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Zusammenfassung \Y%

Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden verschiedene Abbausequenzen fiir Chloraromaten untersucht. Ein
Schwerpunkt lag auf der Untersuchung der Schritte des ortho-Weges in Pseudomonas sp.
Stamm B13, die die Metabolite aus Benzoat und 3-Chlorbenzoat in den zentralen Stoff-
wechsel iiberfithren. Die 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase und die 3-Oxoadipyl-CoA-
Thiolase sind beteiligt an der Umwandlung von Benzoat und 3-Chlorbenzoat zu Intermedia-
ten des Krebs-Zyklus in Bakterien iiber den ortho-Weg. Die Isolierung und Charakterisierung
von DNA-Fragmenten mit einer Gesamtlinge von 5.9 kb aus Pseudomonas sp. Stamm B13,
die diese Enzyme kodieren, wird beschrieben. DNA-Sequenzanalysen erbrachten fiinf offene
Leserahmen und einen nicht vollstindigen ORF1 mit unbekannter Funktion mit einer Lénge
von 414 bp. Eine Ribosomenbindestelle wurde stromaufwirts von ORF1 gefunden, wihrend
ein p-unabhédngiger Terminator stromabwirts zu finden ist. ORF2 (catl) kodiert ein Poly-
peptid von 282 Aminosduren Linge und startet bei Nukleotid 813. ORF3 (cat/) kodiert ein
Polypeptid von 260 Aminosduren Linge und startet bei Nukleotid 1661. Catl und CatJ sind
Untereinheiten der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase, deren Aktivitdt im Expressions-
vektor pET11a nachgewiesen wurde. ORF4 (catF) kodiert ein Protein mit 3-Oxoadipyl-CoA-
Thiolase-Aktivitit. Die drei ORFs bilden offenbar ein Operon, da sie in derselben Richtung
orientiert sind und eine Uberlappung von 1 bp zwischen catl und catJ und von 4 bp zwischen
catJ und catF zeigen. Das Operon startet mit einem potenziellen 670-dhnlichen Promotor
stromaufwérts von cat/ und endet mit einer Sequenz eines potenziellen p-unabhingigen
Terminators 50 bp stromabwirts von catF. Konservierte funktionelle Gruppen, die wichtig fiir
die katalytische Aktivitdt von CoA-Transferasen und -Thiolasen sind, wurden in Catl, CatJ
und CatF identifiziert. ORF5 (catD) kodiert die 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase. Die
Nukleotidsequenz der 5'-flankierenden Region von catD war einem E. coli-Promotor dhnlich,
wiéhrend die Sequenz eines potenziellen p-unabhédngigen Terminators stromabwérts gefunden
wurde. Ein nicht kompletter ORF6 von 1183 kb Lédnge wurde stromabwirts von ORF5
gefunden, der in entgegengesetzter Richtung orientiert ist. Die abgeleitete Proteinsequenz von

ORF6 zeigte eine wahrscheinliche AMP-bindende Doménenstruktur.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war der Abbau von Chlorbenzol {iber den meta-
Weg. Nachdem bisher nur Pseudomonas putida GJ31 bekannt war, der Chlorbenzol iiber den
meta-Weg abbaut, konnten drei neue Stimme gefunden werden, die ebenfalls Chlorbenzol

tiber den meta-Weg verwerten: Pseudomonas fluorescens SK1, Pseudomonas veronii 16-6A
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und Pseudomonas sp. MG61. Zusitzlich wurde eine Kultur aus einer Belebtschlammprobe
angereichert, die auf Chlorbenzol wachsen kann. Die Stimme wurden aus verschiedenen
Proben durch Direktisolierung oder iiber Anreicherungen mit verlangsamter Chlorbenzol-
diffusion gewonnen.

Mit Hilfe von RAPD (Random amplified polymorphic DNA)-Analysen konnte belegt
werden, dass es sich bei Stamm GJ31 und den neu isolierten Stimmen tatsdchlich um
verschiedene Stimme handelt.

Die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen (CbzE) der neuen Stimme wurden nach PCR-
Amplifikation der Gene in E. coli kloniert. Aus einer Belebtschlamm-Anreicherungskultur
konnte keine Reinkultur isoliert werden, die auf Chlorbenzol wuchs. Deshalb wurde die
Mischkultur eingesetzt, um ebenfalls {iber PCR ein cbzE-dhnliches Gen zu amplifizieren. Die
vier neuen Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase-Gene wiesen untereinander eine hohe Zahl von
mehr als 99% identischer Nukleotide auf und 97% im Vergleich mit cbzE aus Stamm GJ31.
Die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen wurden exprimiert.

Fiir Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen des Typs GJ31 wurden aus den Sequenzen der Gene
der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen aus P. putida GJ31 und P. fluorescens SK1 und der
3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase aus P. putida UCC2 die spezifischen Primer CC230-1
und CC230-2 entwickelt. Das entsprechende Thermocycler-Programm wurde optimiert.

Die Stimme SK1 und 16-6A zeigten auch in den Regionen stromauf- und stromabwiérts
des cbzE-Gens eine hohe Zahl identischer Nukleotide untereinander und im Vergleich mit
Stamm GJ31. Die klonierten Sequenzen umfassten einen Bereich von insgesamt 3037 bp,
worauf u. a. die Gene von cbzT (Ferredoxin), cbzX (Gen mit unbekannter Funktion) und Teile
von cbzG (2-Hydroxymuconsiduresemialdehyd-Dehydrogenase) lokalisiert sind.

Aus den Stimmen SK1 und 16-6A wurde jeweils ein 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-
Hydratase-Gen (cbzJ) von 786 bp Lénge, ein 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase-Gen (cbzK)
von 1038 bp Lange und ein Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend)-Gen (cbzQ) von 939 bp
Léange kloniert und sequenziert. ChzJ, cbzK und cbzQ aus Stamm SK1 wiesen mehr als 99%

identische Nukleotide mit ihren enstprechenden Gegenstiicken aus Stamm 16-6A auf.
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Summary

This work deals with several steps in different biodegradation pathways for chloroaro-
matics. One part of this work treats steps of the modified ortho-cleavage pathway and the
3-oxoadipate pathway (ortho-cleavage pathway) in Pseudomonas sp. B13. 3-Oxoadi-
pate:succinyl-CoA transferase and 3-oxoadipyl-CoA thiolase carry out the ultimate steps in
the conversion of benzoate and 3-chlorobenzoate to tricarboxylic acid cycle intermediates in
bacteria utilising the 3-oxoadipate pathway. This study describes the characterisation of a
DNA fragment with the overall length of 5.9 kb from Pseudomonas sp. strain B13 that
encodes these enzymes. DNA sequence analysis revealed five open reading frames plus an
incomplete one. ORF1 of unknown function has a length of 414 bp. A ribosome-binding
sequence was found upstream and a potential p-independent terminator is present downstream
of ORF1. ORF2 (catl) encodes a polypeptide of 282 amino acids in length and starts at
nucleotide 813. ORF3 (catJ) encodes a polypeptide of 260 amino acids and begins at
nucleotide 1661. Catl and CatJ are the subunits of the 3-oxoadipate:succinyl-CoA transferase,
whose activity was demonstrated when both genes were ligated into the expression vector
pET11a. ORF4, termed catF, codes for a protein of 401 amino acid residues with a predicted
mass of 41,678 Da with 3-oxoadipyl-CoA thiolase activity. The three ORFs seem to form an
operon since they were oriented in the same direction and showed an overlapping of 1 bp
between catl and catJ and of 4 bp between catJ and catF. The operon starts with a potential
Escherichia coli 70-like promoter upstream of catl and ends with a sequence of a potential
p-independent terminator 50 bp downstream of catF. Conserved functional groups important
for the catalytic activity of CoA transferases and thiolases were identified in Catl, CatJ, and
CatF. ORFS5 (catD) encodes the 3-oxoadipate enol-lactone hydrolase. The nucleotide
sequence of the 5'-flanking region of catD showed a promoter sequence similar to an E. coli
promoter sequence and a sequence of a potential p-independent terminator downstream. An
incomplete ORF6 of 1183 kb length downstream of ORF5 was found, which is oriented in
opposite direction. The deduced protein sequence of ORF6 showed a putative AMP-binding

domain signature.

Another part of this work deals with the degradation of chlorobenzene via meta-cleavage
pathway. Since only Pseudomonas putida GJ31 was known to degrade chlorobenzene by
using this pathway, three new strains were isolated also able to degrade chlorobenzene using

the meta-cleavage pathway: Pseudomonas fluorescens SK1, Pseudomonas veronii 16-6A und
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Pseudomonas sp. MG61. Additionally, a mixed culture of an enrichment of a sludge sample
showed the same abilities. The strains were isolated from different samples via direct isolation
or after an enrichment using diffusion of the substrate through polypropylene tubes. RAPD-
analyses showed that all isolated strains were different.

The chlorocatechol 2,3-dioxygenases of the new strains were cloned after PCR amplifi-
cation into E. coli. From the enrichment no pure culture could be isolated. Because of this, the
whole mixed culture was used to amplify the chzE-gene. The four new chlorocatechol 2,3-
dioxygenases showed a high number of more than 99% identical nucleotides among each
other and 97% in comparison with strain GJ31. The dioxygenases were expressed. For the
chlorocatechol 2,3-dioxygenase of the type GJ31 the specific primers CC230-1 and CC230-2
from the cbzE sequences of strains GJ31 and SK1 and the 3-methylcatechol 2,3-dioxygenase
from P. putida UCC2 were generated. The appropriate thermocycler programme was opti-
mised.

Strains SK1 and 16-6A featured in the regions up- and downstream of the chzE genes a high
number of identical nucleotides among each other and with strain GJ31, too. The cloned
sequences comprised 3037 bp each other, containing among others, the genes of cbzT (ferre-
doxin), chzX (gene with unknown function), and parts of cbzG (2-hydroxymuconic semialde-
hyde dehydrogenase). For strains SK1 and 16-6A a 2-hydroxypent-2,4-dienoate hydratase
gene (chzJ) of 786 bp length, a 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase gene (chzK) of 1038 bp
length, and an acetaldehyde dehydrogenase (acylating) gene (chzQ) of 939 bp length were
cloned and sequenced at each case. ChzJ, chbzK, and cbzQ from strain SK1 exhibited over

99% identical nucleotides compared with their analogues from strain 16-6A
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1  Einleitung 1

1 Einleitung

Chlorierte Kohlenwasserstoffe werden synthetisch hergestellt und fiir einen weiten Bereich
verschiedener Anwendungen in der Industrie eingesetzt. Die Bayer AG produziert beispiels-
weise 60000 Jahrestonnen an Chlortoluolen als Vorldufer fiir die Produktion von selektiven
Herbiziden, Photoresists, Life-Science-Produkten, Flammschutzmitteln oder Antioxidantien
(ScamIDT, 2000). Chlorierte Kohlenwasserstoffe gehdren zu der wichtigsten und am weites-
ten verbreiteten Klasse von Kontaminationen des Bodens und des Grundwassers.

Aufgrund von Unfillen, unsachgemédfBer Handhabung und Miillbeseitigung wurde die
Umwelt mit chlorierten Kohlenwasserstoffen verschmutzt. Die Prisenz von Organohalogenen
in der Umwelt stellt ein ernstes gesundheitliches Risiko dar, da diese Verbindungen zur Bio-
akkumulation tendieren.

Wihrend fiir leicht abbaubare Verschmutzungen wie Mineraldl, abbauende Fahigkeiten
ubiquitdr zu sein scheinen, glaubt man, dass fiir persistente Verbindungen wie chlorierte
Aromaten, das Potenzial der Mikroorganismen fiir die Mineralisation dieser Verbindungen
nicht ausreicht. Oft kommt es bei einer bakteriellen Umwandlung zur Akkumulation von
Metaboliten, deren toxikologisches Potenzial unbekannt ist. Andererseits konnen diese Meta-
boliten von anderen Mitgliedern der mikrobiellen Gemeinschaft umgewandelt oder sogar
mineralisiert werden. Einige, an sich harmlose Chemikalien, kdnnen enzymatisch in toxische
Produkte umgewandelt werden (ALEXANDER, 1981). Deshalb ist die genaue Kenntnis der
Abbauwege und die Aufklarung des metabolischen Netzwerks in mikrobiellen Gemein-
schaften wichtig fiir die Beurteilung des Schicksals von Umweltverschmutzungen und fiir die
Optimierung von Bioremediationsprozessen.

Einige der in Bakterien vorkommenden Abbauwege sind unvollstindig und ineffizient, vor
allem fiir vom Menschen synthetisierte Verbindungen (REINEKE und SCHLOMANN, 1997).
Solche ,,Flaschenhilse® in den Abbausequenzen, die einen schnellen Abbau verhindern, gilt
es aufzuspiiren und, wenn moglich, zu umgehen oder wirksamer zu gestalten.

Die Mineralisierung oder der vollstindige Abbau von organischen Molekiilen in Ge-
wissern oder Boden ist fast immer eine Konsequenz aus mikrobieller Aktivitidt (ALEXANDER,
1981). Das Interesse an der Anwendung von Methoden der Bioremediation zur Beseitigung

von Kontaminationen wichst deshalb schnell (LAU und DE LORENZO, 1999).



1 Einleitung

1.1 Der Abbau von Aromaten und Chloraromaten iiber den 3-Oxoadipat-Weg
bzw. modifizierten ortho-Weg

Catechol wird in der Natur aus verschiedenen aromatischen Kohlenwasserstoffen, Amino-
aromaten und Lignin-Monomeren iiber periphere Abbausequenzen generiert (Abb. 1) und

iiber den chromosomal kodierten 3-Oxoadipat- (oder ortho-Weg) abgebaut (HARWOOD und

PARALES, 1996).

In Gattungen wie Acinetobacter, Alcaligenes, Azotobacter, Comamonas, Nocardia,

Pseudomonas, Rhizobium u. a. konnte dieser Abbauweg nachgewiesen werden (STANIER and

ORNSTON, 1973).
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Icoo'
HAN=CH

I—= />>—(I)
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Tryptophan

<_|

=CH—C00

Cinnamat
OH
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Abb. 1: Konvergenz auf der Stufe des Catechols (HARWOOD und PARALES, 1996).

Phenol-Derivate, einschlieBlich p-Kresol, 4-Hydroxybenzoat und zahlreichen Lignin-
Monomeren, konvergieren auf der Stufe des Protocatechuats (Abb. 2). Dieses wird ebenfalls
tiber den ortho-Weg abgebaut (HARWOOD und PARALES, 1996) und ist eine bekannte

aromatische Verbindung, die von Pflanzen synthetisiert wird und im Boden vorkommt

(PARKE, 1997).
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HC=CH—CO0
CH, :
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Abb. 2: Konvergenz auf der Stufe des Protocatechuats (HARWOOD und PARALES, 1996).

