKUZFLSAADTN
gcat cgccaccct gat gcagggacgct t gt t cgagcgggacat ct acaccgagaagt t cct ct ccgcagccgacaccaac

7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200

Stop ORF | Start chzT -
Q QRS P L F KRV * M F F DTRWP KV S V H
cagcagcgcagt cct ct gt t caagcgggt t t gaaggggaat aagcat gt t ct t cgacacccgccccaaggt cagegt gca
7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280
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vV M QT GETUFWPCATWDESLLQGMLIRL GRK
t gt cat gcaaaccggt gaaaccttt ccct gcgccacggat gagagt ct gct gcaaggcat gct gcgecct gggccgcaagg

7290 7300 7310 7320 7330 7340 7350 7360
Gl PV GCVNSGGCGVCKVHVI EGQCRUPL G
gcat cccggt gggcet gegt caacggeggcet gt ggggt ct gcaaggt ccat gt t at t gagggt caat gccggect ct gggt
7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440

PV SRAHVSAAEEARGFTULACRVAPVTP
cct gttagccgegcegceat gt cagt gccgcagaggaagcacgcggct t caccct ggect gecgt gt ggcgecggt caccec

7450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520

vV Q L EVYV GKFEIKVFSKGFVSSTNTEI T N
ggt t caact ggaggt ggt gggcaagt t t gaaaaggttttttcaaaagggttcgtttcat caacgaacgagatt attaaca
7530 7540 7550 7560 7570 7580 7590 7600

- | Stop chzT Start chzE -

* MSI MRV GHVYV SI NV MDMAAAVK
aat gaaggagacacacat gagt at t at gagagt t ggccacgt cagcat caacgt gat ggacat ggccgcagcagt gaagce
7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670 7680

HY ENVL GLIKTTMMQDNAGNVYL KU CWDEW
act acgaaaacgt gct gggcct aaagacgaccat gcaggacaat gccgggaacgt gt acct gaaat gt t gggacgagt gg

7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760
DKYSsSLI L TPSDRAGMNMHYVAYI KV T KDSD
gat aaat att ccct t at cct caccccat cggacagggct ggaat gaaccacgt cgcct acaaggt t accaaagacagt ga
7770 7780 7790 7800 7810 7820 7830 7840

L DAFQARI EAAGTIKTTMMPDGTL P ST
t ct ggacgcectt ccaagct aggat t gaagccgcet ggcaccaagaccaccat gat gcccgat ggcacgct geccat ccacgg
7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920

GR MLV FKLWPSTHIEMRLYAMIKENVYVGTEV
ggcgcat gct ggt gt t t aaat t gccaagcacgcacgaaat gcgt ct t t acgccat gaaagaaaacgt cggcaccgaggt g
7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000

G SI NP DWPWPDSI KGAGAHWLU DMHVYVLLTC
ggt agcat caat cccgat ccgt ggccagacagcat caagggt gccggggegeact ggt t ggat cacgt act act gacgt g
8010 8020 8030 8040 8050 8060 8070 8080

E FDP GTGVNRVADNTRUEFUFI DVLDFFAQ
tgagttcgatccgggcactggtgtcaatagggtggccgacaacacacggttcttcattgatgtgctggattttttccaga
8090 8100 811 8120 8130 8140 8150 8160

T E QL TV GPDGSVFQSVSFULSCSSKUPHDI
ccgagcaat t gaccgt cggccccgat ggct cat t ccagt cggt at cgt t cct gt cgt gct cgagcaagccgcat gacat t
8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240

AFADAPTWPSGLMHMHI SYFLDSWHUDI L KASG
gcgt tt gct gat gcgcecgact cceggect gcaccat atttcgtattt cct ggact cgt ggcacgacat t ct caaggcggg
8250 8260 8270 8280 8290 8300 8310 8320

DV MAIKNDNIKVRI DASPTIRMHGEFTIRGOQTI Y
cgat gt cat ggccaagaacaaggt acgt at t gat gcgt cacct acacgccat ggct t cacgcgcggecagacgat ct at t
8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400

FFDPSGNRNETFAGLU GYQAQRIDRPVTT
tcttcgaccct agcggcaaccgcaat gagacct t t gcaggact ggggt accaggcgcagcgggaccgeccggt gacgact

8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480

Stop chzE - |
WTED QAGRAVFFHTGEMYSSFI DVYTH*
t ggaccgaagat caagcgggt cgcgecagt ttt ctt ccacaccggcgagat ggt gt cgt cgt t cat agat gt gt acacat g
8490 8500 8510 8520 8530 8540 8550 8560
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atcgattgaatgaccagtgggggccccaagtcttgattcatcagcttggggcgcctttgtttcaataacggataaccacc
8570 858 8590 8600 8610 8620 8630 8640

Start cbzX —
M QK TI S PQAPNPTHSI VVPTI DWHAA
cat gcaaaagaccatttcaccgcaagcccct aacccgact cacagcat cgt cgt gcccacgat t gact ggcacgcecgceac
8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720

HEAVGAAVQAAQAMGI RV NVAVV DASG
acgaggcagttggtgccgcagtgcaggcggcgcaggccatgggtatacgcgtcaacgtcgcggtggtggacgcttccggt
8740 8750 8760 8770 8780 8790 8800

V. AAFLRMPG GAPLMHSVYVEI AI DKAYTAYV
gt gct ggccgectt ct t gcgeat gccgggggeccceget geat t cggt cgaaat cgecat agacaaagect acaccgeagt
8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880

S FGL AT SQWHG GAL QQHSV AVRESGI VL
cagttttggcttggcgaccagccagtggcatggggcgttgcagcagcattcagtggccgtgcgcgagggcattgtgttgc
90 8900 10 8930 894 8960

RPRFVAFGGGLUPVLENGOQRI GGI GV S G
ggccccgctttgtggcgtttggcggcggcttgccggtgctggaaaacggacagcgcattggcggcatcggcgtctccggt
970 9010 902 90 9040

Stop chzX |

G S EQEUDESCARAGLAALGLAA/"“*
ggctccgagcaagaggatgaaagctgcgcccgcgccgggttggccgccctgggtttggcggcataacagcacccgcccaa
9050 9060 9070 80 9090 9100 9110 9120

Start cbzG -

M K DI RNJFI NGEY VTNV S G K

ttaccact t caagagagagaaaaat gaaagacat caggaact t cat caacggt gaat acgt caccaat gt cagcggcaag
9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200

T Y EKRNWPVDNSTLI GMVHEAGOQPEVDAA
acct acgagaagcgcaacccggt t gat aacagcct aat cggcat ggt ccat gaagct ggt cagcccgaggt ggat gcgge
9210 9220 9230 9240 9250 9260 9270 9280

V AAARAALNGPWGIKTLSVVDRCAML DG
ggt ggccgecgegegegeggeact gaacgggecct ggggcaagct ct cggt ggt cgaccget gecgecat get cgat ggt g

9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360

V VA EI NRRZFUDDUZFLQAEI A DTG GIKWPAHTLA
t ggt t gccgagat caaccgceggt tt gat gatt t t ct gcaggccgaaat t gccgat accggcaagcccgegeacct ggca
9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440

S HI DI PR GAANZFIKI FTDTI KNWVSTE S F
t cgcacat cgacat cccgecgeggt gccgecaact t caagat at t caccgacaccat caaaaacgt ct cgaccgaat cct t
9450 9460 9470 9480 9490 9500 9510 9520
EMRTWPDGIKTARSYGVRTWPRGVI AIl I C
t gagat gcgcacccccgacggt aaaacagcgcgeagcet acggegt gcgcaccccgegt ggecgt cat t gccat cat ct gec
9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600

P WNLWPLULULMTWIKZ CGPAMACGNTVVYVKP
cat ggaat tt gccgct gct gct gat gacct ggaaat gt ggcccggecat ggcct gcggcaacact gt ggt cgt caagcca
9610 9620 9630 9640 9650 9660 9670 9680

S EATWPSTATLULGEVMNIKYVYGVPPGVYNYV
t cagaggccact cccagcaccgcecacgct gt t gggcgaagt cat gaacaaggt cggcgt accgcccggcegt ct acaacgt

9690 9700 9710 9720 9730 9740 9750 9760
VNGFGVNSAGS FLTAHOQGVNGI TFTG
ggt gaacggct t t ggcgt caact cggcgggcet cct t cct gaccgecgcaccagggegt caacggcat cacct t caccggt g

9770 9780 9790 9800 9810 9820 9830 9840
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ETKTGTAI MKAGADGI RPV SLEL GGKN
aaaccaagact ggcaccgccat cat gaaagccggt gccgacggceat ccgeccggt gt cact cgaat t gggcggcaaaaac
9850 9860 9870 9880 9890 9900 9910 9920

AAAV VFADT CDZFENALATVTIRSAFENT CGDaOQ
gcggecgt ggt gttt gccgact gcgat t t t gaaaacgct ct ggccaccgt gaccegct ct gcct t t gagaact gcggeca

9930 9940 9950 9960 9970 9980 9990 10000

v CL GT ERVYVERWZPI FDIKUZFV S AL KERA
ggt ct gt ct gggcact gagcgegt gt at gt ggagcgaccgat tttt gacaaat t cgt cagcgecct gaaagagcgegecg
10010 10020 10030 10040 10050 10060 10070 10080
AAIl K P GRPZFDADT KI GPULVSKI HOQK KV
cggccat caagcccggecgt ccgt tt gat gccgat accaaaat t ggcccgcet ggt gagcaaaat ccaccagaaaaaggt g
10090 10100 10110 10120 10130 10140 10150 10160