Der Abbau von Chloraromaten erfolgt hingegen hauptsichlich iiber den modifizierten

ortho-Weg, dabei sind Chlorcatechole Schliisselintermediate (REINEKE, 2001). Abb. 3 zeigt,

wie viele Chloraromaten auf der Stufe des Chlorcatechols konvergieren.
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Abb. 3: Konvergenz von Chloraromaten auf der Stufe der Chlorcatechole.
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Die zentrale Abbausequenz des Catechols in Acinetobacter calcoaceticus (HARTNETT et
al., 1990; KOWALCHUK et al., 1994; SHANLEY et al., 1994) beginnt mit einer Intradiol-
Spaltung durch eine Catechol-1,2-Dioxygenase (CatA), wobei molekularer Sauerstoff als
Substrat notwendig ist (Abb. 4). Das gebildete cis,cis-Muconat wird anschliefend mittels
einer Muconat-Cycloisomerase (CatB; cis,cis-Muconat-lactonisierendes Enzym) zum Muco-
nolacton zykloisomerisiert. Dieses wird durch die Tautomerisierungsreaktion einer Mucono-
lacton-Isomerase (CatC) in 3-Oxoadipat-Enollacton umgewandelt. Es folgt eine hydrolytische
Spaltung des Enollactons durch eine 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase (CatD) zum 3-Oxo-
adipat.

COOH H H

OH OH
OH cl
OH Catechol Chlorcatechol
Protocatechuat catA ¢ cIcAL
pcaGH ¢
COOH COOH COOH
\ \ \
HOOC™ ™ ‘ ‘ c
HOOC HOOC HOOC
Carboxymuconat Muconat Chlormuconat
pcaBL catB L clcB L
COOH COOH COOH
HooC \
\ \ \
\ \ \
(6]
Carboxymuconolacton Muconolacton Dienlacton
catCi clcD L
pcaC COOH COOH
. %
g HooC
3-Oxoadipat- Enollacton Maleylacetat
caD/catD /
P i COOH clcE
O%
HOOC
3-Oxoadipat
pcalJ/catld ¢
COOH
(6]
CoASOC

3-Oxoadipyl-CoA
pcaF/catF i

Acetyl-CoA + Succinyl-CoA

Abb. 4: Der ortho-Weg und der modifizierte ortho-Weg. Die Genbezeichnungen sind kursiv angegeben.
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Protocatechuat wird im ersten Schritt des 3-Oxoadipat-Weges in Pseudomonas putida
PRS2000 (HUGHES et al., 1988; PARALES und HARWOOD, 1992; WILLIAMS et al., 1992;
FRAZEE et al., 1993; PARALES und HARWOOD, 1993; HARWOOD et al., 1994; ROMERO-
STEINER et al., 1994; HARWOOD und PARALES, 1996) mittels Intradiol-Spaltung einer Proto-
catechuat-3,4-Dioxygenase (PcaGH) in 3-Carboxymuconat umgewandelt (Abb. 4). Das ent-
standene 3-Carboxymuconat wird durch eine 3-Carboxymuconat-Cycloisomerase (PcaB,;
3-Carboxymuconat-lactonisierendes Enzym) zum 4-Carboxymuconolacton zyklisiert. Im
nichsten Abbauschritt konvergieren der Protocatechuat- und der Catechol-Zweig auf der
Stufe des 3-Oxoadipat-Enollactons, welches durch Tautomerisierung und Decarboxylierung
des 4-Carboxymuconolactons durch eine 4-Carboxymuconolacton-Decarboxylase (PcaC)
entsteht.

Léngere Zeit wurde davon ausgegangen, dass die Enzyme des modifizierten ortho-Weges
die gleichen Reaktionen wie die des 3-Oxoadipat-Weges katalysieren. Unterschiede sollten
demnach nur in ihren relativen Aktivititen gegeniiber den chlorsubstituierten Verbindungen
bestehen (DORN und KNACKMUSS, 1978; SCHMIDT und KNACKMUSS, 1980; PIEPER und
TiMMmIS, 1996). VOLLMER et al. (1994) zeigten jedoch, dass aus 2-Chlormuconat durch
Muconat-Cycloisomerasen 5-Chlor- und 2-Chlormuconolacton entstehen, wihrend eine
Chlormuconat-Cycloisomerase direkt das fiir die Zelle ungiftige trans-Dienlacton bildet.
PRUCHA et al. (1996) gelang der Nachweis, dass die Chlormuconolactone durch Muconat-
Cycloisomerasen weiter umgesetzt werden. 5-Chlormuconolacton wird demnach iiber Muco-
nat-Cycloisomerasen zu ungiftigem cis-Dienlacton umgesetzt, wihrend durch Dechlorierung
und Decarboxylierung Protoanemonin entsteht, das antibiotische Wirkung besitzt.

Pseudomonas putida AC858 besitzt den Gencluster clcABDE, der diesem Stamm
ermoglicht, iiber den modifizierten ortho-Weg 3-Chlorbenzoat abzubauen (FRANTZ und
CHAKRABARTY, 1989). Ebenso ist Pseudomonas sp. Stamm B13 in der Lage, mit Hilfe des
modifizierten ortho-Weges auf 3-Chlorbenzoat als alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen
(DORN et al., 1974). Der Abbau des 3-Chlorbenzoats durch Stamm B13 erfolgt &hnlich dem
des Benzoats oder 4-Hydroxybenzoats. Der modifizierte ortho-Weg wird in Abb. 4 dem
ortho-Weg gegeniibergestellt. Auch hier wird mittels einer Dioxygenase, in diesem Fall eine
Chlorcatechol-1,2-Dioxygenase (ClcA), das Chlorcatechol intradiol gespalten. Es entsteht
Chlor-cis,cis-muconat. Im néchsten Schritt entsteht durch eine Chlormuconat-Cycloisomerase
(ClcB) - je nach Substitutionsgrad - ein Chlordienlacton oder ein Dienlacton mit einer exo-
zyklischen Doppelbindung, wobei Chlorwasserstoff entsteht. Im weiteren Verlauf des Abbaus

wird das jeweilige Dienlacton durch eine Dienlacton-Hydrolase (ClcD) geodffnet. Es wird
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(Chlor)-Maleylacetat gebildet. Die Verbindung wird durch eine Maleylacetat-Reduktase in
3-Oxoadipat umgewandelt (KASBERG et al., 1997). Die Maleylacetat-Reduktase (CIcE) ist
notwendig, um Metabolite desselben Oxidationszustandes wie im normalen ortho-Weg
herzustellen. Durch die Reduktion der Doppelbindung des (Chlor)-Maleylacetats unter Ver-
brauch von NADH, ist es in der Lage, (Chlor)-Maleylacetat in ein Produkt des normalen
ortho-Weges umzuwandeln. Dies ist der letzte Schritt in diesem Abbauweg bei dem eine
Freisetzung von Chlorwasserstoff moglich ist. Nach dieser Umwandlung erfolgt der weitere
Abbau im normalen und modifizierten ortho-Weg liber eine 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-
Transferase (CatlJ) und 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase (CatF). Das 3-Oxoadipat wird mit Hilfe
der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase zu 3-Oxoadipyl-CoA umgesetzt. Die 3-Oxoadi-
pyl-CoA-Thiolase ist in der Lage, aus diesem Succinyl-CoA und Acetyl-CoA zu generieren
(HARWOOD und PARALES, 1996; REINEKE und SCHLOMANN, 1997).

Succinyl-CoA und Acetyl-CoA werden anschlieBend unter anderem im Tricarbonséure-

zyklus weiter zur Gewinnung von Energie und als Kohlenstoffquelle verwendet.

1.2 Der Abbau von Aromaten und Chloraromaten iiber den meta-Weg

Fir lange Zeit konnte ein Abbau von Chloraromaten iiber den meta-Weg nicht
nachgewiesen werden, da Extradiol-Dioxygenasen durch 3-Chlorcatechol inaktiviert werden
(KLECKA und GIBSON, 1981; BARTELS et al., 1984). Als Ursache wurde die Bildung eines
Selbstmordproduktes, eines Acyl-Chlorides, vermutet, das aus 3-Chlorcatechol durch die
Catechol-2,3-Dioxygenase aus Pseudomonas putida PaW1 gebildet wird (Abb. 5) und zur
Inaktivierung des Ring-6ffnenden Enzyms fiihrt (BARTELS et al., 1984). Zusitzlich ist
3-Chlorcatechol, wegen seines Potenzials Eisen(II)-lonen zu chelieren, in der Lage, eine Cate-

chol-2,3-Dioxygenase reversibel zu inaktivieren (KLECKA und GIBSON, 1981).
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Abb. 5: Reaktionen der Catechol-2,3-Dioxygenase mit 3-Chlorcatechol (nach BARTELS et al., 1984; REINEKE,
2001). @ Konversion fiihrt zur Suizid-Inaktivierung der 2,3-Dioxygenase @ produktive Konversion in Stamm
GJ31.

Der aus dem Rhein isolierte Stamm Pseudomonas putida GJ31 ist in der Lage,
Chlorbenzol schnell iiber 3-Chlorcatechol iliber den meta-Weg abzubauen (OLDENHIUIS et al.,
1989; MARS et al., 1997). Im Gegensatz zu anderen Catechol-2,3-Dioxygenasen, welche einer
Inaktivierung unterliegen, wandelt die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase (CbzE) aus Stamm
GJ31 3-Chlorcatechol produktiv um (KASCHABEK et al., 1998). Untersuchungen konnten
zeigen, dass die durch 4-Chlorcatechol inaktivierte Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus P.
putida GJ31 durch ein [2Fe-2S]-Ferredoxin (CbzT), das in der Nukleotidsequenz direkt
stromaufwirts von chzFE lokalisiert ist, reaktiviert werden kann (TROPEL et al., 2002).

In Stamm GJ31 wird zundchst unter Verbrauch von Sauerstoff Chlorbenzol durch eine
Chlorbenzol-Dioxygenase zu 3-Chlor-cis-benzol-dihydrodiol umgewandelt. Mit Hilfe einer
Chorbenzol-dihydrodiol-Dehydrogenase entsteht 3-Chlorcatechol. Die Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase katalysiert die Reaktion von 3-Chlorcatechol mit weiterem Sauerstoff zu dem
instabilen Intermediat 5-Chlorcarbonyl-2-hydroxy-2,4-dienoat, das durch Einwirkung von
Wasser HCl abspaltet und zu 2-Hydroxymuconat reagiert. Eine Oxalocrotonat-Isomerase
bewirkt eine Tautomerisierung zum 4-Oxalocrotonat. Kohlendioxid wird durch eine Oxalo-
crotonat-Decarboxylase abgespalten und es entsteht 2-Hydroxypent-2,4-dienoat, das durch
eine 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase zu 4-Hydroxy-2-oxovalerat umgewandelt wird.
Eine 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase spaltet dieses Molekiil in Pyruvat und Acetaldehyd.
Letzteres kann mittels einer Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) zu Acetyl-CoA umge-

setzt werden.
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Abb. 6: Der meta-Weg (nach MARS et al., 1997). Enzyme: @ Chlorbenzol-Dioxygenase; @ Chlorbenzol-
dihydrodiol-Dehydrogenase; ® Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase; @ Oxalocrotonat-Isomerase; ® Oxalocrotonat-
Decarboxylase; ® 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase @ 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase; ® Acetaldehyd-
Dehydrogenase (acylierend).
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1.3 Ziele und Aufgabenstellungen der Arbeit

Die hier vorliegende Arbeit bearbeitet zwei Schwerpunkte. Der erste Schwerpunkt be-
schéftigt sich mit dem modifizierten ortho-Weg in Pseudomonas sp. Stamm B13 und der

zweite mit dem Abbau von Chlorbenzol {iber den meta-Weg.

1. Schwerpunkt: Gene des unteren ortho-Weges
Hier sollten die Arbeiten von KASSEL-CATI (1999) und GOBEL (1999) fortgesetzt werden.
Die Aufgabenstellungen waren im einzelnen:

1. Klonierung und Charakterisierung der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase aus
Pseudomonas sp. Stamm B13, die die vorletzte Stufe des Abbaus von Catechol
und Chlorcatechol zum Tricarbonsdurezyklus katalysiert.

2. Klonierung und Charakterisierung der 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase aus Pseudomo-
nas sp. Stamm B13, die die letzte Stufe des Abbaus von Catechol und Chlorcate-
chol zum Tricarbonsdurezyklus katalysiert.

3. Klonierung und Charakterisierung der 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase aus
Pseudomonas sp. Stamm B13, die die Umwandlung von 3-Oxoadipat-Enollacton

in 3-Oxoadipat katalysiert.

2. Schwerpunkt: Der meta-Weg
Da zu Beginn dieser Arbeit nur P. putida GJ31 als einziger Stamm in der Lage war
Chlorbenzol iiber den meta-Weg abzubauen, sollte untersucht werden, ob diese Fahigkeit
eine Raritét darstellt oder ob weitere Stimme isoliert werden konnten.
Die Aufgabenstellungen waren im einzelnen:
1. Isolierung weiterer Stimme mit Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase (cbzE).
2. Entwicklung neuer Strategien fiir die Isolierung von Stimmen mit cbzE-Gen.
3. Entwicklung cbzE-spezifischer Primer, die zur Suche neuer Stimme mit
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen eingesetzt werden konnen.
4. Vergleich der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen aus den neuen Isolaten mit cbzE
aus Stamm GJ31.
5. Genetische Charakterisierung weiterer Enzyme, die in den meta-Weg involviert

sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme und Plasmide

2.1.1 Bakterienstimme und Plasmide fiir die Untersuchungen des modifizierten

ortho-Weges

Die Bakterienstimme und Plasmide, die im Zusammenhang mit den Untersuchungen von

Pseudomonas sp. Stamm B13 verwendet und neu hergestellt wurden, sind in Tab. 1 wieder-

gegeben.

Tab. 1: Bakterienstimme und Plasmide, die bei der Untersuchung von Pseudomonas sp. Stamm B13 verwendet

wurden.
Stamm oder Plasmid Genotyp, Phiinotyp oder Beschreibung Referenz
Stimme
Pseudomonas sp. Wildtyp; Benzoat", 3-Chlorbenzoat” DORN et al.,
Stamm B13 1974
Escherichia coli
DH5a F $80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17 (ry”  Gibco BRL
my’) phoA supE44 A" thi-1 gyrA96 relAl
Epicurian Coli® Tet® A(merd)183 AmerCB-hsdSMR-miv)173 endAl supE44 thi-1 recAl ~ Stratagene
XL10-Gold® Kan gyrA96 relAl lac Hte [F' proAB lacl'ZAM15 Tn10 (Tet®) Tn5 (Kan®)
ultracompetent cells Amy]
Epicurian Coli® SoloPack™  Tet" A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl Stratagene
Gold supercompetent cells  gyr496 relAl lac Hte [F' proAB lacl?ZAM15 Tnl0 (Tet") Amy Cam']
BL21(DE3)pLysS F ompT hsdSg(rgmg’) dem gal (DE3) pLysS Cm" Promega
Plasmide
pETl11a Ap', T7 Expressionsvektor Stratagene
pUCI18 Ap', Klonierungsvektor Y ANISH-PERRON
etal., 1985
pPCR-Script™ Amp SK(+) Ap', Klonierungsvektor Stratagene
pMGTH2 2.3 kb PstI-Fragment mit catF in pUCI18 GOBEL, 1999
pMGTH wie pMGHTH2, entgegengesetzte Orientierung GOBEL, 1999
pPMGTRIIR 2.3kb EcoRI-Fragment mit cat/ und einem Teil von catJ GOBEL, 1999
PMGTR2 wie pMGTRI11R, entgegengesetzte Orientierung GOBEL, 1999
pMGTR4 1.65 kb PCR-Produkt in pPCR-Script™Amp SK(+) diese Arbeit
PMGTR3 wie pMGTR4, entgegengesetzte Orientierung diese Arbeit
pESBLT8 pMGTR4 hydrolysiert mit Ndel/BamHI; ausgeschnittenes Fragment ligiert ~ diese Arbeit
in pET11a/Ndel/BamHI
pMGTR2H380 0.38 kb Hincl-Fragment von pMGTR2 in pUC18 GOBEL, 1999
pMGTR2HS550 0.55 kb Hincll-Fragment von pMGTR2 in pUC18 GOBEL, 1999
pMGTR2H880 0.88 kb Hincll-Fragment von pMGTR2 in pUC18 GOBEL, 1999
pMGELH3 3.6 kb EcoRI-Fragment mit catD in pUC18 diese Arbeit
PMGELH3E/S2 2.4 kb EcoRl/Smal-Fragment von pMGELH3 in pUC18 diese Arbeit
PMGELH3Pst1 1.1 kb Pstl-Fragment von pMGELH3 in pUC18 diese Arbeit
PMGELH3Apol 0.7 kb Apol-Fragment von pMGELH3 in pUC18 diese Arbeit
pMGELH3S/Sul 0.9kb Sall/Smal-Fragment von pMGELH3 in pUCI18 diese Arbeit
pMGELH3S/So2 1.6 kb Sall/Smal-Fragment von pMGELH3 in pUC18 diese Arbeit
pMGELHExpr7 1.1 kb PCR-Produkt (MG-ELH-1, MG-ELH-2) mit generierten diese Arbeit

Nhel/BamHI- Restriktionsstellen, hydrolysiert mit Niel/BamHI und ligiert
in pET11a/Nhel/BamHI
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2.1.2

Bakterienstimme und Plasmide fiir die Untersuchungen des meta-Weges

Die Bakterienstimme und Plasmide, die im Zusammenhang mit den Untersuchungen des

meta-Weges verwendet wurden, sind in Tab. 2 wiedergegeben.

Tab. 2: Bakterienstimme und Plasmide, die bei den Untersuchungen des meta-Weges verwendet wurden.

Stamm oder Plasmid

Genotyp, Phéinotyp oder Beschreibung

Referenz

Stimme

Pseudomonas fluorescens

Stamm SK1
Pseudomonas veronii
Stamm 16-6A
Pseudomonas sp. Stamm
MG61

Pseudomonas putida
Stamm GJ31

Escherichia coli
Epicurian Coli®
XL10-Gold® Kan
ultracompetent cells
Epicurian Coli®
SoloPack™ Gold
supercompetent cells
One Shot” TOP10

One Shot® TOP10F'

One Shot™
BL21(DE3)pLysS
EZ Competent Cells

Plasmide
pPCR-Script™ Amp
SK(+)
pCR"4Blunt-TOPO"
pCR®4-TOPO®
pCR®T7/CT-TOPO®
pDrive Cloning Vector
pJOE2702
pMGSK116S30
pMGC2304
pMGSK 1 ExprCC230
pMG16-6ACC230
pMGI16ExprCC230
PMGTAX16-6A
pTDN1-1018

pMGSKISURUI

Wildtyp; Chlorbenzol", Toluol*
Wildtyp; Chlorbenzol", Toluol*
Wildtyp; Chlorbenzol®, Toluol

Wildtyp; Chlorbenzol", Toluol”

Tet® A(merd)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrd96 relAl lac Hte [F' proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet®) Tn5 (Kan®)
Amy]

Tet" A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F' proAB lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet’) Amy Cam']

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAMI15 AlacX74 recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str) endAl nupG

F {lacl’, Tnl0(Tet®)} merA A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ®80lacZAMI5
AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®)
endAl nupG

F ompT hsdSg(rg'mg’) gal dem (DE3) pLysS (Cam®)

[F:TnlO(Tc") proA* B lacl"ZAM15] recAl endAl hasdR17 (rg;, mys")
lac ginV44 thi-1 gyrA96 relAl

Ap", Klonierungsvektor

Ap", Klonierungsvektor

Ap', Klonierungsvektor

Ap", Expressionsvektor

Ap', Klonierungsvektor

ColEl, bla, P,,.p4p, rrnB, Expressionsvektor

1.3 kb PCR-Produkt mit Teilen der 16S rDNA aus Stamm SK1in pPCR-
Script™Amp SK(+)

1.0 kb PCR-Produkt mit vollstandiger Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus
Stamm SK1 in pPCR-Script™Amp SK(+)

PCR-Produkt zur Expression der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus
Stamm SK1 in pCR®*T7/CT-TOPO®

1.0 kb PCR-Produkt mit vollstandiger Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus
Stamm 16-6A in pPCR-Script™Amp SK(+)

PCR-Produkt zur Expression der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus
Stamm 16-6A in pCR®T7/CT-TOPO"

1.3 kb PCR-Produkt mit Teilen der 16S rDNA aus Stamm 16-6A in
pPCR-Script™Amp SK(+)

2.1 kb Sstl/Hindl11-Fragment aus P. putida UCC2 in pHG327 mit
vollstdndigem tdnC-Gen

0.9 kb PCR-Produkt mit Sequenz stromaufwirts der Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase aus Stamm SK1 in pPCR-Script™Amp SK(+)

KASCHABEK (pers.
Mitteilung)

diese Arbeit

diese Arbeit
OLDENHUIS et al.,
1989; MARS et al.,
1997

Stratagene

Stratagene

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Qiagen

Stratagene
Invitrogen

Invitrogen
Invitrogen

Qiagen

Volff et al., 1996
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

SAINT et al., 1990

diese Arbeit

Fortsetzung
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Fortsetzung Tab. 2

pMGSKI1SURDI1 1.3 kb PCR-Produkt mit Sequenz stromabwiérts der Chlorcatechol-2,3- diese Arbeit
Dioxygenase aus Stamm SK1 in pPCR-Script™Amp SK(+)

pMGI16SURU1 0.9 kb PCR-Produkt mit Sequenz stromaufwérts der Chlorcatechol-2,3- diese Arbeit
Dioxygenase aus Stamm 16-6A in pPCR-Script™Amp SK(+)

pMGI16SURDI1 1.3 kb PCR-Produkt mit Sequenz stromabwdérts der Chlorcatechol-2,3- diese Arbeit
Dioxygenase aus Stamm 16-6A in pPCR-Script™Amp SK(+)

pMGSK1HOA932 0.9 kb PCR-Produkt mit Teilen der Sequenz der 4-Hydroxy-2-oxovalerat- diese Arbeit
Aldolase aus Stamm SK1 in pCR®4Blunt-TOPO®

pMG16HOA932 0.9 kb PCR-Produkt mit Teilen der Sequenz der 4-Hydroxy-2-oxovalerat- diese Arbeit
Aldolase aus Stamm 16-6A in pPCR-Script™Amp SK(+)

pMGSK1UNAB2849 2.8 kb PCR-Produkt mit vollstdndigen Sequenzen der 2-Hydroxypent-2,4- diese Arbeit
dienoat-Hydratase, Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) und
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase aus Stamm SK1 in
pCR®4Blunt-TOPO®

pPMGSK1UNABI1150 1.1 kb PCR-Produkt mit vollstindiger Sequenz der Acetaldehyd- diese Arbeit
Dehydrogenase (acylierend) aus Stamm SK1 in pCR®4Blunt-TOPO®

pMGSK1UNABI1137 1.1 kb PCR-Produkt mit vollstindiger Sequenz der 4-Hydroxy-2- diese Arbeit
oxovalerat-Aldolase aus Stamm SK1 in pPCR-Script™Amp SK(+)

pMG16UNAB2849 2.8 kb PCR-Produkt mit vollstdndigen Sequenzen der 2-Hydroxypent-2,4- diese Arbeit
dienoat-Hydratase, Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) und
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase aus Stamm 16-6A in
pCR®4Blunt-TOPO®

pPMG16UNAB1150 1.1 kb PCR-Produkt mit vollstindiger Sequenz der Acetaldehyd- diese Arbeit
Dehydrogenase (acylierend) aus Stamm 16-6A in pCR®4Blunt-TOPO®

PMG16UNABI1137 1.1 kb PCR-Produkt mit vollstindiger Sequenz der 4-Hydroxy-2-oxo- diese Arbeit
valerat-Aldolase aus Stamm 16-6A in pPCR-Script™Amp SK(+)

pPMG16UNAB546 0.5 kb PCR-Produkt mit Teilen der Sequenz der 2-Hydroxypent-2,4- diese Arbeit
dienoat-Hydratase und Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend)aus
Stamm 16-6A in pDrive Cloning Vector

pMGSK1ExprADA PCR-Produkt zur Expression der Acetaldehyd-Dehydrogenase diese Arbeit
(acylierend) aus Stamm SK1 in pCR®T7/CT-TOPO®

pPMG16ExprADA PCR-Produkt zur Expression der Acetaldehyd-Dehydrogenase diese Arbeit
(acylierend) aus Stamm 16-6A in pCR®T7/CT-TOPO®

pPMGSKI1ExprOEH PCR-Produkt zur Expression der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase diese Arbeit
aus Stamm SK 1 in pCR®*T7/CT-TOPO®

pMGI16ExprOEH PCR-Produkt zur Expression der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase diese Arbeit
aus Stamm 16-6A in pCR®T7/CT-TOPO®

pMGBCC230 1.0 kb PCR-Produkt mit vollstandiger Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus diese Arbeit
der Anreicherungskultur der BASF-Probe in pCR®4-TOPO™

pD3403 972 bp PCR Produkt mit Ndel/BamH]1-Schnittstelle hergestellt aus Schmidt (pers.
pMGBCC230 als Template, geschnitten mit Ndel/BamH]1 und in Mitteilung)
pJOE2702 ligiert zur Expression der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase der
BASF-Anreicherungskultur

pMG61CC230 1.0 kb PCR-Produkt mit vollstindiger Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus diese Arbeit
Stamm MG61in pCR*4-TOPO®

pPMG61TAX3 1.3 kb PCR-Produkt mit Teilen der 16S rDNA aus Stamm MG61in diese Arbeit

pCR®4-TOPO®
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2.2 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Fa. MWG Biotech AG
(Ebersberg) bezogen oder stammen aus dem Ready-To-Go™ RAPD Analysis Kit von Amer-

sham Pharmacia Biotech (Freiburg).

2.2.1 Oligonukleotide bei den Untersuchungen des modifizierten ortho-Weges

In Tab. 3 sind die Oligonukleotide gezeigt, die bei den Untersuchungen von Pseudomonas

sp. B13 Verwendung fanden.

Tab. 3: Verwendete Oligonukleotide fiir die Untersuchungen von Pseudomonas sp. B13.

Bezeichnung Sequenz Referenz

CATF1 GGCTGGCGCTTCATCAA GOBEL, 1999

CATF2 AAGGCTTCGTT (GC) AG (CT) TC (AG) AT GOBEL, 1999

ESTRI CGAGACCGAGCATATGGCTGAACTCCTGACC SCHMIDT (pers. Mitteilung)
ESTR2 GTGCGCACGGGATCCAGATGTAGACTTCGCG SCHMIDT (pers. Mitteilung)
MG-ELH-1 GTTCCCGATGGCTAGCGTCAAACTCG diese Arbeit

MG-ELH-2 CTGTGTGAACGGATCCGCCAGACCAT diese Arbeit

2.2.2 Oligonukleotide bei den Untersuchungen des meta-Weges

In Tab. 4 sind die Oligonukleotide gezeigt, die bei den Untersuchungen des meta-Weges

und Klassifizierung verschiedener Stimme Verwendung fanden.

Tab. 4: Verwendete Oligonukleotide fiir die Untersuchungen zum meta-Weg.

Bezeichnung Sequenz Referenz

pA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG EDWARDS et al., 1989
pH* AAGGAGGTGATCCAGCCGCA EDWARDS et al., 1989
pB TAACACATGCAAGTCGAACG EDWARDS et al., 1989
pG® ACGGGCGGTGTGTAC LANE et al., 1985
C230-1 TCTA (CT) CTGAAGGCCTGGACCGAGGT diese Arbeit

C230-2 TAGATGGTCTTGCCGTGAGTCAGGC diese Arbeit

C230-3 AGGGTTCGTTTCATCAACGAACGAG diese Arbeit

C230-4 CAAGCTGATGAATCAAGACTTGGGG diese Arbeit
CC230-1 TGATGCGCCGACTCCC diese Arbeit
CC230-2 AACTGCGCGACCCGCTTGA diese Arbeit

UCC2-1 GGTGTACTGAGAATCGGCCACGCGA diese Arbeit

UCC2-2 TGAAGGACGGCACCAGATCACCCGT diese Arbeit
16C2301 ATGAGTATTATGAGAGTTGGCC diese Arbeit
16C2302 GCCCCCACTGGTCATTCAATCG diese Arbeit

SUR9 TGCAGGCGAGGGCGCACTTGGGGT diese Arbeit

SUR10 TTGATGCTGACGTGGCCAACTCTC diese Arbeit

Fortsetzung
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Fortsetzung Tab. 4

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech

SURI11 ATTTCTTCGACCCTAGCGGCAACC
SUR12 ACCGGCGGTTGATCTCGGCAACCA
MG-HOA-1 GGCAGCCATGCCATTCGCCACCA
MG-HOA-2 TCATGTCTTCCTGGCCGCCGACCAT
UNAB-1 CATCATGACCTCCGCCGCGCTGGCT
UNAB-2 CCTGGTCACGGGTCAGAGTGCGGTT
UNAB-3 CGAGGTGATCCTGTCCGGCTCGCT
UNAB-4 GGTGGCGAATGGCATGGCTGCCGT
UNAB-5 ACGCCGCTGCCATTTCCTGAGAGA
UNAB-6 CAGCACCTGGTCACGGGTCAGAGT
16UNAB7 ATCCTCAAGAAGGACCTGATCGGC
16UNABS GTTGCGCAGCACCTTGATCATCAG
SK1-OEH-1 ATGGACCAGATAATGATCAACGCG
SK1-OEH-2 TCTGGTTCATCTGCAAGCCTCCAA
16-OEH-2 TCTGGTTCATCAGCAAGCCTCCAA
16ADA1 ATGAACCAGAAACTCAAAGTCG
16ADA2 GATTGAACGTCATGGTGCAGCT
RAPD Analysis Primer 1 GGTGCGGGAA

RAPD Analysis Primer 2 GTTTCGCTCC

RAPD Analysis Primer 3 GTAGACCCGT

RAPD Analysis Primer4 AAGAGCCCGT

RAPD Analysis Primer 5 AACGCGCAAC

RAPD Analysis Primer 6 CCCGTCAGCA

2.3 Stammbhaltung

Die Escherichia coli-Zellen wurden in LB-Medium bei 37°C im Schiittelwasserbad (Typ

G76, New Brunswick Scientific, New Jersey, USA) oder auf LB-Platten angezogen. Die

Selektion von E. coli-Zellen, die ein rekombinantes Plasmid enthielten, erfolgte auf LB-

Festmedium, versetzt mit dem entsprechenden Antibiotikum. Gegebenenfalls wurde nach

vorhergehender Transformation die Selektionsmediumplatte mit 40 mg/mL X-Gal versetzt,

um die E. coli-Zellen auf B-Galactosidase-Aktivitét zu testen.