L SYYAKAKAEGANI VL GGGVZPNMMPUDTUDL
ctgtcttactacgccaaagccaaagcagaaggt gccaat att gt t ct t ggt ggcggegt t cccaat at gccagat gacct

10170 10180 10190 10200 10210 10220 10230 10240

K bGCWVEZPTI WTGLUPESSZPI VREFEI F
gaaagacggct gct gggt cgaacccaccat ct ggact ggcct gcccgagagt t cacct att gt t cgt gaagaaatttttg
10250 10260 10270 10280 10290 10300 10310 10320

GPCCHI QPFDTUEEIEVLNMVNDSUZPYGL A
gcccat gct gccat at ccagecgt t t gacaccgaagaagaggt gct gaat at ggt caacgacagcccct acggect ggcc

10330 10340 10350 10360 10370 10380 10390 10400
T SI HT QDI S RASRLAT QI EVGLTCWI NS
acttctattcacacccaggat at cagccgagccagccgt ctt gcaacgcaaat cgaggt gggt ct gt gct ggat caacag
10410 10420 10430 10440 10450 10460 10470 10480
WFLRDULIRTWPFGGSKQSGI GRETG GG GTL H'S
ctggttcctgcgtgatttgcgcacaccctttggcggcet ccaagcagt cgggt at cgggcegt gaaggt ggcct gcattcgce
10490 10500 10510 10520 10530 10540 10550 10560
Stop chzG - |
L EFY TEULIRNYVMI K Y * invrepeat T-Box
tggagtt ctacaccgaact gcgcaacgt gat gat caagt at t geleEElREIffeifgcccccelfifianiaiEifcElEEREIcCt cct
10570 10580 10590 10600 10610 10620 10630 10640
Start GST -
ML YYSPGACSLSPHI ALREAGLDTEFEFTDIWL
ataatgctttattactctcctggecgettgetcgetgtcaccccacattgecct gcgcgaagecggtctggactttgactt
10650 10660 10670 10680 10690 10700 10710 10720

V KV DL KTKIKTDAGDU DYFAVNWPSGY VP
ggt caaggt cgat ct caaaaccaagaaaaccgat gct ggt gacgat t act t t gcagt gaaccccagcggct at gt gccct

10730 10740 10750 10760 10770 10780 10790 10800
cL QI DDGRMLTIEGPAI VQVYI A DOQAAGHK
gtttgcagat cgacgat ggt cgcat gct caccgaaggccccgecat cgt gcaat acat cgct gaccaagcggct ggcaaa

10810 10820 10830 10840 10850 10860 10870 10880

K L APLNUGTVFERY QLQQWLNFI STZEI HK
aaact t gcgccget caacggcacgt tt gagecget at caact acagcagt ggcttaactttattt ccaccgagatt cat aa

10890 10900 10910 10920 10930 10940 10950 10960

S FSPLFNZPDASADS S KATARIKTLDARIL
aagtttttccccgetgttcaaccccgat gccageget gact ccaaggct acggcgcgcaagact tt ggat gccegettgg
10970 10980 10990 11000 11010 11020 11030 11040

AT AAAQL S KTWPYLULGESYSVADI YL FV
cgacagcagcagcacaact tt ccaagacaccct at t t gct t ggagagagct act ct gt cgccgacat ctacctgtttgtt
11050 11060 11070 11080 11090 11100 11110 11120
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T L GWAGYV GV DLAPWPAL QHTFSARYVAS
acct t gggct gggct ggcet at gt gggt gt ggact t ggcgecat ggect gegt t gcaacact t t t cggceccgggt ggect ¢

11130 11140 11150 11160 11170 11180 11190 11200
Stop GST - |
R DAV QATILIRAEGLI QA*¢*
ccgcgat gcecgt t caggccacct t gcgcgcagaaggt t t gat t caggcct gaacat gat gacaacat ccaat ccagaaat
11210 11220 11230 11240 11250 11260 11270 11280

gcacaat cgat t gt t gct gcgggcat ccgcaccaact accat gat gt gggcaccggctt ccecggttctgtt gattcacgg
11290 11300 11310 11320 11330 11340 11350 11360

tttccggeccgggegt gaccgegt gggccaaccageccccaggecct acgt gcgcaaagegt t cgagaaat at ct ggagt g
11370 11380 11390 11400 11410 11420 11430 11440

cggcat cttcgeccacggetttgeccgegeecget gcgacgact gcggacacgactt cct ggt cgectt ct cgt gcaaag
11450 11460 11470 11480 11490 11500 11510 11520

Start thpAQ2) -
MAETAAMHTLTDMHYVF PR
gcgggggt gt ct gccect cat gcaacacccggcegceat ggct gagacggcggcacacct caccgaccatgtgtttccccgce
11530 11540 11550 11560 11570 11580 11590 11600

L PVRQWVL SVPKRLIRYYMQREG GPVL GWM
ctgccggt gcgecagt gggt gct gt cggt gcccaaacggct gcggt act acat gcagcgagagggcccggt gct gggceat

11610 11620 11630 11640 11650 11660 11670 11680

V.,L RI FL RVI AQTULQANSUPS GAANVDIKA
ggt gct gcgceat ct t cct acgegt cat cgcgcaaacgct gcaagccaacagccct ggt gcggecaat gt ggacaaggcag
11690 11700 11710 11720 11730 11740 11750 11760

A L HI GAVAFI HRFGSNLNIEMHVHEFHVTCA
cact gcacat aggcgcagt cgectt cat ccaccgcet tt ggct ccaat ct gaacgagcat gt gcact t ccat gt ct gcgea
11770 11780 11790 11800 11810 11820 11830 11840

vV D GV FEEVAGEEGDAADAASOQSSUP S R I
gt cgat ggcgt gt t t gaggaagt ggcgggcgaggagggegat get get gat gcagcet t ct caaagcet caccat cgcgeat
11850 11860 11870 11880 11890 11900 11910 11920

I FHPATGVTADAYVYGOQVOQASLRIKRI L R
cat cttccaccccgccaccggegt gact gcggat gccgt gggt caggt gcaggccagct t acgcaaacgcat cct gcgeg
11930 11940 11950 11960 11970 11980 11990 12000

A FV GRGLULESFEAQEMLGYKHSGF S AD
cctttgtcgggecggggect gct ggagagt t t cgaggcccaagagat get gggcet acaagcacagegggt ttt cggcggac
12010 12020 12030 12040 12050 12060 12070 12080

T S vCIl AAHDRAGLERLILIRYZ CARPPFA AWM
accagcgt gt gcat agcggcgcacgaccgcgecgggct ggageggcet get geget act gcgeeccgeccgecgt tt gecat
12090 12100 12110 12120 12130 12140 12150 12160

ERL RKAGSIELVYRZCAKI QHSEWPGS SIL PH
ggagcggct gcgcaaagcgggecagegagct ggt ct accget gcgeccaagcagcacagcegageccggeagect gect caca

12170 12180 12190 12200 12210 12220 12230 12240
NKRGVIKADEI TLTWPULELI ERI AKWLVPP
acaagcgcggcgt aaaggccgat gagat caccct caccccgcet ggagct gat t gaacgt at cgccaagct ggt gcceceg

12250 12260 12270 12280 12290 12300 12310 12320

P RTMHRMHRYFGVLAPNSUPLIRPAVTALAR
ccgcgecacgcaccgecaccgcet acttt ggcgt gct ggcaccgaact caccct t gaggect geccgt cacggegcet ggecgeg
12330 12340 12350 12360 12370 12380 12390 12400
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DA AV KPAQVQAEWPASTAAGEGAL GVR
t gat gcagcggt gaaaccggcgcaggt gcaagccgagccagccagecacggcet gcaggcgagggegeact t ggggt aagaa
12410 12420 12430 12440 12450 12460 12470 12480

S PLPTQTEPAQPVZPPIKRPAHYLWAVLM
gcccact gccaacccagaccgagcccgeccagecggt gccacccaagcgeccggcegceact at t t gt gggeggt get gat g

12490 12500 12510 12520 12530 12540 12550 12560
A RI Y EVFUWPLULTCPI CGGQMHI I AF 1 TH S
gcccgt at ct acgaggt gt t cccgcet get gt gccccat ct gcggecgggeaaat gecacat cat cgect t cat cacacacag
12570 12580 12590 12600 12610 12620 12630 12640

A DI RQI L EHI GV ETUEWPWPHI TPARGZPFP
t gccgat at ccgccaaat act ggagcacat cggggt ggagacggagccgecgcacat caccccggcacgcgggecgcecac
12650 12660 12670 12680 12690 12700 12710 12720

L WD EU CUDA A QAAEGVYVYEWPAPDWDEATGQPA AP
t gt gggacgagt gcgacgcgcaagccgcagagggegt ggagccagecccagact gggat gaagcgacccaaccggccccg
12730 12740 12750 12760 12770 12780 12790 12800

Stop tpA(2) —|
DFEVD QRV S W?*
gact t cgaggt cgat cagcgcgt cagt t ggt agggt ggcaacagcggt t aacagt ggt t t t gccaacgt t gcgaggcagce
12810 12820 12830 12840 12850 12860 12870 12880

gct gcgect gt caccgeccaaaaacgggt cat accgaaaaat ct cgggcaact ggct t t gagaaat caacccagcagt ccc
12890 12900 12910 12920 12930 12940 12950 12960

ct gt gt gcat gcct gagacgecccaaacgt gt get at act t gt get cat gcggt t ggat t t cct at cct ccgacct geca
12970 12980 12990 13000 13010 13020 13030 13040

Start chzJ(2) -
M T QTUPNQL AEA
t agccggegegecccaccct caacct tt ccaggcggageccccccat gacccagacgceccaaccaact cgeccgaagegat ¢

13050 13060 13070 13080 13090 13100 13110 13120
WAAROQAGRTLIDAAATI GTPDLATAY A/
t gggccgeccgecaggecggt cggacact ggacgeccgecagecaccat cggecacgecccgacct cgecaccgect acgecat
13130 13140 13150 13160 13170 13180 13190 13200

QRAL L GLRLAAGEWRVYGWIKULGY TS EV
ccagcgcgcgct get cggect gecgect ggeccgecggecgagegegt ggt cgggt ggaaget gggt t acacgt cggaagt ga

13210 13220 13230 13240 13250 13260 13270 13280
MRRQMGI ARPNI GPLTNRMLILNSGDAYV
t gcgccgecagat gggcat agcccggeccaacat cgggecget gaccaaccggat get get gaact cgggcgacgeggt ge
13290 13300 13310 13320 13330 13340 13350 13360

HERLVQPRVEWPIEI GLRLQTALDARMHAWP
acgagcgcct ggt gcagccgegggt cgaacccgagat cggget gegect ccaaaccgecct cgacgecgeggcacgegec
13370 13380 13390 13400 13410 13420 13430 13440

V DRHTVV AAV EGAYACLEVVHSTWT G
cgt cgaccgccacaccgt ggt cgccgecegt ggagggegect acgect gect cgaagt cgt gcact ccacct ggacaggcet
13450 13460 13470 13480 13490 13500 13510 13520

Y RFNLEQNTADNSSAGQQVYVYV GPRLPWVT
accgct t caacct cgaacagaacaccgccgacaact cgt ccgecggecaggt cgt cgt cgggccacgcect gccggt gace
13530 13540 13550 13560 13570 13580 13590 13600

DLMAAGTVAVRLHDGSMHHTLGOAQGVGATD

gacct gat ggcggcgggcaccgt ggcggt gcgect gcacgacggcageccaccacacgct gggacagggcegt gggecgecga
13610 13620 13630 13640 13650 13660 13670 13680
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A DGHPLDAVARLARELAAFGOQRLEASG

t gccgacggccaccccct ggacgcggt ggcgegget ggcgegggagcet ggecgegt t t ggt cagegget ggaggegggt g
13690 13700 13710 13720 13730 13740 13750 13760

bLVI TGGLTIKACELIEVGGRLTGVEFSFG

at ct ggt gat cacgggt gggct gacaaaggct t gt gagct ggaggt gggggggaggt t gacgggagt gttttcgtttggg
13770 13780 13790 13800 13810 13820 13830 13840

Stop cbzJ(2) - |

DAWSVDVTVRRL *

gacgct t ggt cggt agat gt gact gt gcggcegt ct gt gaaacgacact t gat aggt gcggat cgcct gcacat caacccg
13850 13860 13870 13880 13890 13900 13910 13920

gt caacgaacggct ccat caaagacgccagt gcagcgt gagcggt cgegt gacacct t gaccagt gagcggccggt ggag
13930 13940 13950 13960 13970 13980 13990 14000

gcgccet ct acgat ggcct gcagagaggt cgagt gacagccaccagcect t gt gcggact t cggccgegat caaat gaageg
14010 14020 14030 14040 14050 14060 14070 14080

ct gccacgggt cggcgeccgageccgaccgecgecaagcecct t cct caagcaact gt at gcct gcaaggggt at ccget t aget
14090 14100 14110 14120 14130 14140 14150 14160

ccat cagccccatt gacact gcgattt cat ccagcaat ggt at ccgat t gcct ct ccccggt gt t ctt gct cacgacat ¢
14170 14180 14190 14200 14210 14220 14230 14240

cccat acgt cact ggcggcgt caccaccgct t gct gcagcaagegt t aaaacagcat cccgegt gaget ggat gt gcgec
14250 14260 14270 14280 14290 14300 14310 14320

ggt t gaaacggaacacgaat t cat cgagat aggcgt ccaggt gt t cgggt t gcacagaaccgt ggt gcgt t cccagcacc
14330 14340 14350 14360 14370 14380 14390 14400

cagt gct gt accaacgaggcgacccggt gcact cccgccat ggagacat [sfefefefelielel fele | MR aferzlo] fe orz i 2 0| HofE

14410 14420 14430 14440 14450 14460 14470 14480

106 bp | S-El enent von |S1071

cggt acgcaaagct agcact ggcgegggggt ggt ct gggt agaccgttgatttcattgactttcct gtt cget t t[sJEEEE]

14490 14500 14510 14520 14530 14540 14550 14560

Start tnpAQ3) -
MQGWHTTFLGMRGTL P
cgggt at ggt ggcct cccacttttgaggttcacgat gcagggttggcacacaacgttttt ggggat gcgt gggetccccce

14570 14580 14590 14600 14610 14620 14630 14640
R DI S DFEMKAFTFTUFUDGAEIRDAI NARIRSG
gcgat at cagcgact t cgagat gaaggcatttttcacctt cgat ggt gccgagcgcgacgcaat caat gcacgccgaggt
14650 14660 14670 14680 14690 14700 14710 14720
Unterbrechung von tnpA(3) - | Beginn von Tn5501 -
D S HKULGL AL HI 38 bp inverted repeat von Tn5501
gattcccacaagcttggtctggcgct ccat at t [ofsfe[sifife|iczle[elefsfo e EEleleler- oo EIR RN oo [Hofzlo[elolgat caacat
14730 14740 14750 14760 14770 14790 14800

ggct t gt ct cgeget t ggt cgat gagt t cct gcat cgeccgeat gact t ctt cgt gggt gt acgact t ggcgt t ggggt ¢
14810 14820 14830 14840 14850 14860 14870 14880

gt cggcect ct cggagagct t cct cgacct cgegggt cat ccgegceat att ctt ccggeccacagcegct t gct ccat gcgea
14890 14900 14910 14920 14930 14940 14950 14960

gcgacgcct gcccaagcaggt gcagcaggccgaacagccgceat gt cat t ggt ggcgacgacgt get ct cgaat ccgcet cc
14970 14980 14990 15000 15010 15020 15030 15040

t ggat cacct cgcaggcccgat gcgect ct ggcgt cgeegt gecect cgt agccgget gggagt t ct get t ct t cagegat
15050 15060 15070 15080 15090 15100 15110 15120
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t cgcgecccaagcegat agccagegcect cgat ggt ggacaggtt cattt get cat ccact t gcgcagcagacgetttttcag
15130 15140 15150 15160 15170 15180 15190 15200

ggaggcgcgcet ctt gcggat t gegt ccct t gt ggt t ggcaat gcgat ccgeegt ggeggect ggegcet t gat gggecagt
15210 15220 15230 15240 15250 15260 15270 15280

aggagcggccat cctt acccat cgaccagacgt t gct gacct ggt t t t ccagt agaggcagat gggcgceat agagct t cc
15290 15300 15310 15320 15330 15340 15350 15360

ggcgacgcgctggccagcgcggtgcgctcgtgagttcgccagcgctgatgccagagtttcttgtcctcgcgctcgctacg
15370 15380 15390 15400 15410 15420 15430 15440

gcaggt cgt gt gcccaacgat gggegt t t t gcggeggcet gcggcet cat gat gt ggt t gt ct ccaagaa
15450 15460 15470 15480 15490 15500
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8.2 DNA-Sequenz des meta-Operons von Ps. putida Stamm GJ31

Angegeben ist die in dieser Arbeit ermittelte DNA-Sequenz des meta-Operons von Stamm GJ31 sowie die iden-
tifizierten offenen Leserahmen und deren abgeleiteten Aminoséuresequenzen. Start und Stopbereiche der einzel-
nen Gene sind beschriftet. Postulierte Promotorbereiche sowie Hairpin-Strukturen als mégliche Terminations-
signale sind fett gedruckt, letztere zusatzlich wei gedruckt und grau hinterlegt. Potentielle Transkriptionsstart-
punkte sind zusatzlich durch einen Pfeil gekennzeichnet.