Die verwendeten E. coli-Stimme wurden auf Agarplatten bei 4°C gelagert. Die

Pseudomonaden wurden auf Selektivmedien kultiviert. Die Inkubation erfolgte bei 30°C im

Schiittelwasserbad (oder auf entsprechenden Agarplatten im Brutschrank). Zur Herstellung

von Dauerkulturen wurden 0.2 oder 0.5 mL Glycerin mit 0.8 bzw. 1.0 mL Zellsuspension

gemischt bei —80°C eingefroren und gelagert.
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24 Chemikalien, Medienbestandteile und Enzyme

2.4.1 Chemikalien

Es wurden handelsiibliche Chemikalien in p. a. Qualitdt der Firmen Boehringer (Mann-
heim), Fluka (Buchs), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma
(Deisenhofen) verwendet. Antibiotika wurden von der Firma Sigma (Deisenhofen oder St.

Louis, USA) bezogen.

2.4.2 Medienbestandteile

Fiir die Herstellung von Medien wurden die bendtigten Bestandteile von den Firmen Difco
(Detroit, USA), Fluka (Buchs), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Oxoid (Wesel),
Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

243 Enzyme
Advantage® cDNA Polymerase Mix Clontech (Palo Alto, California, USA)
Advantage®-GC cDNA Polymerase Mix  Clontech (Palo Alto, California, USA)
AmpliTaq® DNA Polymerase Perkin Elmer (Weiterstadt)
Tag-DNA-Polymerase Life Technologies (Karlsruhe)
Restriktionsendonukleasen Boehringer (Mannheim)

Gibco BRL (Eggenstein)

New England Biolabs (Schwalbach/Taunus)
T4 DNA Ligase Gibco BRL (Eggenstein)

USB Corporation (Cleveland, Ohio, USA)
DNA Polymerase I Klenow Fragment Life Technologies (Karlsruhe)

2.5 Kits

DNA-Marker-Kit QSK 101 Roth (Karlsruhe)
DNeasy Tissue Kit Qiagen (Hilden)
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

QIAprep Spin Prep Miniprep Kit Qiagen (Hilden)
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Readiprime I DNA labelling system Amersham Pharmacia Biotech
(Buckinghamshire, GB)

Ready-To-Go™ RAPD Analysis Kit Amersham Pharmacia Biotech
(Buckinghamshire, GB)

PCR-Script™ Amp Cloning Kit Stratagene (Amsterdam, NL)

Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing Invitrogen (Groningen, NL)

TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen (Groningen, NL)

pCR®T7/CT-TOPO® TA Expression Kit Invitrogen (Groningen, NL)

QIAGEN PCR Cloning”™ Kit Qiagen (Hilden)

2.6 Verschiedenes

API 20 NE-Test bioMérieux Deutschland GmbH (Niirtingen)

Blocking reagent Roche Diagnostics (Mannheim)

Hybond N+ Nylonmembran Amersham Buchler (Braunschweig)

Hyperfilm-MP Amersham Buchler (Braunschweig)

Whatman 3MM-Papier Whatman (Maidstone, GB)

Redivue stabilised [o-**P]dCTP Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, GB)

Sterilfilter Groe 0.2 p Renner (Dannstadt)

2.7 Sequenzanalyse und Computerprogramme

Zusammengestellte Nukleotid- und Aminosduresequenzen wurden mit Hilfe von Clustal W
(Version 1.7) (THOMPSON et al., 1994) und ClustalX (Version 1.8) (THOMPSON et al., 1997)
verglichen. Weiterhin wurde bei den Arbeiten mit Nukleotid- und Aminoséuresequenzen mit
den Programmen BioEdit Sequence Alignment Editor 4.8.9 (HALL, 1999) und GeneDoc
2.5.006 (NICHOLAS and NICHOLAS, 1997; www.cris.com/~ketchup/genedoc.shtml) gearbeitet,
wobei letzteres vor allem Verwendung fand bei der Erstellung der Prozentzahlen aus den
Nukleotid- und Aminosduresequenzvergleichen. Prophet 6.0 (AbTech Corporation, Char-
lottesville, VA, USA) diente zur Berechnung der G+C-Gehalte der Nukleotidsequenzen, zur
Translation der Nukleotidsequenzen, und zur Berechnung der Molekulargewichte der

Proteine.
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Die Sequenzen wurden in das MSF-Format konvertiert und mit dem PredictProtein-Server
an EMBL (http://embl-heidelberg.de/predictprotein/phd pred.html oder http://domo.cpmc.
columbia.edu) fiir die Konsensus-Sekundirstrukturvorhersage nach der PHD-Methode (ROST,
1996; ROST und SANDER, 1993) iibermittelt. Die Protein-Sekundarstrukturvorhersagen der
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen wurden mit dem Programm SSPro8 (http://promoter.ics.
uci.edu/BRNN-PREDY) erstellt (BALDI et al., 1999; POLLASTRI et al., 2001).

Mit dem Programm Primer-Find 3.0 (Frobel Labor-Gerite, Lindau, D) wurden die Oligo-
nukleotide fiir die PCR-Experimente entwickelt.

Fiir das Screening homologer Proteine wurde BLAST 2.0 (ALTSCHUL et al., 1997), ange-
boten vom National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nhi.
gov/BLAST), eingesetzt.

Fir die Suche nach Konsensus-Sequenzen wurde die Prosite-Datenbank (http:/
www.expasy.ch/prosite) genutzt (BAIROCH et al., 1997).

Wahrscheinliche Promotorsequenzen wurden mit dem Neural Network Promoter
Prediction Programme (REESE et al., 1996) ermittelt, welches vom Human Genome
Sequening Department vom Lawrence Berkeley National Laboratory, Berkeley, CA
(http://www-hgc.lbl.gov/projects/promoter.html) zur Verfiigung gestellt wurde.

Phylogenetische Stammbdume wurden mit TreeView (Version 1.5.2) erstellt (PAGE, 1996;
http://taxo-nomy.zoology.gla.ac.uk/rod/tod.html). Der Stammbaum basiert auf den Ergebnis-

sen einer Distance Matrix Analysis, die mit ClustalX durchgefiihrt wurde.

2.8 Gerite

Folgende, im weiteren nicht gesondert erwidhnten Gerite, wurden verwendet:

Rundschiittler Gyrotory Water Bath Shaker Model G76, New Brunswick
Scientific (Edison, N. J., USA)
UV-Leuchttisch UV-Transilluminator, UVP Inc. (USA)

Videodokumentationssystem  Video-Copy-Processor von Mitsubishi (Japan) mit
Videokamera (Firma Intas)

Zentrifugen Sorvall Ultracentrifuge OTD Combi, Du Pont (Bad Nauheim)
Sigma 3K-1, Sigma (Stedt am Harz)
Biofuge Pico, Heraeus (Osterode)

French Press French Pressure Cell Press, American Instrument Company
(Silver Spring, Maryland, USA)
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29 Néihrmedien zur Kultivierung von E. coli und Pseudomonaden

Alle verwendeten Néhrmedien wurden mindestens 20 min bei 200 kPa und 121°C auto-
klaviert. Hitzeempfindliche Komponenten wurden mit Sterilfiltern (0.2 p) filtriert und nach
dem Abkiihlen der Medien auf 50°C zugegeben. Die festen Medien enhielten zusétzlich zur
Néhrlosung 1.5% (w/v) Agar.

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

Ampicillin (Natriumsalz) 100 pg/mL
Chloramphenicol 34 pg/mL
Im Falle des Chloramphenicols wurde zur Herstellung der Stammldsung Ethanol statt

Wasser verwendet.

2.9.1 LB-Medium

LB-Medium wurde nach MILLER (1972) hergestellt.

Trypton 10.0 g/L
Hefeextrakt 5.0 g/L
NaCl 10.0 g/L

pH 7.0

2.9.2 SOB-Medium

Hefeextrakt (Difco) 5¢/lL
Bacto Trypton (Difco) 20 g/L
NaCl 10 mM
KCI 2.5 mM

Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium separat autoklavierte Ldosungen von
MgCl,-6H,0 und MgS0O4-7H,0 zugegeben, bis Endkonzentrationen von jeweils 10 mM er-

reicht wurden (HANAHAN, 1983). AnschlieBend wurde das Medium auf pH 6.8 eingestellt.
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293 SOC-Medium

Zu SOB-Medium (Kap. 2.9.2) wurde nach dem Autoklavieren D-Glucose (steril filtriert)

zugegeben, so dass eine Endkonzentration von 20 mM erreicht wurde (HANAHAN, 1983).

2.94 Minimalmedium

Grundlage der Minimalmedien ist die von DORN et al. (1974) angegebene chloridfreie,
phosphatgepufferte Minerallosung, wobei zur besseren pH-Stabilisierung die Pufferkonzen-
tration verdoppelt wurde (HARTMANN et al., 1979). Die notwendigen Kohlenstoffquellen

wurden den Medien iiber die Dampfphase zugegeben.

Na,HPO4-2H,0 7.0 g/L
Ca(NOs), 0.05 g/L
NH4Fe(I1I)-citrat-6H,O 0.1 g/L
MgSO4-7H20 0.2 g/L
(NH4)2SO4 1.0 g/L

1 mL Spurenelementldsung nach PFENNIG und LIPPERT (1966) ohne Zusatz von EDTA
und FeSO4auf 1 L
pH 6.8

2.9.5 King-Agar B

Dieser nicht sehr selektive Ndahrboden nach KING et al. (1954) wurde fiir die Stimulierung
der Bildung wasserloslicher, fluoreszierender Farbstoffe (Pyoverdine) bei Pseudomonaden
neben anderen Methoden zur taxonomischen Einordnung der isolierten Pseudomonaden

eingesetzt. Dazu wurde die verdnderte Zusammensetzung nach BAST (1999) verwendet.

Proteose-Pepton 20.0 g/L
Glycerin 10.0 g/L
MgSO4'7H20 1.5 g/L
Agar 15.0 g/lL

pH 7.2
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2.10 Isolierung von Chlorbenzol-Verwertern

Zur Anreicherung von Chlorbenzol-Verwertern wurde Minimalmedium mit belastetem
Abwasser oder Sediment beimpft und mit Chlorbenzol und/oder Toluol iiber die Gasphase
gefiittert. Im wesentlichen wurden dabei zwei Vorgehensweisen gewihlt, die sich zudem in
der Art der Chlorbenzol- bzw. Toluolzufuhr unterschieden: Die Direktisolierung (Kap.
2.10.1) und die Anreicherung (Kap. 2.10.2). Bei der Direktisolierung erfolgte die Isolierung
sofort liber das Ausplattieren auf Minimalmedium und der Inkubation mit dem Substrat. Bei
der anderen Methode wurde zunichst eine Anreicherungskultur mit Chlorbenzol und/oder
Toluol hergestellt. Die Isolierung der einzelnen Stimme sowie die Anreicherung von

Bakterien aus einer weiteren Probe wird in Kap. 2.10.1 und Kap. 2.10.2 ndher beschrieben.

2.10.1 Isolierung ohne Selektion

Zur Isolierung von Chlorbenzol-Verwertern, die den meta-Weg nutzen, wurden jeweils
100 uL mehrere Proben Bitterfelder Grundwésser auf Minimalmedium ausplattiert und in
einer Chlorbenzolatmosphidre (100 pL in einem 5 L Glastopf) bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach zehntégiger Bebriitung wurden die Platten mit einer 10 mM 4-Chlorcatechol-Losung
bespriiht. Organismen mit meta-Weg bilden die gelb gefarbte Verbindung 5-Chlor-2-hydroxy-
muconsduresemialdehyd (REIFENRATH, pers. Mitteilung). Bei einer Platte fiel eine sehr kleine,
lediglich andeutungsweise gelb gefarbte Kolonie auf. Diese wurde auf eine Minimalmedium-
Platte iiberimpft und mit Toluol inkubiert. Mehrmaliges Uberimpfen und Vereinzeln mit
Toluol als Substrat fiihrte zur Reinkultur, welche dann wieder auf Chlorbenzol kultiviert
wurde. Diese Reinkultur wurde als SK1 bezeichnet.

Die Grundwasserproben 14 und 16 aus dem MAROC-Projekt wurden nach folgender
Vorgehensweise behandelt. Jeweils 10x50 pL jeder Probe wurden auf Minimalmedium
ausplattiert und in einen Glastopf mit einem Volumen von 5 L bei 30°C gestellt. Uber die
Gasphase wurden 20 pL Chlorbenzol zugegeben. Nach einer Woche wurde mit 20 pL
Chlorbenzol nachgefiittert. Nach einer weiteren Woche befanden sich viele Kolonien auf den
Platten. Zum Auffinden der Kolonien, die den meta-Weg zum Abbau nutzten, wurden die
Platten mit 4-Chlorcatechol iiberspriiht. Kolonien, die zitronengelb wurden, wurden auf
Minimalmedium-Platten mit Chlorbenzol als Kohlenstoffquelle angezogen. Zur Herstellung
von Reinkulturen wurden von Verdiinnungsausstrichen einzelne Kolonien wieder auf

Minimalmedium ausplattiert und mit Chlorbenzol iiber die Gasphase gefiittert. Fiinf
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Reinkulturen wurden aufgewihlt, sie erhielten die Bezeichnungen 16-6A, 16-37A, 14-4A, 14-
2B und 14-2EK.

Zur Gewinnung von Gesamt-DNA wurden die Reinkulturen in fliissigem LB-Medium
angezogen. Die Gesamt-DNA der Reinkulturen wurde als Template in Test-PCRs mit den
spezifischen Primern CC230-1/CC230-2 eingesetzt (Kap. 2.17). Die erwarteten Amplifikate

von 262 bp Liange konnten bei allen fiinf Reinkulturen gefunden werden.

2.10.2 Anreicherung mit verlangsamter Chlorbenzoldiffusion

Zur Anreicherung weiterer Bakterienkulturen auf Chlorbenzol wurde Minimalmedium (20
mL) in ein Greiner-Rohrchen aus Polypropylen gefiillt und mit 100 pL einer Umweltprobe
beimpft. Das Greiner-Rohrchen wurde zusammen mit einem offenen Eppendorf-Cup, welches
das Substrat enthielt, in eine Wheaton-Flasche (500 mL) mit Teflonverschluss (Abb. 7) oder
einen Glastopf (5 L) gegeben. Das duBlere Gefd3 wurde fest verschlossen und auf einem
Schiittler bei 30°C inkubiert. Das Substrat diffundierte durch das Polypropylen des Greiner-

Rohrchens in das Minimalmedium.

Fillmaterial
\ Wheaton-Flasche

|:> Auf Schiittler
fixiert

Eppendorf-Cup
Greiner-Rohrchen mit Substrat
mit Mineralmedium

=

Abb. 7: Versuchsaufbau fiir die Anreicherung von Stamm MG61 mit Toluol.

Bei der Anreicherung einer Kultur aus der MAROC-Probe 10 wurde folgendermallen
verfahren: Am ersten Tag wurden 20 pL Toluol in das Eppendorf-Cup gegeben, am siebenten
Tag ebenfalls 20 pL. und am fiinfzehnten Tag 40 pL. Da inzwischen eine Triibung im
Medium sichtbar geworden war, wurde am 21. Tag eine Test-PCR (Kap. 2.17) durchgefiihrt.
Dazu wurden 100 pL der Anreicherungskultur zentrifugiert und das Pellet in die Test-PCR

eingesetzt. Das erwartete PCR-Produkt von 262 bp konnte nachgewiesen werden. Kolonien
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aus der Anreicherungskultur auf LB-Platten wurden ebenfalls mit der Test-PCR untersucht
und eine positive Kolonie ausgewéhlt. Diese Kolonie wurde iiber einen Verdiinnungsausstrich
auf King-Agar B gereinigt, auf Minimalmedium angezogen und als MG61 bezeichnet.

Die Anreicherungskultur mit einer Belebtschlammprobe von der BASF Ludwigshafen
wurde folgendermaBen durchgefiihrt: Anfangs wurde die Kultur mit einem Cocktail aus 10
pL Toluol und 10 puLL Chlorbenzol inkubiert und jede Woche mit derselben Menge {iber einen
Zeitraum von sechs Wochen nachgefiittert. Danach wurde zwei Wochen lang nur mit
Chlorbenzol inkubiert. In der ersten Woche wurden 20 pl. Chlorbenzol zugegeben und nach
einer Woche mit 20 pL nachgefiittert. Mit Hilfe der Test-PCR wurde die Chlorbenzol-
Anreicherungskultur tiberpriift, ob sie Organismen mit chzE enthielt. Ein Amplifikat von 262
bp konnte gefunden werden. AnschlieBend wurden jeweils 50 uL aus der Anreicherungskultur
auf Minimalmedium ausplattiert und mit Chlorbenzol inkubiert. Auch auf LB-Medium oder
King B-Agar wurden jeweils 50 uL der Anreicherungskultur ausplattiert. Auf allen Platten
fanden sich Kolonien. Diese wurden mittels Test-PCR auf die Prasenz des cbzE-Gens gepriift.
Alle PCRs fiihrten nicht zum erwarteten Produkt, so dass keine Reinkultur mit dem

gewiinschten Enzym gewonnen werden konnte.

2.11 Isolierung von DNA

2.11.1 Isolierung plasmidischer DNA aus E. coli

Fiir die Isolierung plasmidischer DNA aus E. coli wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit
von Qiagen (Hilden) verwendet. Zur Gewinnung der erforderlichen Zellen wurden 2—-5 mL
einer in LB-Medium (und — insofern die Resistenz dafiir vorhanden war — mit Ampicillin
versetzten) angezogenen Ubernachtkultur etwa 6 min bei 13000 Upm zentrifugiert und nach

Herstellerangaben weiterverarbeitet.

2.11.2 Isolierung von Gesamt-DNA

Fiir die Isolierung von Gesamt-DNA aus Pseudomonaden wurde das DNeasy Tissue Kit
von Qiagen (Hilden) verwendet. Zur Gewinnung der erforderlichen Zellen wurden diese
entweder in Minimalmedium mit entsprechender Kohlenstoffquelle oder in LB-Medium
angezogen. Einige mL der Kultur wurden bei 13000 Upm zentrifugiert und das Sediment

nach Herstellerangaben weiterverarbeitet.
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2.12 Enzymatische Hydrolyse von DNA

Zur Spaltung von DNA in einzelne Fragmente wurde die DNA mit Restriktionsendo-
nukleasen nach Angaben des Herstellers fiir Puffer- und Inkubationsbedingungen umgesetzt.

Die Hydrolyse der DNA wurde mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift.

2.13 Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mit '/j ihres Volumens mit Auftragungspuffer (0.5 g/mL
Saccharose; 160 mM EDTA, pH 8.0; 0.5 mg/mL Bromphenol-Blau; 0.5 mg/mL Xylencyanol)
gemischt und in 0.8-2.0%igen (w/v) Agarosegelen (Agarose NEEO Ultra-Qualitdt, Firma
Roth, Karlsruhe) mit Ethidiumbromid (0.1 pg/mL) versetzt und in horizontaler Richtung in
einer Submarine-Gelelektrophorese-Kammer aufgetrennt. Als Elektrophoresepuffer diente
TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA, pH 8.3-8.5). Es wurde eine
Spannung von 100 V bei einer Stromstérke von etwa 150 mA angelegt. Die Grofle der DNA-
Fragmente wurde unter langwelligem UV-Licht von 366 nm mit einem Léngenstandard

bestimmt.

2.14 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen wurden die gewiinschten Banden mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und anschlieend mit dem QIAquick Gel Extraction Kit

von Qiagen (Hilden) nach den Angaben des Herstellers isoliert.

2.15 Quantifizierung von DNA

Die Quantifizierung von DNA-Losungen erfolgte mit dem DNA-Marker-Kit QSK 101 der
Firma Roth (Karlsruhe) mittels Agarose-Gelelektrophorese.



2  Material und Methoden 24

2.16 Klonierung von DNA

Im folgenden Abschnitt wird die Klonierung ausgewiahlter DNA-Stiicke beschrieben. Dazu
wurde zundchst die gewiinschte DNA in einen Vektor ligiert und die rekombinanten Plasmide

anschlieBend in einen E. coli-Stamm transformiert.

2.16.1 Ligation von DNA mit Plasmid-DNA

Die Ligation von DNA mit Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode von SGAMARELLA et

al. (1970) oder nach den Anleitungen in den jeweiligen benutzten Klonierungskits.

2.16.1.1 Herstellung von transformationskompetenten E. coli-Zellen

Fiir die Herstellung transformationskompetenter Zellen von E. coli DH5a wurde die
Methode nach HANAHAN (1985) verwendet. Alle Schritte, mit Ausnahme der Anzucht der
Bakterien, wurden auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt.

Mit einer iiber Nacht bei 37°C in SOB-Medium angezogenen Vorkultur wurden 50 mL
SOB-Medium angeimpft (ODs7s = 0.03). Dieser Ansatz wurde bei 37°C bis zu einer ODs7g
von 0.5-0.6 inkubiert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis gestellt und anschlieBend durch
Zentrifugation (3500 Upm, 4°C) sedimentiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 17 mL
eiskaltem FSB-Puffer resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert und erneut durch Zentrifugation
(3500 Upm, 4°C) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 4 mL
eiskaltem FSB-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 140 uL. DMSO wurden die Zellen fiir
5 min auf Eis gekiihlt und dann erneut mit 140 pL. DMSO versetzt. Die Zellen wurden in
Aliquots von 200 pL aufgeteilt, fiir 20 h bei -20°C eingefroren und dann bei -80°C gelagert.

FSB-Pufter:
Kaliumacetat (pH 7.0) 10 mM
KCI 100 mM
MnCl, 45 mM
CaC12 3 mM
(NH3)6CoCls 10 % (v/v)

Mit 0.1 M HCI wurde auf pH 6.4 eingestellt und anschlieend steril filtriert.
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2.16.1.2 Transformation von E. coli DH5a

Nach MANDEL und HiIGA (1970) wurden etwa 100 ng der zu transformierenden DNA zu
200 uL der transformationskompetenten Zellen DH5a-Zellen gegeben und 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen einem Hitzeschock (90 s bei 42°C) ausgesetzt, fiir
2min auf Eis abgekiihlt, mit 800 uL SOC-Medium versetzt und zur Expression der
Ampicillinresistenz 1 h bei 37°C inkubiert. Die Ansdtze wurden in geeigneten Verdiinnungen
auf selektiven Agarplatten ausgestrichen. Bei Verwendung von pUCI18-Derivaten wurden
selektive Agarplatten mit X-Gal (40 pg/mL) verwendet.

Kaéuflich erworbene kompetente E. coli-Zellen (Tab. 1 und Tab. 2) wurden nach Herstel-

lerangaben transformiert.

2.16.2 Verwendung von Klonierungskits und Aufarbeitung der eingesetzten DNA

Bei Verwendung von Kits, die mit glatten Enden der Inserts und Vektoren arbeiteten,
wurde nach erfolgter PCR zu dem Ansatz 1 uL Klenow-Fragment gegeben und 20 min auf
Eis gestellt.

Bei der Verwendung von Kits, die mit TA-Uberhiingen der Inserts und Vektoren arbeite-
ten, wurde nach erfolgter PCR zu dem Ansatz 1 uLL Taqg DNA Polymerase gegeben und

anschlieBend fiir 10 min auf 72°C temperiert.

Verwendete Kits, die glatte Enden einsetzen:
PCR-Script™ Amp Cloning Kit Stratagene (Amsterdam, NL)
Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing Invitrogen (Groningen, NL)

Verwendete Kits, die TA-Uberhiinge einsetzen:
TOPO TA Cloning® Kit for Sequencing Invitrogen (Groningen, NL)
pCR®T7/CT-TOPO® TA Expression Kit Invitrogen (Groningen, NL)
QIAGEN PCR Cloning”™ Kit Qiagen (Hilden)
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2.17 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktionen wurden in Thermocyclern von Biometra (Gottingen) mit
einer Heizrate von 2°C/s durchgefiihrt. Es wurden das Advantage® ¢cDNA PCR Kit bzw.
Advantage-GC® ¢cDNA PCR Kit (Clontech, Heidelberg) oder AmpliTaq® DNA Polymerase
(Perkin Elmer, Weiterstadt) unter den von den Herstellern empfohlenen Reaktionsbeding-
ungen verwendet. Die PCR-Ansédtze wurden jeweils mit 50 uL sterilem Mineraldl iiber-
schichtet. Die fiir die Amplifizierung des Zielgens entsprechenden geeigneten Primerpaare
wurden mit dem Programm Primer-Find 3.0 (Frobel Labor Gerdte, Lindau) ermittelt.
Ausgehend von einem Standardprotokoll wurden die PCR-Bedingungen fiir jedes verwendete
Primerpaar optimiert. Die Dauer der Denaturierungsschritte lag zwischen 60 und 300 s fiir die
erste Denaturierung und zwischen 30 und 60 s fiir die zweiten. Beide Denaturierungsschritte
wurden bei 94°C durchgefiihrt. Die Dauer des Annealings lag zwischen 30 und 120 s. Es
wurden jeweils 30 Zyklen durchlaufen. Tab. 5 gibt die Art des Templates, die Annealing-

Temperatur, die Elongationszeit und die Grof3e des PCR-Produkts fiir jedes Primerpaar an.

Tab. 5: Angaben zu den PCR-Programmen.

Primer Template Annealingtemp.  Elongationszeit ~ Produkt
[°C] [s] [bp]
CATF1/CATF2 Gesamt-DNA aus Stamm B13 48 60 539
ESTRI1/ESTR2 Gesamt-DNA aus Stamm B13 68 160 1677
MG-ELH-1/MG-ELH-2  Plasmid-DNA (pMGELH3) 68 60 1153

pA/pH’ Gesamt-DNA 37 240 ca. 1500

pB/pG* Gesamt-DNA 37 240 ca. 1300
C230-1/C230-2 Gesamt-DNA 55 60 640
C230-3/C230-4 Gesamt-DNA oder ganze Zellen 57 70 1043
CC230-1/CC230-2 Gesamt-DNA oder ganze Zellen 60 45 262
16C2301/16C2302 Gesamt-DNA 56 60 968
SURY/SUR10 Gesamt-DNA 59 90 1352
SURI11/SUR12 Gesamt-DNA 68 90 987
MG-HOA-1/MG-HOA-2  Gesamt-DNA 45 oder 60 60 932

Fortsetzung
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Fortsetzung Tab. 5

Primer Template Annealingtemp.  Elongationszeit ~ Produkt
[°C] [s] [bp]
UNAB-5/UNAB-6 Gesamt-DNA 60 180 2849
UNAB-1/UNAB-2 Gesamt-DNA 67 70 1137
UNAB-5/UNAB-6 Gesamt-DNA 67 70 1150
16UNAB7/16UNABS Gesamt-DNA 57 50 546
SK1-OEH-1/SK1-OEH-2  Gesamt-DNA 56 60 811
SK1-OEH-1/16-OEH-2 Gesamt-DNA 56 60 811

Das Protokoll fiir die Verwendung der Primer CC230-1/CC230-2 wurde opimiert und
wird im Folgenden als Test-PCR bezeichnet. Die Annealingtemperatur wurde auf 64°C
heraufgesetzt. Wenn statt gereinigter Gesamt-DNA ganze Bakterienzellen als Template

eingesetzt wurden, wurde der erste Denaturierungsschritt auf 10 min ausgedehnt.

2.18 Enzymaktivititen

Die Messung der Enzymaktivititen erfolgte in 1 cm Quarzkiivetten mit dem Zweistrahl-
Photometer Uvikon 710 der Firma Kontron Instruments (Ziirich, Schweiz) mit angeschlosse-
nem Schreiber (Uvikon Recorder 21) oder mit dem Cary 50 Bio UV-Visible Spectrophoto-
meter der Firma Varian (Darmstadt).

Eine Enzymeinheit (U) wird definiert als die Aktivitdt, die den Umsatz von 1 pmol Sub-
strat bzw. die Bildung von 1 pmol Produkt in einer Minute bei 25°C katalysiert. Die spezi-

fische Aktivitit wird in Einheiten pro Milligramm Protein angegeben.

2.18.1 Enzymaktivitiaten des unteren ortho-Weges

In diesem Kapitel werden die Aktivititstests auf 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase,

3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase und 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase beschrieben.
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2.18.1.1 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase-Aktivitit

Die Aktivitdt der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase wurde nach der Methode von
KATAGIRI und HAYAISHI (1957) bestimmt. Es wurde die Zunahme der Absorption des 3-Oxo-
adipyl-CoA-Mg*"-Komplexes (¢ = 16300 L-Mol™-cm™ (KASCHABEK et al., 2002) bei 305 nm
gemessen (Abb. 8). Der Testansatz (1 mL) beinhaltete:

35 umol Tris-HCI-Puffer (pH 8.0)
25 pmol MgCl,

3.5 umol  Dinatrium-3-oxoadipat
1.5 pmol  Succinyl-CoA

50 pL Rohextrakt

COO-
COO-
+ Succinyl-CoA
. O._
- Succinat “Mg
=0 > ;
3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase o
305 nm 04
COO- l
SCoA

Abb. 8: Bildung des 3-Oxoadipyl-CoA-Mg*"-Komplexes.

2.18.1.2 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase-Aktivitit

Die Aktivitdt der 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase wurde bei einer Wellendnge von 305 nm

bestimmt. Der Testansatz (1 mL) beinhaltete:

35 umol  Tris-HCI-Puffer (pH 8.9)
25 pmol MgCl,

3.5 umol Dinatrium-3-oxoadipat
1.5 umol  Succinyl-CoA

2 uL Losung gereinigter 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase

AnschlieBend wurde etwa 15 min die Bildung von 3-Oxoadipyl-CoA) abgewartet, bis die
Absorption begann abzunehmen. Dann wurden 0.2 umol Coenzym A hinzugefiigt. Nach etwa
I min wurden 60 pL Rohextrakt zugegeben. Es wurde die Abnahme der Absorption des

3-Oxoadipyl-CoA-Mg*-Komplexes (¢ = 16300 L-Mol"-cm” (KASCHABEK et al., 2002)
gemessen (Abb. 9).
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COOr
0. ) + Coenyzm A H,C,
~Mg?* ) oo '«
; g Succinyl-CoA . CSCoA
_0 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase I
IC/ 305 nm o
SCoA

Abb. 9: Abnahme des 3-Oxoadipyl-CoA-Mg”"-Komplexes.