L QMY GA GLRHGGL QY TL ML ATNRNDYV
gttaact gcat gt at ccagcgcccaagceggt gcccacccagct ggt aggt gagcat caacgeggt gt t ccggt t gt ct ac

10 20 30 40 50 60 70 80
K GA KSAGDERSDYJFRFDSTULIRGPGI ER
cttcccagctttcgaagcaccgt ctt cgcgecgaat cat aaaagcggaaat cagaggt caat cgaccaggt ccgatttcgce
90 100 110 120 130 140 150 160

N DV F GVYNIKDYI DEULIOQAYYYKULTTULNHK
ggttgtccacgaagccgacgtagttcttgtcgtagatatcttcaagctgcgcgtagtagtacttgagggtaaggttcttc
170 180 190 200 210 230 240

S WA Y D GGLFY FTDSEAAGNUFIRU GNUPAAYV
gaccacgcgt aat cgcct cccaagaaat agaat gt at cagat t caget gccccat t gaagcggecat t aggt gccget ac

250 260 270 280 290 300 310 320

R MK QYDTSIDWRLNI RDLWGAMHLSL GDI D
ccgceat ctt ct ggt agt cagt cgagt cacgcaggt t gat t cggt caagccacccagcat gcagcgacaggcecat caat gt
330 340 350 360 370 380 390 400

Q S RLYTGRFTOQPLULIRTWPSAFAI PL FT
cctgcgaacgtaggtaggtgccacggaaggtctgcggcagcagacgggttggactcgcgaaggcaattggcagaaatgta
41

480

S VvTGYQLET KSI KMKATULGLESYDRAP
ct gacggt accgt act gaagct cggt ct t ggagat ctt catttt ggct gt caaacccagct cggaat aat ccct ggct gg
490 500 510 520 530 540 550 560

ERTSASFWPLWLGT GV RDSSSDULIRLGMMA
ttctctggtgct agccgaaaaaggcaacagacccgtt ccgaccegat cact cgacgagt ccagt cgt aaccccat cat gg

570 580 590 600 610 620 630 640
QADMGFGVPGDTUFGS SV FNVI F GQAWE
cttgagcat ccat accaaagcccaccggceccgt cagt aaagccggaagagaaat t gacgat gaat cct t gggeccattcc

650 660 670 680 690 700 710 720

R A AAQPTENI Y NRDIFYYNRLTAIKAIKSTD
cgggcagcagct t gcggggt ct cgt t gat gt agt t gcggt caaagt agt agt t gcgcagggt ggcct t ggcttt cgagt c
730 740 750 760 770 780 790 800

« Start ORF1

EIl FGAAQI S TAQAVLLGALAATRS SRS SWM
tt cgat gaat cccgccgcect ggat ggaagt cgect gt gct acaagcaagcect get agggcet gcagt t ct agat ct get ca
810 820 830 840 850 860 870 880

| « Stop ORF2

*» V.V S A KL EWP S KK
tgtcgtgtcttettttttgttcttgttggt gaaget ggagaggt t caaaccacggaagcetttcaget cagggettttttt

890 900 910 920 930 940 950 960
L s sSLYFLSI AALVI GPASALMYVYGSAGA
t agt gacgacagat agaacaacgagat ggcggcgagcacgat t ccaggt gcagaagccagcat gacaccgct cgctcctg
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
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GLVMMKGVVLPGAMAGVYVYRGVAVAAGT
caccgagaaccatcattttccct accacgagaggcccggccat cgcacct acccggccaacggccact get gcaccggtt

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
G T ARGNAPYFQPALAYLUVCQGGTTUF 1 G
ccggt t gcgecggecgt t ggcgggat agaat t gaggt gcgagcgegt aaagcacgeat t gcccgecagt t gt gaagat ccc
1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
A LFGAGI MAPLSI AATLITCALSVLI GGY
cgcgaggaagcct gcgecaat cat ggct ggcagggagat agcagcagt caggcacgccagggaaacaagaat gccgecat
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280

vV .L GP MAWI PLRDMAYGLMLTGVAAGIL
aaaccaaccct ggcat ggcccagat cggaagccgat ccat ggcgacacccaacat cagggt ccccaccgecageacct aac

1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
QMSLVVI S AESPKFGQGI LI S PL WNI L
t gcat ggacaat acgacaat gctt gcct cget cgget t gaagccct gcccgat caaaat get cggcagecagt t gat cag

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

Il Y T vV™ML TFFFSVWLILULTI KLTGSGUDVL
gat gt aggt gaccat gagggt gaagaagaagct aacccat aacagcaaagt gat t t t gagcgt t ccaccgt caaccaaaa

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520

S K TTWPI ETSAVQANAOQKYULDUWPLY L L L
tgctcttggt agt agggat tt cggt cgaagcgactt gagcattt gcct gct t gt acaaat cagggagat agagaagcagce

1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
L PVI VLPVYV GGVYFVL KWGVGUFIDULIL GI
agcgggacgat aaccagaggcacaact ccgccgacgt aaaaaacaagt t t ccagect acgccaaaat cgaggaggccaat

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

AAALAAGLUPVGCYML SVAT GRMREGAA
ggct gcagccaaggecgecacccagcggaacaccgeagt acat caaget aacagcagt gccacgcat gecget cgecaget g
69 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

E S ALAI L NPL SAGLGVGTMLIRAFLILA
cctcagaagccagggcaatcaggtttggcagcgatgcgcccaatcccaccccggtcattagccgagcaaacagcagcgcg

770 1780 790 1800 1810 1820 1830 1840

S F S WAI TTVLSFVGFULAYVSVI L V KIKRG
ct gaagct ccaggcgat t gt cgt gacgagcgagaacacaccgaat agt gccaccgacacgat gagcacttttttt cgacc
860 1870 1880 1890 1900 1910 1920

Y RDALRGGI FAGPLMGLV GV SFVWGMDAQ
gt at cggt cggcaagt cggccgecaat gaaggcccccggcagceat gccgagaacgccgacact gaaaacccaacccat ct

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
L K DL GFUDASMGHAAI GPAQL DL GEWML

gcagttt gt ccagaccgaaat cggcagacat accat gcgct gcgatt cccggt gect t gcaggt ct aagccct ccat caag
2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080

« Start ORF2

AV L FCLAI TI FL KTIKUDTI KU DT M
gcaaccagaaagcacagt gcgat agt gat gaagagtttggt cttatccgtttt gt cagt cat agcaacccctt ccaaagc
2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

t ct cagaaaact t cggaacacaaagt gat t ggt gt gaaacgct ggaaagt caggt aagcgaaaagacgct cat cagacac
2170 2180 2190 2200 2210 2220 2230 2240

t cacaat gt gagaggt gcact caaat acgcgcagcegt at t ct ggggt gct gacgacgat act t t ggcaaggcat t cat at
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320
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T-Box inverted repeat
tgttaagctctcttattgttgtgciiEEEEladaaidadiefEl[sz[s[efe[sicat cgct gcggacagct t gcgt ggagcet

2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400

| « Stop chzK
*} R KL L DLAVDVI MDEQGG GV MRRK
gt ct gcgaacct cagcgcet t cagcagat ccagggcgacgt caacgat cat gt ct t cct gaccgecgaccat ccggeget t
2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480
GLEVLI DVAKI GYRASAVEAHRLTFSSY
gccaagct caacgagaat gt cgacagcct t aat gccgt agcgagccgaagct acct ccgeat gacgaaggaagct ggagt
2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560

V GAY GL AL TERUDI RVPRDAOQQLUPWRYVL DD
acacgccggcgt aacct agagccagggt t t cacggt cgat gcgcact gggcgat ct t gcagt ggacgcaccagat cat ct
2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640

AAADMLA AYLDT GHNWGLI KNAAAI FVEWLP
gcagcat ccat aagggcgt agagat cagt gccgt ggt t ccaacccagct t gt t cgcggccgcaat aaat act t ccagecgg

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720
A NGAGAGMGSL SV DI RDCROQEVA AV I SN
ggcgt t acct gcaccggegeccat accggaaaggct gacat caat ccgat cacaccgt t gt t cgacggcaacaat cgagt
2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800

A YV GL S LNHHAHI GTHTAZPUDILVAIKVYVAR
t ggcaacaccgagact caagt t at ggt gggcat ggat gccggt gt gggt agct ggat cgagaacagct t t gacagcacgg
2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880

FRARI DEMNMNMAGGS SIDVVY!l CTAGY S EWMM
aagcgcgcgeggat gt cct ccat gt t cat cgcaccgect gagt ccacgacgt agat gcaggt ggcaccgt agettt ccat
2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960

L K AQQAL GEUPIDAYWPEUDHPLIRGHGUDGWL E
cagct t cgcct get gggcgagacct t cagggt ct gecat at ggct cat cat gaggaagccgaccgt gt ccat ccccaagcet

2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040

R AY EI HQKSVDAETT CHTAVRVYVRAGA

cacgggcat at t cgat gt gct gct t cgacacat cagct t cggt gcaat gggt ggct acacgaaccacccgagcacccgcc
3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120

A Y AAKLDHLT GI GPLLLTAI KAHIKV VD
gcat aagct gct t t gagat cgt gcagagt accgat accaggaagcagcagggt cgcgat ctt ggcgt gt t t gacgacat ¢
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200

A A AEI WEI DTHAGFU GYNU FSS GOQUL GD GH
agcagcggct t caat ccact cgat gt cggt at gcgcaccaaaaccgt agt t gaagct ggaaccct gcaggccat cgecgt
3210 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280

AV EI S DV KAADLARAI AQV QDL SY QMH
gagccact t cgat agaat ccact t t ggcagcat caagcgcgcgagcaat t gct t gcacct ggt ccagcgaat act gat gg

3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360
« Start chzK |<— Stop chbzQ
R1 AHMGDARLTUVDSI YL KIKGNWM A
cgaat ggcgt gcat gccat cgecgcagggt cacat cggagat gt agaget ttttaccgtt cat aact gcget cct caggece
3370 3380 3390 3400 3410 3420 3430 3440

QS MS QA MREATALAASTMI DL NG GAYA AP
t ggct cat cgact gt gccat gcgt t cagcagt cgccaacgcagcagaagt cat gat gt cgagat t gcccgcat acgccgg