2.18.1.3 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase-AKktivitiat

Die Aktivitdit der 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase wurde nach der Methode von
ORNSTON (1966a) bestimmt. Das bendtigte Muconolacton wurde nach der Methode von
ELVIDGE et al. (1950a, 1950b) durch die Behandlung mit Schwefelsdure aus Muconsdure
gewonnen. Die Muconolacton-Isomerase wurde, wie bei ORNSTON (1966b) beschrieben,
durch einen Hitzeschritt (30 min) bei 55°C aus dem Rohextrakt von Pseudomonas putida
A3.12 (DSM291) gewonnen. Der Testansatz (1 mL) beinhaltete:

30 umol Tris-HCI-Puffer (pH 7.5)
0.5 umol Muconolacton
20 pL Losung einer Muconolacton-Isomerase

Es wurde etwa 2 min die ausreichende Bildung von 3-Oxoadipat-Enollacton abgewartet
und anschliefend 20 pL Rohextrakt zugegeben. Gemessen wurde die Abnahme der Absorp-
tion des 3-Oxoadipat-Enollactons (¢ = 2049 L-Mol-cm™ (ORNSTON, 1966a)) bei einer Wel-
lenldnge von 230 nm (Abb. 10).

"00C -00C

(o]
| o = = o Ccoo
Muconolacton-lsomerase 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase - cOO-
\ \ 230 nm
(o]

O

Abb. 10: Schematischer Verlauf der Untersuchung auf 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase-Aktivitét.
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2.18.2 Enzymaktivititen des meta-Weges

In diesem Kapitel werden die Enzymaktivitétstests beschieben, die bei den Arbeiten zum

meta-Weg durchgefiihrt wurden.

2.18.2.1 Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase-AKktivitit

Die Aktivitdt der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase wurde nach der durch KASCHABEK et al.
(1998) verdanderten Methode von NOZAKI (1970) bestimmt. Es wurde die Bildung von 2-Hy-
droxymuconat (¢ = 12500 L-Mol":cm™ (KASCHABEK et al., 1998) bei 290 nm gemessen
(Abb. 11). Der Testansatz (1 mL) beinhaltete:

45 umoL Phosphatpuffer (pH 7.4)
0.5 umoL 3-Chlorcatechol
10 uL Rohextrakt (variierend)

H H
OH
02 Z ~COoO
el Chlorcatechol-2,3-Dioxgenase X - COO

290 nm

Abb. 11: Abbau des 3-Chlorcatechols durch Catechol-2,3-Dioxygenase zu 2-Hydroxymuconat.

2.18.2.2 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase-Aktivitit

Die Aktivitdt der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase wurde bei einer Wellenldnge von
265 nm nach der Methode von COLLINSWORTH et al. (1973) bestimmt. Es wurde die Bildung
des 4-Hydroxy-2-oxovalerats gemessen (Abb. 12). Zur Herstellung von Vinylpyruvat wurde
die Synthese nach COLLINSWORTH et al. (1973) durchgefiihrt. Dazu wurden 5 mg L-Amino-
sdure-Oxidase in 0.5 mL 0.1 M NaCl-Losung suspendiert. 0.9 mg (60 pmol) DL-Allylglycin
wurden in 5.5 mL Puffer (25 mM Tris-HCI, pH 7.5) gelost und mit der Suspension und 10 pL
Katalase versetzt. Der Ansatz wurde eine Stunde bei 37°C geschiittelt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1 mL 6%iger Perchlorsdure gestoppt und der Niederschlag abzentrifugiert.
Die Losung wurde im Enzymtest verwendet.

In 1 mL Gesamtvolumen wurden Phosphatpuffer, MgCl, und frisch hergestelltes Vinyl-
pyruvat in einer Quarzkiivette vorgelegt und die Blindreaktion ohne Enzym bei 265 nm beob-

achtet. Die verstirkte Extinktionsabnahme infolge der Zugabe von Rohextrakt wurde
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bestimmt und der Blindwert von der Aktivitit subtrahiert (¢ = 10000 L-Mol"-cm™) Der
Testansatz (1 mL) beinhaltete:

50 umol Phosphatpufter, pH 7.2

0.33 umol MgCl,
0.2 umol frisch hergestelltes Vinylpyruvat
10 uL  Rohextrakt (variierend)

OH o)

7 “coo MO > coo
2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase
= 265 nm H

Abb. 12: Bildung von 4-Hydroxy-2-oxovalerat (Keto-Form) aus 2-Hydroxypent-2,4-dienoat durch eine 2-Hy-
droxypent-2,4-dienoat-Hydratase.

2.18.2.3 Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend)-Aktivitat

Die Aktivitit der Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) wurde nach der Methode von
SHINGLER et al. (1992) bestimmt. Es wurde die Bildung von NADH (¢ = 6300 L-Mol"-cm™)
bei 340 nm gemessen (Abb. 13).

In 1 mL Testansatz wurden Phosphatpuffer, Acetaldehyd, NAD" und Rohextrakt pipettiert.
Die Reduktion von NAD" wurde durch Zugabe von Coenzym A gestartet und durch die
Extinktionszunahme bei 340 nm verfolgt. Der Ansatz (1 mL) beinhaltete:

50 umol  Phosphatpuffer, pH 7.5
30 umol  Acetaldehyd

0.9 pmol NAD"

50 uL Rohextrakt (variierend)
0.9 umol  Coenyzm A

+ CoASH
+ NAD"
fHo NADH OQ?SCO A
CH Acetaldehyd-Dehydrogenase
3 (acylierend) CH;
340 nm

Abb. 13: Bildung von Acetyl-CoA aus Acetaldehyd durch Acetaldehyd-Dehydrogenase.
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2.18.2.4 4-Oxalocrotonat-Isomerase-Aktivitit

Die Aktivitdt der 4-Oxalocrotonat-Isomerase wurde nach der Methode von SALA-TREPAT
und EVANS (1992) und HARAYAMA et al. (1989) bestimmt. Gemessen wurde die Bildung der
Keto-Form von 4-Oxalocrotonat (2-Hydroxymuconséure) (Abb. 14). 2-Hydroxymuconsiure
wurde aus 2-Pyron-6-carbonséure hergestellt. Dieses wurde hergestellt nach der Methode von
WILEY und HART (1954) durch die Zyklisierung des Kondensationsproduktes aus Diethyl-
oxalat und Ethylcrotonat in Anwesenheit von Kalium. 2-Hydroxymuconsdure wurde in situ
durch eine alkalische Hydrolyse der 2-Pyron-6-carbonsdure hergestellt. Dazu wurde eine 10
mM wissrige Losung des Pyrons mit einem 5fach molaren Uberschuss an Natriumhydroxid
bei 60°C fiir 5 min inkubiert. Die resultierende Losung, die das gelbe Trianion der 2-Hy-

droxymuconséure (SAEKI et al., 1980) enthielt, wurde vor dem Gebrauch auf Eis gestellt.

OH 0
Z ~COO COO-
X COO 4-Oxalocrotonat-lsomerase ~_ COO
290 nm
Enol-Form Keto-Form

Abb. 14: Tautomerisierung von 4-Oxalocrotonat (Enol-Form) durch 4-Oxalocrotonat-Isomerase zu 4-Oxalo-
crotonat (Keto-Form).

Es wurden Puffer und Substrat vorgelegt, der Blindwert beobachtet, anschlieBend Rohex-
trakt hinzugegeben und die Abnahme der Extinktion (¢ = 12500 L Mol cm™) bei 290 nm
beobachtet. Die Messung erfolgte nach Einstellung des Gleichgewichtes. Der Blindwert ohne
Zellextrakt wurde von der enzymbedingten Abnahme subtrahiert. Der Testansatz (1 mL)
enthielt:

10 pmoL 10 mM Phosphatpuffer (pH 7.3)
0.05 umoL.  4-Oxalocrotonat (2-Hydroxymuconat)
5 uL Rohextrakt (variierend)
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2.19 Nukleinsiure-Blotting

2.19.1 DNA-Blotting (Southern-Blot)

Zur Uberfithrung von DNA auf eine Nylonmembran wurde die Methode von SOUTHERN
(1975) durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA zuerst verschiedenen enzymatischen Hydrolysen
unterworfen und mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Agarose-Gel
wurde dann auf Filterpapier gelegt, welches mit 0.4 N NaOH getrankt war. Auf das Gel
wurde die Nylonmembran (Hybond N+, Amersham Buchler, Braunschweig) in entsprechen-
der GroBe und auf die Membran mehrere Lagen Filterpapier gelegt, welche mit einem
Gewicht beschwert wurden. Die DNA wurde so durch die NaOH, welche durch kapillare
Krifte durch das Gel und die Membran in die oberen Schichten Filterpapier gesogen wurde,
denaturiert und an die Nylonmembran transferiert. Das DNA-Blotting erfolgte iiber 14—16 h.
Anschliefend wurde die Membran zur Fixierung der DNA bei 80°C gebacken.

2.19.2 Dot-Blot

Fiir den Dot-Blot wurde die Methode von COSTANZI und GILLESPIE (1987) in modifizierter
Form durchgefiihrt. Mit Restriktionsenzymen verdaute DNA wurde auf einem Agarosegel
(0.8%) aufgetrennt. Gelstiicke, die Fragmente in der gesuchten Grofle beinhalteten, wurden
ausgeschnitten. Nach Gelextraktion wurden mehrere Fraktionen erhalten, von denen jeweils
8 uL, verdiinnt mit 8 uL. Bidest, nebeneinander auf eine Nylonmembran (Hybond N+,
Amersham Buchler, Braunschweig) getiipfelt wurden. AnschlieBend wurde ein Hybridisie-
rungsexperiment mit der entsprechenden Sonde durchgefiihrt. Die Fraktion mit dem stérksten

Hybridisierungssignal wurde fiir die spitere Ligation und Transformation verwendet.

2.19.3 Kolonie-Blot

Fiir ein schnelles Screening von Transformanden wurden die Methoden von GRUNSTEIN
und HOGSTEIN (1975) sowie VOGELI und KAYTES (1987) modifiziert.

Die zu untersuchenden Kolonien wurden auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Prozedur der Aufbereitung fiir das Hybridisierungs-

experiment wurde nach ,,The DIG System User’s Guide for Filter Hybrization* von Roche
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Molecular Biochemicals (1995, S. 51) durchgefiihrt. Fiir den Blot wurden folgende Losungen
benotigt:

Denaturierungslosung 0.5 N NaOH; 1.5 M NacCl
Neutralisierungslosung 1.0 M Tris-HCI, pH 7.5; 1.5 M NaCl

20xSSC 3.0 M NaCl; 300 mM Natriumcitrat, pH 7.0
2xSSC 0.3 M NaCl; 30 mM Natriumcitrat, pH 7.0
Proteinase K 2 mg/mL Proteinase K in 2xSSC-Puffer

Priahybridisierungslosung  0.1% Blocking reagent; 0.1% N-Laurylsarcosinat; 0.02%
SDS; 10 mM Phosphatpuffer, pH 6.8; 6xSSC (anschlieBendes
Autoklavieren oder Kochen)

Jeweils zwei Lagen Whatman 3MM-Papier wurden mit der Denaturierungs-, der Neutrali-
sierungslosung und 2xSSC getrénkt. Die Platten mit den Kolonien wurden fiir 30 min bei 4°C
vorgekiihlt. AnschlieBend wurde ein zurechtgeschnittenes Stiick Nylonmembran (Hybond N+,
Amersham Buchler, Braunschweig) vorsichtig auf die Kolonien gelegt, wobei Blasenbildung
vermieden wurde. Die Membran wurde fiir 1 min auf der Agarplatte belassen. Die auf die
Nylonmembran gebrachten Kolonien wurden auf Whatman-Papier kurz getrocknet. Darauf
wurde die Membran fiir 15 min auf das vorbereitete Whatman-Papier mit Denaturierungs-
16sung gebracht. Es folgte wiederum kurzes Trocknen auf Whatman-Papier und dann das
Auflegen der Membran auf das Filterpapier mit Neutralisierungslosung fiir 15 min. Nach
erneutem Trocknen wurde die Membran fiir 10 min auf 2xSSC gegeben. Nach dem Trocknen
der Membran wurde sie fiir mindestens 30 min bei 80°C gebacken.

AnschlieBend wurde die Membran auf ein sauberes Stiick Aluminium-Folie gelegt und
etwa 2 mL der vorbereiteten Proteinase K-Losung auf die Membran pipettiert. Es folgte eine
Inkubation von 1h. Mit Wasser angefeuchtetes Whatman-Papier wurde dann auf die
Membran gelegt und mit einer Flasche angedriickt, damit Zelltrimmer und Agar-Reste am
Filterpapier haften bleiben konnten. Die Zelltrimmer und Agar-Reste wurden dann durch

Abziehen des Whatman-Papiers von der Membran entfernt.
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2.20 Radioaktive Markierung von DNA

DNA-Fragmente wurden mit 5 pl Redivue™ stabilised [a->’P]-dCTP von Amersham
Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, GB) mit einer spezifischen Aktivitdt von 3000
Ci/mmol nach Angaben des Herstellers mit dem Rediprime II DNA labelling system von

Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, GB) radioaktiv markiert.

221 Hybridisierung

2.21.1 Hybridisierungs-Reaktion

Zur Vermeidung von unspezifischen Hybridisierungssignalen wurde die Nylonmembran
fiir 3 h bei einer Hybridisierungstemperatur von 60°C in einer mehrmals gewechselten
Priahybridisierungslosung geschwenkt.

Die Prahybridisierungslosung wurde verworfen und durch frische Losung, versetzt mit
dem radioaktiv markierten Fragment ersetzt. Die Hybridisierung erfolgte liber Nacht bei
60°C. Nach der Hybridisierung wurde die Membran zuerst unter nicht stringenten
Bedingungen fiir je 3x15 min bei 60°C mit einer Losung aus 6xSSC mit 0.5% SDS
gewaschen. Unter stringenten Bedingungen wurde die Membran mit Losungen von 2xSSC

mit 0.1% SDS und 0.5xSSC mit 0.1% SDS fiir je 30 min gewaschen.

2.21.2 Autoradiographie

Zur Detektion der Hybridisierungssignale wurde in einer Exponierbox die Membran auf
einen Rontgenfilm (Hyperfilm-MP, Amersham Buchler, Braunschweig) gelegt und bei -78°C
tiber Nacht inkubiert.
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3 Experimente und Ergebnisse
3.1 Gene des unteren ortho-Weges in Pseudomonas sp. B13
3.1.1 Die 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase

Fiir die Klonierung der 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase aus Pseudomonas sp. Stamm BI13
wurden zunédchst die Primer CATF1 und CATF2 generiert, welche mit konservierten
Bereichen des 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase-Gens (catF) aus A. calcoaceticus (KOWALCHUK et
al., 1994) und pcaF aus P. putida PCH722 (HARWOOD et al., 1994; NICHOLS und HARWOOD,
1995) korrespondierten. Drei Nukleotide waren dabei in CATF2 gewobbelt. Anschliefend
wurde eine Hot-Start-PCR durchgefiihrt (Kap. 2.17). Ein Produkt von 539 bp wurde erhalten.
Das PCR-Produkt wurde als homologe Sonde in Southern-Hybridisierungs-Experimenten
verwendet, worauf ein 2.3 kb grofles PstI-Fragment aus Gesamt-DNA aus Pseudomonas sp.
B13 mit der Sonde hybridisierte. Eine 2.3 kb grofle PstI-Bande wurde aus einem Agarosegel
mit Gesamt-DNA aus Stamm B13 ausgeschnitten. Dieses Gelstiick wurde in drei kleinere
aufgeteilt und diese gereinigt. Mit Hilfe eines Dot-Blots wurde die Fraktion mit dem groften
Anteil an gewiinschtem DNA-Fragment ausgewéhlt. Das erhaltene DNA-Gemisch wurde in
pUC18/PstI ligiert und die rekombinanten Plasmide in DHSa transformiert. Mittels Kolonie-
Hybridisierungen wurden Klone mit rekombinantem Plasmid ausgewihlt. Zwei der
rekombinanten Plasmide enthielten dieselben Fragmente in entgegengesetzter Richtung. Sie
wurden als pMGTH2 und pMGTH bezeichnet. Im Rohextrakt von E. coli DH5a (pMGTH2)
konnte Thiolase-Aktivitidt (270 Units/g Protein) mit 3-Oxoadipyl-CoA als Substrat nach-
gewiesen werden, nicht aber in E. coli DH5a (pMGTH) oder E. coli DH5a ohne Plasmid
(Kap. 2.18.1.2). Unterschiedliche Subklone wurden fiir die Sequenzierung hergestellt (Abb.
15).

Die DNA-Sequenz von pMGTH2 enthielt einen unvollstindigen offenen Leserahmen
(ORF) von Position 1 bis 514. Die abgeleitete Proteinsequenz zeigte die hochste Identitit mit
einer Glutaconat-CoA-Transferase aus Acidaminococcus fermentans (MACK et al., 1994).
Weil die N-terminale Proteinsequenzen beider Untereinheiten der gereinigten 3-Oxoadi-
pat:Succinyl-CoA-Transferase von Pseudomonas sp. B13 auch die hochste Identitdt mit dieser
CoA-Transferase (KASCHABEK et al., 2002) zeigten, wurde angenommen, dass es sich bei
diesem ORF um einen Teil der Transferase-Gene handelte. Der vollstindige ORF4, catF ge-
nannt, reichte von Position 511 bis 1714, was eine Uberlappung von 4 bp mit catJ bedeutete.

Er kodiert ein Protein aus 401 Aminosaureresten mit einer berechneten Masse von 41678 Da.
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Abb. 15: Schematische Darstellung der Genorganisation der offenen Leserahmen auf den iiberlappenden 2.3 kb
Pstl-, 2.3 kb EcoRI- und 3.6 kb EcoRI-Fragmenten und die Positionen der klonierten Sequenzen.

Die N-terminale Aminosduresequenz der Thiolase, die aus dem gereinigten Enzym

(KASCHABEK et al., 2002) ermittelt wurde, war mit der aus den Nukleotiden abgeleiteten
Sequenz fast identisch (Abb. 16).

Abgeleitete Sequenz: MSREVYICDAVRTPIGRFG
Gereinigtes Enzym: -SREVYI-DAVRTPIGRFG
kkhkkkkk kkkkkhkkkkkxkx

Abb. 16: Vergleich der Proteinsequenzen der abgleiteten Aminosduren und des gereinigten Enzyms. Binde-
striche (-) geben fehlende Aminosduren wieder.

50 bp stromabwirts von catF begann eine GC-reiche Spiegelbildsequenz eines poten-
ziellen p-unabhéngigen Terminators (PLATT, 1986). Ein komplementires Palindrom, das zwei
Stamme von 8 bp und zwei Schleifen von 2 bp in einer kreuzférmigen Struktur in der DNA

bildete, wurde gefolgt von einer Serie an T-Resten im Nicht-Template-Strang (Abb. 17).



3 Experimente und Ergebnisse 38

IV '
~

5—T—Cc—A c—o—

>
I

>
I

>

o

I
>
I
s}
>

I

>

I
i

I

>

I

i
@ rn
I
-
I
(@]
—
I
—
—I||||||
—
I
—
]
I
(0]
I
—
I

3 A—o—T —

AmnT
[

GmmC

mm

[ellNe]
[

T}m m (l)
Cmn G
[ellllNe]

CmnG

T

T

Abb. 17: Komplementires Palindrom stromabwérts von catF. Zahlen geben die Position in einem am Ende
erhaltenen 5.9 kb-Fragment an.

Abb. 18 zeigt die abgeleitete Proteinsequenz der Thiolase von Pseudomonas sp. B13 im
Vergleich zu ihren nédchsten Verwandten. Sie besitzt 83% identische Aminosduren mit PcaF
aus P. putida und 67% mit CatF und PcaF aus A. calcoaceticus sowie vielen anderen
Thiolasen verschiedener Genera mit bis zu 40% identischen Aminosduren. Ein Sequenzver-
gleich von CatF mit diesen Proteinen zeigte einige Regionen, die komplett konserviert sind.
Stromabwirts von catF wurde ein zusitzlicher unvollstindiger ORF gefunden. ORF5, der von
Position 1853 bis 2280 reichte, war pcaD aus A. calcoaceticus ADP1 dhnlich, deshalb wurde
angenommen, dass er den ersten Teil der 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase kodiert. Klone,
die Sequenzen stromauf- und abwérts von ORF4 tragen, wurden generiert, um die Sequenz

fiir die Gene der Transferase und Hydrolase zu vervollstindigen (Abb. 15).
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Ectothiorhodospira shaposhnikovii
(AAG30258) 45%

Deinococcus radiodurans
(G75598) 47%

Streptomyces coelicolor
(T35019) 50%

Pseudomonas putida U

(AAC24332) 53% Escherichia coli
(CAAB6099) 64%
Escherichia coli K-12
(H64890) 64%

Caulobacter crescentus
(AAK23095) 72%

Streptomyces sp.
(T47111) 51%

Streptomyces coelicolor A3(2)
(CAB89028) 55%

Pseudomonas putida

(Q51956) 82%
Bacillus halodurans

(BAA75326) 48% Pseudomonas sp. B13

Pseudomonas aeruginosa PAO1
(D83618) 85%

Burkholderia pseudomallei
(AAG12159) 72%

Bacillus halodurans
(BAB03924) 55%

Mesorhizobium loti

(BAB50893) 66%
Pseudomonas aeruginosa PAO1 Acinetobacter calcoaceticus ADP1 pcaF
(G83197) 50% (Q43974) 65%
Acinetobacter calcoaceticus ADP1 catF
(Q43935) 65%
Sphingomonas sp. RW1 0.1

(CAA51374) 51%

Abb. 18: Unbewurzelter Stammbaum fiir CatF aus Stamm B13 mit verwandten Thiolasen. Der Stammbaum
basiert auf den abgeleiteten Aminoséuresequenzen. Prozentzahlen geben identische Aminoséduren mit Stamm
B13 an. Der Maf3stab zeigt die Menge an genetischen Verdnderungen, gemessen als die Zahl an Aminosdure-
Austauschen pro Position an. 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase (PA0228) (pir||[D83618 (STOVER et al., 2000);
splQ51956 (HARWOOD et al., 1994); gb|4AG12159 (STEINER et al., 2000); emb|CAB89028 (REDENBACH et al.,
1996); pir||T35019 (SEEGER et al., 1999); dbj|BAB50893 (KANEKO et al., 2000); gb|AAK23095 (NIERMAN et al.,
2001); pir||G75598 (WHITE et al., 1999), 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase, PcaF (sp|Q43974 (KOWALCHUK et al.,
1994)), 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase, CatF (sp|Q43935 (SHANLEY et al., 1994)), wahrscheinliche Acyl-CoA-
Thiolase (PA3589) (pir||G83197 (STOVER et al., 2000)), Ketothiolase (gb | AAC24332 (OLIVERA et al., 1998)),
B-Ketothiolase (gb|44G30258 (ZHANG et al., 2000)), Acetyl-CoA-Acetyltransferase (emb|CAA66099 (FERRAN-
DEZ et al., 1997b); dbj|BAB03924 (TAKAMI et al., 2000); dbj|BAA75326 (TAKAMI et al. 1999); emb|CAAS1374
(ARMENGAUD et al., 1998; ARMENGAUD et al., 1999; HAPPE et al., 1993)), wahrscheinliche (Acetyl-CoA-C-
Acyltransferase (pir||H64890 (BLATTNER et al. 1997); pir||747111 (YANG et al., 1999)).

3.1.2 Die 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase

Fiir die Klonierung der Gene der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase, wurde ein 326
bp Pstl/EcoRI-Fragment des zuvor isolierten 2.3 kb Ps¢I-Fragmentes als homologe Sonde in
einer Southern-Hybridisierung verwendet. Ein 2.3 kb EcoRI-Fragment aus Gesamt-DNA aus
Pseudomonas sp. B13 hybridisierte mit der Sonde. Dieses Fragment wurde in pUC18/EcoRI
shotgunkloniert. Mit Hilfe von Kolonie-Hybridisierungen wurden Klone mit rekombinantem
Plasmid ausgewihlt. Zwei Plasmide, die das Insert in entgegengesetzter Orientierung besallen,
wurden ausgewdihlt und erhielten die Bezeichnungen pMGTR11R und pMGTR2. PARALES
und HARWOOD (1992) konnten CoA-Transferase-Aktivitéit in E. coli-Zellextrakten nachwei-

sen, wenn sich ein 2.9 kb-Fragment mit diesem Gen stromabwirts eines lac-Promotors
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befand. Die Klone mit pMGTR11R und pMGTR2 zeigten hingegen keine Transferase-Aktivi-
tat (Kap. 2.18.1.1).

Um eine aktive Transferase zu erhalten, wurde ein 1.65 kb PCR-Produkt mit Hilfe der
Primer ESTR1 und ESTR2 hergestellt (Kap. 2.17). Der Primer ESTR1 (5'-CGA GAC CGA
GCA TAT GGC TGA ACT CCT GAC C-3') enthielt eine generierte Ndel-Schnittstelle
(unterstrichen) und das Startkodon des clc/-Gens (kursiv), der Primer ESTR2 (5'-GTG CGC
ACG GGA TCC AGA TGT AGA CTT CGC G-3") eine generierte BamHI-Schnittstelle
(unterstrichen) und das Stoppkodon des clcJ-Gens (kursiv). Die Ligation mit glatten Enden
ergab die rekombinanten Plasmide pMGTR4 und pMGTR3, die die Inserts in entgegenge-
setzten Richtungen enthielten.

Das Plasmid pMGTR4 wurde mit Ndel und BamHI hydrolysiert und das entstandene
Fragment in den Expressionsvektor pET11a/Ndel/BamHI ligiert. Das resultierende rekombi-
nante Plasmid wurde pESBLT8 genannt und in den Expressionsstamm BL21(DE3)pLysS
retransformiert. Aktivititstests mit Rohextrakt dieses Klons und 3-Oxoadipat als Substrat
(Kap. 2.18.1.1) zeigten eine starke Aktivitit der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase ver-
glichen mit den Kontrollen. Es wurden 4.6 U/g Protein gemessen, wihrend keine Aktivitét
vorhanden war, wenn pET11a kein Insert enthielt.

Es wurden unterschiedliche Subklone fiir die Sequenzanalyse generiert (Abb. 15). Dazu
wurde das Plasmid pMGTR2 mit Hincll hydrolysiert, drei unterschiedlich groBe Banden aus
einem Agarosegel geschnitten und in pUC/Hincll ligiert. Es erfolgte Transformation in
DH5a-Zellen. Es konnten die rekombinanten Plasmide pMGTR2H380, pMGTR2H550 und
pMGTR2HS80 isoliert und sequenziert werden. Die DNA-Sequenz von pMGTR2 umfasste
einen offenen Leserahmen (ORF1) von Position 83 bis 496 mit unbekannter Funktion. Die
aus ORF1 abgeleitete Aminosiuresequenz zeigte 30% Ubereinstimmung mit dem Protein
PhnB aus E. coli, einem Enzym, das in den Phosphonat-Stoffwechsel involviert ist, aber
dessen genaue Funktion unbekannt ist (CHEN et al., 1990) und 60% Ubereinstimmung mit
dem Protein PA1353 aus P. aeruginosa PAOL1 (http:// www. pseudomonas.com).

Eine wahrscheinliche Purin-reiche Ribosomenbindesequenz (GGAG) wurde 11 Nukleotide
stromaufwirts des ATG-Startkodons von ORF1 identifiziert. Eine Sequenz eines potenziellen
p-unabhdngigen Terminators begann 38 bp stromabwirts von ORF1. Zwei komplementire
Palindromstrukturen (Abb. 19) wurden gefolgt von einem Oligo(A).

Zwei vollstindige ORFs wurden auf pMGTR2 und dem 5'-Teil von pMGTH gefunden.

Nach Vergleich der N-terminalen Aminosduresequenzen der Untereinheiten der Transferase



3 Experimente und Ergebnisse

41

des gereinigten Enzyms (KASCHABEK et al., 2002) mit der abgeleiteten Sequenz, konnten die

Translationsstartstellen identifiziert werden.
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Abb. 19: Erste (A) und zweite (B) komplementire Palindromstruktur stromabwirts von ORF1. Zahlen geben die
Position in einem am Ende erhaltenen 5.9 kb-Fragment an.

Die N-terminale Sequenz des gereinigten Enzyms war nahezu identisch mit der abge-

leiteten Aminosduresequenz, mit nur einer fehlenden Aminoséure in jeder Untereinheit, was

vermutlich auf einen Fehler in der Analyse der Proteinsequenzen zuriickzufiihren war (Abb.

20).

Untereinheit A:

Abgeleitete Sequenz
Gereinigtes Enzym

Untereinheit B:

Abgeleitete Sequenz
Gereinigtes Enzym

MAELLTLREAVERFVNDGDTVALEGFTHLIPT

-AELLTLREAVERFVNDG-TVALEGFTHLIPT
hkkkhkkhhkkhkhkhkkhhhkk khkkhkkkkkkkkkk

MSAYSTNEMMTVAAARRLKNGAVCFEV

-SAYSTNEMMTVAAARRLKNGAVVFV
dkkkkkhkhkhkkkkkkkkkkkhkkkx **

Abb. 20: Vergleich der Proteinsequenzen der abgleiteten Aminosduren und des gereinigten Enzyms der Unter-
einheiten der Transferase. Bindestriche (-) geben fehlende Aminosduren wieder.
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ORF2 (catl) kodierte ein Polypeptid von 282 Aminosduren Lénge und begann bei Nukle-
otid 813. ORF3 (catJ) kodierte ein Polypeptid von 260 Aminosduren Linge und startete bei
Nukleotid 1661. Beide ORFs waren in derselben Richtung orientiert und zeigten eine Uber-
lappung von 1 bp, was eine Verschiebung des Leserahmens von —1 bedeutete (FARABAUGH,
1996).