3450 3460 3470 3480 3490 3500 3510 3520
L YHAAGEVEI FVSTIKULGSFEG GHG GUPI NIL
cagat aat gggcagcccct t caacct cgat aaacacagaggt ctt cagaccgct gaat t cgccgt ggcct gggatgtt ca
3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600
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P A TDWPI VEFQVIKQKULRYGPVYANVAA
gcggegecegt gt ccgggat cact t cgaact gcact tt ct gct t caaccgat agcccggt acat aagcat t caccgcagca
3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680

vV MEEI S A EVHDAO QDAAESLVYVTIDRMML
accat ct ct t cgat ggaggcct caacat ggt ct t ggt ct gct gct t cagaaaggacat acacagt gt cacgcat cat caa

3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760
PP EAPNMMI I I AKGKAAGGI A EI AKSTT
cggcggct ccget gggt t cat gat gat gat ggcttt accct t t gccgecaccgecgat cgect cgat ggect t cgaggt gg
3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840

E T F E DI NARTGPGASI K SAI S AVI EAY
tttcagt gaact cgt cgat gtt cgct cgagt acct ggaccagcggat t t agaggcaat cgat gcaacaat tt ccgegt aa
3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920

HV KAV RSVAAVMPI TAQGGCTVMNLNE
tgcact tt ggcgacgcgegat acagcagccaccat gggaat ggt cgct t ggccgecgeaggt gaccat gt t gaggttct ¢
3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000

ANV HOQELNVVPVCY®PGI A APTWLUIDI V R
agcgt t gacgt gct gct caaggt t t acgacgggaacgcagt at ggaccaat agccgcgggagt caggt cgat cacccgga
4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080

G P KTARLULADNIKVHAGASTADUEFVF DYV
tgccaggett ggtt gct cgcagcagegegt cgttttt gacgt gagcaccggegcet agt ggcat cgaacacgaaat cgaca
4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160

DA FEPMKVL GAVGEMHTTAVGMRGARA AL
t cagcgaattccggcat tttcacaagacccgcaacaccct cgt gggtt gt cgcaacgcccat acgaccggcacgggccag

4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240
G DbDSAPDI GV MVAMETLMHEANRLI K1 ML D
gccat ct gaggcgggat caat accgaccat cact gecat t t ccaagt get cggcat t acgcaagat ct t gat cat cagat
425 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320

« Start chzQ
T GV NGSGVI AV KRKTTWM
| « Stop cbzJ(2)
*» K L VETV DV S F
cggt gccgacgt tt ccggagccaacgat ggcaactttacgttt ggt agt cattt caaaacct ccgt cacat cgacact ga

4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400

S VGVRGLGEI EAEFHDGASYGVY MPGL
acgacacgccgact cggccaaggcctt cgat tt cgget t caaaat gat cacccgegct gacacct accat cggt cccagg
4410 4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480
A GT 1L I I DGAKLWPEGFEAMTIRALWYVAA AN
gct ccggt gagaat gat gt caccggect t gagaggct caccgaact cggecat ggt gcggget agecat acagcagcat t
4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560

L P NGLCEGGSGSSVVEGNIKS SMRMTAGR
cagcggat t acccaggcat t caccgccact gccagagcet cacgact t caccgt t ct t ggacat gcgeat ggt cgegect ¢
457 4580 4590 4600 4610 4620 4630 4640

L bL GDI RRAPGGLVFTCGSSANDAVTD
gcaggt cgagcccgt cgat acgccgagct ggaccgecccaagacgaagcagecact agaagegt t gt cagccacggt gt ca
4650 4660 4670 4680 4690 4700 4710 4720

A FKI NWGEI RSGVVELAPVV WGTAAI V
gcgaatttgat gttccaaccttcgat gcgget gccgacaact t ccagt gct gggacaacccagccggt t gcagcaat gac
4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800
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DA FTTSASPLIDRETLI L Al EAEI KPOQLV
at ct gcaaacgt ggt agat gcact cggcaggt cacgct ccaggat t aat gcgat ct cagect cgat ct t cggct gaagga
4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880

R EFPI VENUDSGYAMDAFLTCGFUDUZPQDVGC
cgcgct caaat ggaat gacct cgt t at cgccat aggccat gt cagcaaacaagcaaccaaagt ccggt t gat ccacaccg

4890 4900 4910 4920 4930 4940 4950 4960
L QAQVIKWPNTLGI KRGVLIRRGNAI AYADRQ
agct gggcct gaacct tt ggatt ggt caacccgat ttt gcggcccaccagacgecggcecatt ggcaat ggcat aagect g
4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040
N L RQI AYAHEVNTAGI VDRLUPGVPE GK
gtt caaacgt t gaat cgcat aggcat gct ccacat t t gt ggcgecgat gacgt cacgcagt ggcccaacaggt t cgecct
5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120
« Start cbzJ(2) | ~ Stop chzF
G EAKRLEAALRELTEIGQSTNM * H

ttccttcagetttgegecaget cagccget aageget caagggt ct ct t gt gaagt gt t cat gegt gacct cggt cagt gg
5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 5200

T LFDLV MRNZFTDAHEWOQAWHGT CIKNTF VH
gt aaggaaat caagaaccat gcggt t aaaggt gt ccgegt gct cccact gecgeccaat gt ccgeact t gt t gaacacat g

5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280
L QS NSI GAVLRL GTDLUPVFRDNRGWI V
cagct gggagt t agagat gccagcaaccaggcgcaggccggt gt cgagt ggaacgaaacggt cgt t acgcccccagat aa
5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360

L T EANI EGLRHGEFDZPFQKLNAALSA AT
ccaaggt ct ct gcgtt gat tt cacccaagcgat ggccgaaat ccgggaat t gct t caggt t ggcggcaaggcet t gcagt g
5370 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440

FNELHIDI KIRALMNDILRTQFULEZETULDST D
aaatt ct caagat ggt ct t t gcgggccagcat gt t gt ccaaccgegt ct ggaacagct cct cagt cagat cget ggt gt ¢

5450 5460 5470 5480 5490 5500 5510 5520
Y VF I S MMKIKILNZEI TPEWRYUL GNILIULIKI GE
gt agacaaagat gct cat cat ctt ctt gaggtt t t cgat cgt aggct cgcgat acaagcecat t gagcagt t t gat gectt
5530 5540 5550 5560 5570 5580 5590 5600

S PMPVFPSVGGTGGGMLVYVL K GVREPW
cgctt ggcat cggcacaaacgggct cacaccgeccgt accgect cccat cagaaccagt t t gccaacgegcet ct ggccag

5610 5620 5630 5640 5650 5660 5670 5680
T L SFAVATHGGMSNGTL I HI KDULDULKDYV
gt cagagagaaggcaact gcggt gt gcccccccat ggaat t accgaggat gt gaat ct t gt ccaggt cgagcet t gt cgac
5690 5700 5710 5720 5730 5740 5750 5760
L GK L VRANLWDSWRSGTSVI S DSIKSWGUZPTC
cagacct t t gagcacgcgggcgt t cagat cagagcgagagccggt get cacgat cgaat cgetttt gct ccaacct ggge
5770 5780 5790 5800 5810 5820 5830 5840
DML I VRFGANVLWPIEI NRNZFNAWGSAOG
agt ccat caggat gacgcgaaagccggegt t t accagt ggct cgat gt t ccgat t gaagt t ggcccagcecact cgcacca
5850 5860 5870 5880 5890 5900 5910 5920
P GS GHL MV VTEI K GETGCDNYHI NLUDUL DG
ggacct gagccgt ggagcat cacaacggtttctttgectt caccgeagt cgtt gt agt ggat gt t caaat ccagat cgec
5930 5940 5950 5960 5970 5980 5990 6000
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DQI RV FKSTEIKETI ATVI L DGHTLMHI L A

| « Stop cbzE(2)
* R

at cct ggat gcgaacgaatttgctggtttcttttt cagt gattgcagt cacgattaagt ct ccgt gaaggt gt att ageg
6010 6020 6030 6040 6050 6060 6070 6080

« Start chzF
P HACO QYL RLIRRDYV

QT HASI S GFGAI WEWPI PRYYRDTATYA
ct gggt gt gcgecact gat agagccgaagcect gcgat ccact caggaat cggt cggt agt agcggt cggt ageggt gt agg
6090 6100 6110 6120 6130 6140 6150 6160

GHAALASFAAVWAKVYVYEMHTSIKGALE S L
cgcegt gagccgeccaaggccgaaaacgcagcgacccaggcect t gacct cat gegt cgat t t gccggecagcet ccgagaga
6170 6180 6190 6200 6210 6220 6230 6240

HSNSLDUDLQQSVL DQQEVVDLUFY QDWK PN
t gggagt t act gaggt cat caagct ggct caccagat cct gct caacgacat ccaggaagt act gat cccact t gggat t
6250 6260 6270 6280 6290 6300 6310 6320

L PHL TN QDEVFIRIEAAVYVY YV QQTRADREE
cagt ggat gaagggt gt t ct gat ct t caacaaat cgt t cagcagccacgacgact t gt t gagt acgggcat cgegctctt
6330 6340 6350 6360 6370 6380 6390 6400

PP L DRGSGMLRDAMRADVI KA ALEWPVPP
caggcggt agat cccgaccact gcccat cagccggt cggccat gegt geat cgacct t t gccaact ct ggcact ggggge
6410 6420 6430 6440 6450 6460 6470 6480

QHSL GGSGLFLVR RKNLGRTFRGI A EGL
t gat gagacagcccgcccgagcccaagaacagcacccegct t gt t gagecccgegggt gaagcggecaat cget t caccgag
6490 6500 6510 6520 6530 6540 6550 6560

L R VREVFTWPLWPPAVCNVEFVPLVPYKUDIL G
caaccggacacgctcaaacgtcggcagaggtggtgccacacagttcacgaaaacaggaagaacgggatatttgtccaggc
6570 6580 659 6600 6610 6620 6630 6640

G L L FELPQAFGHDVQMRY SV ALDI G S
cgccgagcagaaact caagt ggct gagcgaagccat gat cgacct gcat cct gt aggacacggccagat cgat t cccgac
6650 6660 6670 6680 6690 6700 6710 6720

T LV SEACAEALEIKPVSLTGVL S GF D G I
gt cagaacagat t cagcacaggct t cggcaagt t ct t t gggt acagat agcgt gccgacaagt gaaccaaaat cgccgat
6730 6740 6750 6760 6770 6780 6790 6800

AAEAAMGL CFU®PWPMYVYDYFFGNYHUDUPATFUL YV
agctt ccgeggecat acct aagcagaaaggcggceat cacgt cgt agaaaaagccgt t gt agt gat caggcgcaaagagca

6810 6820 6830 6840 6850 6860 6870 6880

V L EPNFAEI RARAARVVEAYVYETDULVDRQ
ccacgagct ct gggt t gaaggcct cgat ccgcget cgagcggeccgaaccact t cggecact t cat ccagecacgt ct t gg
6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960

T P DVFHGI L PTHSLU CHLYANMPVYVSGKRR
gt t gggt cgaaat gcccaat aaggggggt gt gcgacaggcaat gt aggt aagegt t cat cggt acggaacctttacgt cg
6970 6980 6990 7000 7010 7020 7030 7040

« Start chzE(2)
HGLAPRRASPRCSRFGSVGMLIRRSLAWM
at gccccagt gcaggeccgect cgcact gggacggcat gagcggaaccct gat acgcccat gaggcggcgggat aacgecca

7050 7060 7070 7080 7090 7100 7110 7120
-35-Region (gntR) -10-Region r

t gcaggt agatttgttgttgtctgcccaat cat cat gcacgct agaat gct agcat gcaagt acaacaaggcccgct cat

7130 7140 7150 7160 7170 7180 7190 7200
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cgct ct gt gat cgaccgcccagcaccagaacgagagcagcccgecgacgagcgacaacagcgaaaat gact gaaat ct gg

7210 7220 7230 7240 7250 7260 7270 7280
Start gntR -
< -10-Region (chzE(2)) -35-Region M
tttact at cagaaat gct agaat gt aagcct gat cct gacat caat t cgcaacaaccgacct gggaat t cgact cgaat g
7290 7300 7310 7320 7330 7340 7350 7360
QVANIKIKTAI YQHI L ERLLTT CRYETFGA QK
caagt ggcaaat aaaaagaccgct at ct accaacat at ct t ggagcgcect act cact t gccgat at gagt t cgggcaaaa
7370 7380 7390 7400 7410 7420 7430 7440

Il L VKEI GEET GV SROQPI MTALNSILQE
gattctggtcaaggaaattggtgaagagaccggagtcagccgccagccgatcatgactgcactgaacagcctgcaagaaa
450 7460 7470 7480 7490 7500 7510 7520

R GFV VI TAQVGCEVVHPTOQLEVADTFYE
ggggcttcgtggtgatcacggcccaggtcggatgcgaagtggtacaccctactcagttggaggttgccgatttctacgag
7530 754 755 7560

7570 7580 7590 7600
MFANNEALI AGLAAERGSUPETEVLRMTE
at gt t cgcaaacaacgaggcact cat t gccgggct t gcagccgagcgcggat cgcccgaagaagt ct t gagaat gaccga
7610 7620 7630 7640 7650 7660 7670 7680
I ND K1 RSI NP QHSDASESYIRALNVDF
aat caacgacaaaat caggagt at caat ccgcagcacagt gacgcat ccgaaagct at cgcgegcet caat gt cgacttcc
7690 7700 7710 7720 7730 7740 7750 7760
HRLLMHSMAIKSZPI L SARQI ANFELSDTFF
at cgact gct gcact ccat ggct aagt ct cccat ccttt cggcccgt caaatt gcgaactttgaattgtccgacttcttc
7770 7780 7790 7800 7810 7820 7830 7840
I VQ T CGFQVHLGAATIDEMHDGI I A AL KT
at cgt ccagact t gcggct t t caagt acacct gggcgcagcgacagat gagcacgat ggaat t at t gcagcgct gaaaac
7850 7860 7870 7880 7890 7900 7910 7920
R NK KAAAEAAASHI HSV ARUDVASIKWMS
t agaaacaaaaaggccgcagccgaagcggct gcgagecat at t cat agcgt t gcgcgggat gt ggct t ct aaaat gtctg
7930 7940 7950 7960 7970 7980 7990 8000
Stop gntR |
A DAKULAS*
|~ Stop ORF3

* L P F A FEL WL SDGIKWPGNRWVST
ccgacgcgaagct t gcct cat agaggaaaagcgaact ccagccagagagaat caccct t gggaccgt t cct aacggaggt

8010 8020 8030 8040 8050 8060 8070 8080
ERMWIKULVV GSTQDFAYU FI QPGI A F KRL
ct cgcgeat ccact t caagacaaccccagaggt t t ggt caaaggcgt aaaaaat ct gcggcccgat agcaaat t t gcgea

8090 8100 8110 8120 8130 8140 8150 8160

R NG DUDULEGHUDWQDUDTVQKTYY GVL GIL
ggcgat tt ccat cat ccagct caccgt gat cccact gat cat cggt gacct gct t ggt gt agt agcccaccagaccaagc
8170 8180 8190 8200 8210 8220 8230 8240

QVKPNSQLRYGLULYDI NL VNG GSRYDTD
t ggacct t cgggt t cgact gcagt ct gt at cccagt aaat agt cgat gt t cagcacgt t ccct gaccggt agt cagt gt ¢

8250 8260 8270 8280 8290 8300 8310 8320
DNKANI TFTWPAV SV EWDWPMHUPFWTL DF E
atcgttttttgegttgat ggt gaaggt gggggct act gagacct cccagt ct gggt gcgggaaccaggt cagat cgaact

8330 8340 8350 8360 8370 8380 8390 8400
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QT Y SANGTWPSNALIKSGDYNGLUPVFAS
cct gagt gt agct cgcat t accggtt ggget gttt gccagttt gctt ccat cgt agt t cccaagt gggacaaaagcact g
8410 8420 8430 8440 8450 8460 8470 8480

F GTLLMHLNESZPSYGI YL PTULYULQRTFGS
aagcccgt aagcaggt gcagat t t t cagacggt gagt aaccgat gt acagcggcgt aagat acagt t gt ct aaacccaga

8490 8500 8510 8520 8530 8540 8550 8560

D TDSNUEUFAEVI KI KNASAI V GSSLTI G S

at cggt at cget at t ct caaaagect ctacttttatcttatt cgcagaagcaatt acaccact act cagegt aat gccac

8570 8580 8590 8600 8610 8620 8630 8640
DFKADWTMHVVRYVYAOQI FNELSFGPI AS

t gt cgaat t t ggcat cccaagt gt gcact acccgcacagcet t gaat gaaat t t t ccagact aaat cccggaat cgccgaa

8650 8660 8670 8680 8690 8700 8710 8720

D GHKUD KU FSDAIKYYATYSYLSTWDGWPAWPIL
tcaccat gcttat cctt gaagct at cagect t gt aat aggcggt gt aget gt agagggat gt at cgcct ggagecggcag
8730 8740 8750 8760 8770 8780 8790 8800

I AP LV TQVGLUPWVTWDGNIETANVDWSVL
aat cgcgggcagceact gt t t gcaccccgagecggecat act gt gt caccat t ct cggt ggcat t aacgt cccaagacacaa
8810 8820 8830 8840 8850 8860 8870 8880

« Start ORF3
L S RGI A GVLGARAVY S KM
gcaaagaacgt ccgat cgcaccgact aagccggcacgagct acat aacttttcatttttattat cct at gt aat gt ct ac

8890 8900 8910 8920 8930 8940 8950 8960
|~ Stop ORF4

* Q K T NAGI1 L I FTI1 L APESGPNIRWAMHYV
cgtttactgcttggtattggcaccgat caat at aaat gt aat aagcgcaggct cact acccggat tt cgccaggegt gga
8970 8980 8990 9000 9010 9020 9030 9040

N G Q Q VYV VDGSSLERVEGD DI LET LTI L P G
catttccttgctggact acaacat ct ccact ggaaagct ct cggact t caccgt cat caagct ccaagat gagcggacct
9050 9060 9070 9080 9090 9100 9110 9120
KvVvVyVvVv GYy DI T PSAHMGPREWPUDU FT CEYL GL
tt gacaacgact ccgt aat cgat cgt cggcgat gcat gcat gccagggcgcet ccggat cgaagcact cgt at agacccag
9130 9140 9150 9160 9170 9180 9190 9200

L KR QQEANADNWPIDUZFDSSGFVSDUWPWZPF SV
gagcttgcgctgctgctccgcgtttgcgtcattggggtcaaagtcagaagacccaaacaccgagtcaggcgggaagctga
9210 9220 9230 9240 9250 9260 9280

AL CKTUEGPIKW®PLULTSSERVPDVLGEP.I
ctgccagacattttgtctctcccggcett gggcagt aacgt ggacgact ct cgcact gggt ct act aagect t ct gggat t
9290 9300 9310 9320 9330 9340 9350 9360

v PL S ATEWI L STAFGPVHEYEYTHUZPATL
acaggaagt gaagcggt ct cccaaat gagcgaggt cgcaaaacccggcacat gct cat act cat aggt at gaggagct aa
9370 9380 9390 9400 9410 9420 9430 9440

«~ Start ORF4

G DSLFVS KGGQQTGAVVRRYVY KM
gccgt cact caggaaaacagatttt ccaccct gggt acccget acaacgcegt cttacttt cat gat caggct ccact gaa
9450 9460 9470 9480 9490 9500 9510 9520

agcagcgccgcet cgcaaacgagecggcegct t cgget caget cagget agggt cgat aacaaagt t ggt gaagccacctttt
9530 9540 9550 9560 9570 9580 9590 9600

cgagat gcaat ggcat ccat ggcct cgt t aac
9610 9620 9630
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Anhang

8.3 DNA-Sequenz des oberen Abbauweges von Ps. putida Stamm GJ31

Angegeben ist die in dieser Arbeit ermittelte DNA-Sequenz des oberen Abbauweges von Stamm GJ31 sowie die
identifizierten offenen Leserahmen und deren abgeleiteten Aminoséuresequenzen. Start und Stopbereiche der
einzelnen Gene sind beschriftet. Die postulierte Aminosauresequenz des C-Terminus von ChzE(3) ist kursiv ge-
druckt.

accat ccgt t ct gaaagcacgt cat cggcaat t gcct gccaagt acccgecat ccact acct t gaaaagt gagaagacaa

10 20 30 40 50 60 70 80
Start chzAa -
M NQTDTSPI KLRRSWNTSEI EALFDEH
t gaat cagaccgacacat cacct at caagct gcgcaggagct ggaacaccagcgagat agaagcgct ct t t gacgagcat
90 100 110 120 130 140 150 160

AGRI DPRI Y TDEDULYQLELIEWRVFARSW
gccggacgt at cgat ccgegcat t t at accgat gaggat ct gt accaact cgaact ggagegt gt ctt cgcccggt cctg

170 180 190 200 210 220 230 240

L L L GHETO QI RKWPGDY 1l TTYMMGETDUZPVYV
gctgctgttggggcatgaaacccagattcgcaagccgggcgattacatcacgacctacatgggggaagaccctgtcgtgg
260 270 280 290 300 310 320

V VRQKDASI AVFLNOQOQCRHRSGMRI CRAD
t cgt ccggcagaaagacgccagceat t gcecgt gt t cct gaaccagt gccgecaccgt ggcat gcgeat ct gccgegeggat
330 340 350 360 370 380 390 400

A GNAKAFTU CSYHGWAYIDTAGNLVNYVUPY
gccggaaacgcgaaggcgttcacttgcagctaccacgggtgggcttacgacaccgccggcaatcttgtcaatgtgcctta
41 420 430 40 450 460 470 480

E AESFACLNIKIKEWSZPLIKARVETYKGIL
cgaggccgaatccttcgcgtgcctgaacaagaaggaatggagcccgctgaaggcccgggtagaaacctacaagggcctga
490 5 510 52 530 40 550 560

I F ANWDIENAVDLWDTYUL GEAKZFYMDMHML
ttttcgccaactgggatgagaacgctgtagacctcgacacgtatctgggcgaggcgaagttctacatggaccacatgctc
570 580 590 600 20 630 640

DRTEAGTUEAI PGV QKWVI PCNWKFAAE
gaccgcaccgaggccggcaccgaagcgatcccgggcgtgcagaagtgggtcattccctgtaactggaaattcgccgcaga
650 660 670 680 690 700 710 720

QF CSDMYMHAGTTSHUL S GI1 L A GL P EDL
gcagt tttgcagcgacat gt accat gccgggacgacct cgcat ct gt ct ggcat cct ggcaggect gccagaagaccttg
730 740 750 760 770 780 790 800

EMADLAPZPTVGKI QYRASWGG GHGSGF YV
aaat ggccgacct t gct ccgeccgacagt t ggcaagcagt accgt gegt cat ggggcggacat ggaagt ggett ct at gt ¢
810 820 830 840 850 860 870 880

GDPNLMLAI MGPKVTSYWTEG GPASTEKA
ggcgaccccaat ct gat gct t gccat cat ggggccaaaggt caccagct act ggaccgaaggccccgegt cggaaaagge
890 900 910 920 930 940 950 960

AAERL GSVERGSIKLMVEHMTVFZPTCSF
ggccgaacgt ct gggt agcgt ggagcgecggct cgaaact cat ggt cgagcacat gaccgt cttccccacgtgttccttcc
970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
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L PGI NTVRTWHPRGPNEVEVWAFTVVD
t cccaggt at caat acggt ccggacat ggcat ccgcgcgggccgaacgaggt cgaggt at gggegt t t acggt ggt cgat
1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

A DAPDU DI KEEFRROQTULRTEFSAGG GVFEROQ
gct gat gct cct gacgat at caaggaagagt t ccggcgeccagacgct gcgecacct t ct ct gccggt ggegt gt t cgagea

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200
DDGENWYVEI QHI L RGHIKARSIRPIEFNAE
ggacgacggggagaact gggt cgagat ccagcacat cct gcgaggccacaaggcgegecagccgcecct tt caat gccgaga

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
M S MDOQQTVDNUDWPVYWPGRI SNNWVYSETEAA
t gagcat ggaccagaccgt cgacaacgacccggt t t at cccgggeggat cagcaacaacgt ct acagcgaggaagct gcc
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

Stop chzAa |

R GL Y AHWLI RMMTSPDWDA ALK KA ATR *
cgcgggct ct at gcccat t ggct gecggat gat gacat cccccgact gggacgegcet gaaggcgacacggt gaat ccagag
1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440

acagct t gcgccacgcagt ggcgecggeccagaggcecgceat t t gact t cgacccaggt t ggat gcggt ggacct t gt ccat

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520
Start chzAb -
M 1 DS ANIRADVI FLIRIKWPAWPVA
tt gaaat ct acaaggaacgaccat gat t gat t cagccaacagagccgacgt ct tt ct ccgcaagccggeacccgt agege
1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600

P EL QHEVEQFYYWEAIKLIULNDIRRIFEEWF
ccgaact gcagcacgaagt cgagcagt t ct act at t gggaggccaagct t ct caacgat cgccgct t cgaggagt ggtt ¢

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
AL LAEDI HYFMPI RTTRI MRUDSI RLEYS
gcgct gct cgcggaagacat t cact act t cat gcccat t cgcaccacgcggat cat gcgggact cgegect t gaat act ¢
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760

G S REYAHFDUDUDATMMKG GRLIRIKI TS DV
aggct cccgagagt acgcgcact t cgat gacgacgccacgat gat gaagggacgct t gcgcaagat cacgt ccgacgt ga
1770 1780 1790 1800 1810 1820 1830 1840

S WS ENWPASRTIRMHLV SNV MI V GAEAE GE
gct ggt ccgagaaccccegeat cgcggaccceggcat ct cgt gagcaacgt gat gat cgt cggcgcagaggcagaaggggag
1850

1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920
Y EI S SAFI VYRNRLIEROQLUDI FAGERRTD
t acgaaat ct caagcgccttcatt gt gt accgcaat cgt ct ggagcggcagcet cgacat cttt gccggt gagegt cgega
1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

TLRRNTSEAGFEI VNRTI LI DQSTII L
tacgttgcgccgtaacacgagcgaggccgggttcgagatcgtcaatcggaccatcctgatcgaccagagcaccatcctgg
2010 2020 203 2040 2050 2060 2070 2080

Stop chzAb - | Start chzAc -

A NNUL S F F F * M TWTY Il L RQGDTULZPPG
ccaataacctcagtttcttcttctaggtgatgtcatgacttggacatacatattgcggcagggtgacctgccacccggtg
2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160

EMQRYEGGPEWPVMVCNVDGEFFAYVQDT
agatgcagcgctacgaaggcggcccggaacctgtgatggtctgcaacgtcgatggcgagttcttcgcggtgcaggatacc

2170 2180 190 2200 2210 2220 2230 2240

C THGDWALSDGYULWDGDI VET CTULMHTEFGKF
tgcacgcatggggactgggcgttgtcggatggttacctggacggtgatattgtcgaatgcacgttgcatttcggcaagtt
2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320
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Anhang

CVRT GKVI KALUPACKUWPI KVFPI KVEGHDHD
ct gcgt gcggaccgggaaggt gaaggcegcet gect get t gcaaacct at caaggt at t cccaat caaggt cgaaggcgat g
2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400

Start chzAd -
MATHVAI I GNGV GG
Stop chzAc - |
E VHV DLDNGEL K *
aagt gcacgt cgat ct cgacaacggggagt t gaagt gat ggct acccat gt ggcgat cat cggcaat ggcgt gggt ggct

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480
FTTAQALWRAEGFIEGRI SL I GDEWPMHLPY
t cacgaccgcgcaggecct acgt gccgagggcet t cgaggggagaat ct cget gat t ggggacgaaccgceat ct ccect at

2490 2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560

DRPSL SKAVLDSGSLERPPI L AEADWY G
gaccgaccat cct t gt ccaaggcggt t ct cgacggcagect t gagcggeccgeccat act ggccgaggecgat t ggt acgg

2570 2580 2590 2600 2610 2620 2630 2640

E ARI DML TGPEVTALUDVAQTRTI S L DD
cgaggcccgcat cgacat gct gaccggcccggaagt cact gecct t gat gt gcagacaaggacgat cagt ct ggat gat g

2650 2660 2670 2680 2690 2700 2710 2720
G T TLSADAI VI ATGSIRARTMALUPGSOQL
gcaccacgct ct ct gcggacgccat cgt cat cgcgacgggcagt cgagcgcggacgat ggegt t gcccggcagcecaact g

2730 2740 2750 2760 2770 2780 2790 2800

P GVV TULRTYGDVQVLRDSWTSATIRILL
cccggegt cgt aacgcet gcgeacct acggt gacgt gcaggt at t gcgegat agt t ggact t ccgcgacgeggct get gat

2810 2820 2830 2840 2850 2860 2870 2880

vV 66 6L I GCEVATTARIKLGL SV TI1 L EA
t gt gggt ggcggat t gat cgget gt gaggt cgcgacgacggcgegecaagct cggect gt cggt cacgat cct ggaggcag
2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960

G DELLVRVL GRRI GAWLIRGLLTELGVDAQ
gt gat gaact gct ggt ccgagt act t gggecggegt at cggt gect gget gcgeggect get gacagaact t ggt gt gcag
2970 2980 2990 3000 3010 3020 3030 3040

V EL GT 66GVV GFSGEGOQLEQVMASUDG GRS F
gt cgagt t gggaacgggt gt cgt aggt t t t t ct ggt gagggccagcet cgaacaagt cat ggccagcgat gggcgecagcet t

3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120

V ADSALI CVGAEUPAD QLA AR QAGLA ATZCD
cgt agccgat agcgeact cat t t gcgt cggecgecggageccgeggat caact t gcgegt caagcgggcet t ggeat gt gace
3130 3140 3150 3160 3170 3180 3190 3200

R GVI VDHCGATLAIKGVFAYVGDVASWEPIL
gcggcegt cat t gt cgat cact gcggt gcgacgct t gccaaaggcegt at t cgccgt cggagat gt ggccagt t ggeccget g
32 3220 3230 3240 3250 3260 3270 3280
R A GGRIRSLETYMNAQRIOQAAAYVAAAI L G
cgcgccggcggccggcgttcgctcgaaacctatatgaacgcgcagcgccaagccgccgcggtggctgcggccattctggg
3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360

K NV SAPQLPVSWTIEI A GHRMQMAGT DI
gaaaaacgtatcggcaccgcaactgcccgtgtcctggacggagatcgccgggcatcgcatgcagatggcgggcgatatcg
3370 3380 3390 3400 3410 3420 430 3440

E GP GDFVSRGMPGSGAALULVFRLQERRI
aaggacctggtgatttcgtctcgcgcggcatgcccggtagtggcgctgccctgttgtttcgcctgcaggagcgaaggatt
3450 3460 470 480 490 3500 10 3520
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Anhang

QAVV AV DAPRDFALATRLVEARAAI EP
caggcggt cgt cgcggt cgat gcaccccgt gactt cgeget t gcaacccgat t ggt agaagcccgecgecggcaat cgagec
3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600

Start chzB -
V R L E G
Stop chzAd - |
A RL ADL SN SMRDLVIRANEGDTULT®*
agcacggct ggcagat ct t t caaacagt at gcgegat ctt gt t cgt gcgaat gaaggagacct aacgt gagact t gaagg

3610 3620 3630 3640 3650 3660 3670 3680

E VAL VT GGGAGL GRAI VDRYVAEGAR
cgaagt ggcct t ggt gacaggcggt ggcgcaggect gggcagagegat cgt ggat cgt t at gt cgcggaaggt gcgegt g
3690 3700 3710 3720 3730 3740 3750 3760

V A VL DK SAAGLEALIRKLHGDA AI V GV E G
t cgcagt gct ggat aaat ccgcggcaggect ggaagcgct caggaaact ccat ggcgat gcaat cgt gggegt ggagggg
3770 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840

DV RSLDS SHREAVARCVEAFGKTULDTCL VG
gat gt t cgct cgct cgacagccat cgt gaggcet gt ggcccgcet gcgt cgaagegt t cggcaagct ggact gect ggt t gg

3850 3860 3870 3880 3890 3900 3910 3920
NAGVWDYLTOQULV DI P DDWLI S EAFEEM
caat gct ggcgt t t gggact acct gacccaact ggt ggat at t cccgacgacct cat ct cggaggceat t cgaggaaat gt
3930 3940 3950 3960 3970 3980 3990 4000
FEVNVIKGY Il L AAKAALWPALYQSIKUGSAI
t cgaggt caat gt caagggct acat cct ggcggcaaaggct gcget acct gecgcet t t at cagagcaaaggcagegegat a
4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080

F T L SNAGFYWPGGGGVYLYTAGKMHAYVI GL
ttcactct gt cgaat gccggtttctacccgggeggt ggeggt gt t ct gt at acaget ggcaagceat gececgt gat t ggat t
4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160

I K QL AHEWGPRI RVNGI APGGI L G S D
gat caagcagct cgcgcacgaat gggggccgegt at ccgegt caacggeat cgecccccggt ggeat t t t ggggagegat ¢

4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240
L RGL KSLDLOQD K S1T S$STZFWPLDUDMLK S VL
t gcgcgggcet gaagagcect t gat t t acaagacaagagcatttcgaccttt ccatt ggacgacat gct gaaat ccgttctt
4250 4260 4270 4280 4290 4300 4310 4320

P T GRAATAEEYAGAYVFFATRSGDTVPIL
ccgaccgggcgggccgccactgccgaggaatacgccggcgcctatgtcttcttcgcgacgcgcggcgacacggttccgct
330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400

T 6G6GS VL NFDGGMGVRGLFEASLGAQL D
caccggtagcgtgttgaacttcgatggcggcatgggcgtgcgtggcttgttcgaagccagcctaggcgcacagctcgaca
410

4420 4430 4440 4450 4460 4470 4480

Stop chzB - | Start chzE(3) -
K HF G * MSI QRL GYL GFEV ADVR
agcact t cggt t gagacaggagaagt gt cat gagcat t caaagat t gggct acct cggcet t cgaagt cgcagat gt gegt
4490 4500 4510 4520 4530 4540 4550 4560

S WRTULATTRLGMMEASASETEATFRI1I D
tcatggcgtaccctcgccactaccaggctggggatgatggaagcctcagccagcgagacggaggcgacgtttcgaatcga
4570 4580 4590 460 4610 4630 4640

S RAWRLSVSRGPADUDYULUZFAGTFEV D S E
ct cacgt gcct ggcgact gt cggt cagcagaggccccgcagacgact acct gttt gccggt t t cgaggt ggat agt gaac
4650 4660 4670 4680 4690 4700 4710 4720
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Anhang

vorzeitiger Stop chzE(3) - |

Q GL QEVKESLQAHGVTVIKVEGSGS *
E L I A K
aggggct acaggaggt caaggaaagcct gcaggcccacggcgt t accgt caaggt cgaaggagggagct gat t gccaaac
4730 4740 4750 4760 4770 4780 4790 4800

R GV L GL I s CTDWPJFGNRVYVEI YYGATEILF
gcggt gt gct t gggt t gat t t cat gcaccgat ccgt t cggcaat cgegt cgagat ct act acggt gccaccgaactgttc
4810 4820 4830 4840 4850 4860 4870 4880

ERPFASPTGYVY SGFQTGD QGLGHYVL SV
gagcgaccatt cgectt cgcccaccggt gttt ct ggatt t caaact ggagaccagggct t aggt cact at gt gt t gagegt

4890 4900 4910 4920 4930 4940 4950 4960
A DV DAALAFYTIKALGFOQLADVI DWT.I
cgcagat gt ggacgcagcgct cgect t ct at accaaggcat t ggget tt caget t gccgat gt cat cgact ggaccattg

4970 4980 4990 5000 5010 5020 5030 5040

G DbGL SV TULYUFLYI CNGRMHMHSEFZPFAIKILPG
gt gacgggt t at ccgt gaccct ct actt cct gt act gcaat ggccgt caccact ccttcecctttgeccaagtt gccggga
5050 5060 5070 5080 5090 5100 5110 5120

S K RLHHFMLQANGMDUDVSGLAYDIKTFDAE
t cgaagcggct ccat cact t cat gct gcaagct aat ggcat ggat gacgt gggcct ggcat acgacaaat t t gat gcgga
5130 5140 5150 5160 5170 5180 5190 5200

R AVVMSL GRHTNIDMHMI S FYGATUPSGF
gcgt gcggt cgt t at gt cact t ggt cgacacacgaacgaccacat gatttcgttct acggt gccacgecct cgggcttcg

5210 5220 5230 5240 5250 5260 5270 5280
AV EY GWGAREVTIRHWSV YV RYDIRI SI WG
cggt cgagt acggct ggggcgeacgt gaggt gacccgecact ggt cggt ggt gcget acgaccgt at cagcat ct gggga

5290 5300 5310 5320 5330 5340 5350 5360

Stop cbzE(3) —| (ohne Punktmutation)
A P A *

H K F Q *
cacaagt t ccaggcgccecgect gaccggeccagcect ggeggt get agt cct gectt ct acct gcat gcccat at gccagaac
370 5380 5390 5400 5410 5420 5430 5440

gt gct ggacggcagggcagcacacgcaaaaat cct ggaaggt gt t aat cgagg
5450 5460 5470 5480 5490
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