Ein Vergleich der Aminosduresequenzen beider Untereinheiten der B13-Transferase mit
Sequenzen anderer 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferasen aus A. calcoaceticus und P.
putida zeigte nur eine geringe Identitdt im Bereich von weniger als 20% (Abb. 21). Ein
Vergleich mit den Untereinheiten der Glutaconat-CoA-Transferase aus A. fermentans ergab
eine Ubereinstimmung von 30 bzw. 29%. 87 bzw. 91% identische Aminosiuren ergaben sich
bei einem Vergleich mit Pcal und Pcal aus P. aeruginosa PAO1. Dies liel den Schluss zu,
dass es sich bei diesen Genen ebenfalls um die Untereinheiten einer Transferase handelte.

Ein potenzieller E. coli 670-&hnlicher Promotor (HARLEY und REYNOLDS, 1987; HAWLEY
und MCCLURE, 1983) fiir catl fand sich stromaufwirts in der Region von Position 629 bis
729. Fiir die —10-Region zeigte sich die dem E. coli-Konsensus 5'-TATAAT-3' dhnliche
Sequenz GATAAT (Position 723 bis 728). In der —35-Region wurde die der E. coli-
Konsensus 5'-TTGACA-3" dhnliche Sequenz TCGATA gefunden, mit einem Zwischenraum
von 15 bp, was eine typisches Merkmal eines 670-dhnlichen Promotors ist. Eine wahrschein-
liche Purin-reiche Ribosomenbindesequenz (AAGACGAG) konnte 16 Nukleotide stromauf-
wirts des ATG-Startkodons von catl identifiziert werden.
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Comamonas testosteroni

A Mycobacterium tuberculosis (BAB15811) 27%

(CAB05066) 20%
Comamonas testosteroni
(BAB15810) 20%

Pseudomonas aeruginosaPAO1
(AAG03615) 87%

Pseudomonas sp. B13

Sulfolobus solfataricus )
(AAK41344) 23% Sulfolobus solfataricus

(AAK41345) 22%

Acidaminococcus fermentans

Archaeoglobus fulgidus (CAA57200) 30%

Mesorhizobium loti (AAB90043) 19%

(BAB50895) 59%

Helicobacter pylori26695
(AADO7743) 17%
Acidaminococcus
(X81440) 30%

Mesorhizobium loti
(BAB50984) 61%

Bacillus subtilis i ;
Helicobacter pylori26695
(BAA11705) 18% (AADO7744) 20%

Deinococcus radiodurans Helicobacter pylori
(AAF12247) 18% (CAA03917) 20%
Caulobacter crescentus

(AAK24376) 17%

Sphingomonassp. RW1

(CAA51372) 16%

Pseudomonas sp. B13
Pseudomonas aeruginosaPAO1
(AAG03616) 91%

Haemophilus influenzae

(AAC22433) 9% 041 Caulobacter crescentus ) 0.1
Streptomyces griseus —_— (AAK24377) 20% Sphingomonas sp. RW1

(AAF81235) 10% (CAA51373) 20%

Abb. 21: Unbewurzelter Stammbaum fiir Catl (A) und CatJ (B) aus Stamm B13 mit den Untereinheiten A und B
verschiedener verwandter Transferasen. Die Dendrogramme basieren auf den abgeleiteten Aminosiure-
sequenzen. A: Glutaconat-CoA-Transferase (emb|X81440 (MACK et al., 1994); gbl44B90043 (KLENCK et al.,
1997); gb|]AAK41344 (SHE et al., 2001)), Glutaconat-CoA-Transferase-dhnliches Protein (gb|AAF81235 (SMITH
et al., 2000)), CoA-Transferase (gb|AAF12247 (WHITE et al., 1999)), wahrscheinliche CoA-Transferase
(gblAAGO03615 (STOVER et al., 2000)), 3-Oxoadipat-CoA-Transferase (gb|44D07743 (TOMB et al., 1997); gb|
AAK24376 (NIERMAN et al., 2001)), hypothetische 3-Oxoadipat-CoA-Transferase (dbj|BAA11705, (YOSHIDA et
al., 1996)), 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase (emb|CAAS51372 (ARMENGAUD et al., 1998; ARMENGAUD et
al., 1999; HAPPE et al., 1993)), Acetat-CoA-Transferase (gbl44C22433 (FLEISCHMANN et al., 1995); dbj|
BAB50895, (KANEKO et al.,, 2000)), unbekanntes Protein (dbj|BAB15810 (HORINOUCHI et al. 2000)),
hypothetisches Protein Rv3551 (emb|CAB05066 (COLE et al., 1998)). B: Glutaconat-CoA-Transferase (emb|
CAAS57200 (MACK et al., 1998); gblAAK41345 (SHE et al., 2001)), 3-Oxoadipat-CoA-Transferase (gb|
AADO07744 (ToMB et al., 1997); gb|]AAK24377 (NIERMAN et al., 2001)), Acetoacetyl-CoA-Transferase (dbj|
BABS50894 (KANEKO et al., 2000)), 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase (emb|CAAS1373 (ARMENGAUD et
al., 1998; ARMENGAUD et al., 1999; HAPPE et al., 1993)), 3-Oxosdure-CoA-Transferase (emb|CAA03917
(CORTHESY-THEULAZ, 1997)), wahrscheinliche CoA-Transferase (gb|]AAG03616 (STOVER et al., 2000)), unbe-
kanntes Protein (dbj|BAB15811 (HORINOUCHI et al., 2000)). Die Malstdbe zeigen die Menge an genetischen
Verianderungen, gemessen als die Zahl an Aminoséure-Austauschen pro Position an.

3.1.3 Die 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase

Das 539 bp PCR-Produkt, welches einen Teil von catF enthielt und zur Hybridisierung des
gesamten Thiolase-Gens eingesetzt wurde, wurde als Sonde in einem Southern-Hybridi-
sierungsexperiment verwendet, um das gesamte Hydrolase-Gen zu finden. Ein 3.6 kb EcoRI-
Fragment aus Gesamt-DNA von Pseudomonas sp. B13 hybridisierte mit der Sonde und wurde
in pUC18/EcoRI shotgunkloniert. Die Transformation der rekombinanten Plasmide in E. coli
DH5a wurde gefolgt von Kolonie-Hybridisierungen. Das rekombinante Plasmid erhielt die
Bezeichnung pMGELH3. Dieses wurde von den beiden Enden ausgehend so weit wie mog-
lich ansequenziert. Fiir die Sequenzierung der vollstindigen Nukleotidsequenz wurden
Subklone hergestellt. Dazu wurde das rekombinante Plasmid pMGELH3 zundchst mit ver-

schiedenen Restriktionsenzymen hydrolysiert. Die Fragmente wurden in den entsprechend
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hydrolysierten pUC18-Vektor ligiert und die rekombinanten Plasmide in DH5a transformiert.
Es wurden flinf Subklone isoliert. Die Lage der Fragmente ist in Abb. 15 wiedergegeben.

Zur Expression der Hydrolase wurden als Primer in einer PCR zum einen das Oligonukle-
otid MG-ELH-1 (5'-GTT CCC GAT GGC TAG CGT CAA ACT CG-3") mit generierter Nhel-
Schnittstelle (unterstrichen) und dem Startkodon des pcaD-Gens (kursiv) eingesetzt, zum
anderen das Oligonukleotid MG-ELH-2 (5'-CTG TGT GAA CGG ATC CGC CAG ACC
AT-3") mit generierter BamHI-Schnittstelle (unterstrichen). Als Template-DNA diente das
Plasmid pMGLH3. AnschlieBende Ligation in den Expressionsvektor pET11a/Ndel/BamHI
und darauffolgende Transformation erlaubte die Isolierung des rekombinanten Plasmids
pPMGELHExpr7. Dieses wurde in den Expressionsstamm BL21(DE3)pLysS retransformiert.

Aktivitdtstests mit Rohextrakten dieses Klons mit Muconolacton als Substrat zeigten eine
starke 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase-Aktivitdt verglichen mit den Kontrollen (Kap.
2.18.1.3). Es wurden 32.1 Units/mg Protein gemessen, wihrend ein Klon mit dem Plasmid
pPMGELH3, welches das 3.6 kb EcoRI-Fragment beinhaltete, keine Aktivitét zeigte.

Die Nukleotid-Sequenz der 5'-flankierenden Region von catD zeigte eine Promotorsequenz
in der Region von 1755 bis 1800, dhnlich der E. coli-Promotorsequenz (-10-Region:
AATAAT, Position 1784 bis 1789), wiahrend die korrespondierende —35-Region sehr geringe
Ahnlichkeit zum E. coli-Konsensus zeigte.

Eine A+T-reiche Sequenz (AAAAAGCAATAA) um die —50-Position zeigte eine strom-
aufwirts gelegene Aktivatorregion an (BUSBY und EBRIGHT, 1994). Das Startkodon ATG war
assoziiert mit einer potenziellen Purin-reichen Ribosomenbindestelle AACGGGAG, welche
sehr dhnlich dem Konsensus AACGGAG (SHINE und DALGARNO, 1975) war.

Eine Sequenz eines potenziellen p-abhingigen Terminators begann 15 bp stromabwérts von
ORF5 mit zwei komplementiren Palindromstrukturen (Abb. 22).

Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenz von catD von Stamm B13 mit Sequen-
zen anderer 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolasen zeigte eine hohe Identitdt im Bereich von
61% mit der 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase aus P. putida. 74% identische Aminosduren

zeigte ein Vergleich mit PcaD aus P. aeruginosa PAOLI.
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Abb. 22: Erste (A) und zweite (B) komplementére Palindromstruktur stromabwirts von catD. Zahlen geben die
Position in einem am Ende erhaltenen 5.9 kb-Fragment an.
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Rhodococcus opacus

(O SE y (NACS8310 250

Acinetobacter calcoaceticus, ADP1-I|

Mesorhizobium loti (AAC46435) 44%

(BAB49603) 42%

Pseudomonas aeruginosa PAO1

(AAG03869) 48% Acinetobacter calcoaceticus, ADP1-I

(AAC37150) 39%

Caulobacter crescentus
(AAK24382) 25%
Pseudomonas sp. B13

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Bradyrhizobium japonicum (AAG03620) 74%

(CAAT1271) 45% Pseudomonas putida DOT-T1

0,
Ralstonia eutropha catD1 (AAD39558) 61%
(AAGA42037) 50% Leishmania major Ralstonia eutro;gha catD2 0.1
(CAC02005) 45% (AAG42026) 54%

Abb. 23: Unbewurzelter Stammbaum fiir CatD aus Stamm B13 mit verwandten Hydrolasen. Der Stammbaum
basiert auf den abgeleiteten Aminosiduresequenzen. Der Malistab zeigt die Menge an genetischen Verin-
derungen, gemessen als die Zahl an Aminosiure-Austauschen pro Position an. 3-Oxoadipat-Enollacton-
Hydrolase (PA0231) (gb|AAG03620 (STOVER et al., 2000); emb|/CAA71271, (LORITE et al., 1998); dbj|
BAA75208, (MURAKAMI et al. 1999)), 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase 1 (gb|]AAC37150, (HARTNETT et al.,
1990; HARNETT und ORNSTON, 1994)), 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase 11 (gb|]AAC46435, (COLLIER et al.,
1998; COLLIER et al., 1997), wahrscheinliche 3-Oxoadipat-Enollactone-Hydrolase (emb|CAC02005, (MURPHY et
al., 2000); dbj|BAB49603, KANEKO et al. 2000), 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase, CatD1 (gb|AAG42037,
(HINNER et al., 1998a)), 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase, CatD2 (gb]AAG42026, (HINNER et al., 1998b)),
3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase/4-Carboxymuconolacton-Decarboxylase (gb|AAC38246, (EULBERG et al.,
1998); gb|AAK24382, NIERMAN et al., 2001), PcaD-dhnliches Protein (gb|]AAD39558, (RAMOS et al., 1998)),
wahrscheinliche Hydrolase (PA0480) (gb|AAG03869, (STOVER et al., 2000)).

3.14 Sequenzanalyse der Region stromabwirts von catD

Stromabwirts der 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase wurde ein unvollstdndiger offener
Leserahmen mit einer Liange von 1183 bp gefunden, welcher die gegengesetzte Orientierung
von catlJF und catD besitzt.

Die abgeleitete Proteinsequenz zeigte die hochste Identitét von 67% mit einer Acetoacetyl-
CoA-Synthetase von Sinorhizobium meliloti (CAl et al., 2000). 81% identische Aminosduren
zeigte ein Vergleich mit dem Protein PA1997 von P. aeruginosa PAOI1, einem Protein mit
AMP-bindendem Motiv. Die zweite Terminatorsequenz stromabwérts von catD ist wahr-

scheinlich auch fiir ORF6 giiltig.
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3.2 Der meta-Weg

3.2.1 Anzucht und Isolierung neuer Stimme mit Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase

Fiir die Untersuchungen zum meta-Weg standen dem Arbeitskreis zur Anzucht und
Isolierung neuer Stdmme mit Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase verschiedene Umweltproben

zur Verfiigung (Tab. 6).

Tab. 6: Herkunft der Umweltproben.

Stammbezeichnung Herkunft
SK1 Grundwasser aus Bitterfeld
MAROC 14 und 16 Grundwasser der gleichen Wasserfahne aber an verschiedenen
Brunnen genommen
MAROC 10 Sediment aus derselben Wasserfahne wie Proben 14 und 16
BASF Belebtschlamm aus der Kldranlage der BASF Ludwigshafen

Eine auf Chlorbenzol wachsende Reinkultur wurde unserem Arbeitskreis von KASCHABEK
(pers. Mitteilung) zur Verfiigung gestellt. Dieser Stamm wurde aus Bitterfelder Grundwasser
mit der Direktmethode (Kap. 2.10.1) isoliert und erhielt die Bezeichnung SK1.

Aus dem von der Europdischen Union geforderten Projekt MAROC (,,Molecular tools for
assessing the bioremediation potential in organohalogen-contaminated sites*) standen unter-
schiedlich belastete Umweltproben zur Verfiigung. Die beiden Grundwasserproben 14 und 16
sowie die Sedimentprobe 10 wurden an unterschiedlichen Stellen oder Brunnen genommen,
entstammen aber derselben Wasserfahne. Mittels der Direktmethode wurden aus den Proben
14 und 16 die Reinkulturen mit den Bezeichnungen 14-4A, 14-2B, 14-2EK, 16-6A und
16-37A isoliert. Die Reinkultur MG61 wurde wie in Kap. 2.10.2 beschrieben aus einer
Anreicherung mit verlangsamter Chlorbenzoldiffusion mit Hilfe des Test-PCR-Nachweises
isoliert.

Aus der von der BASF Ludwigshafen bereitgestellten Belebtschlammprobe wurde mit

dieser Methode zwar ebenfalls eine Anreicherungskultur gewonnen, aber keine Reinkultur.
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3.2.2 Identifizierung der neuen Chlorbenzol-abbauenden Stimme

3.2.2.1 Identifizierung der Stimme SK1, 16-6A und MG61

Fiir die taxonomische Einordnung des Stammes SK1 wurde ein API 20 NE-Test durchge-
fiihrt. Dieser Test lieB eine Zuordnung des Stammes aufgrund unterschiedlichen Wachstums
auf verschiedenen Substraten zur Gattung Pseudomonas und zur Spezies fluorescens zu (Abb.

24).

é; 'HER :J I B
Qapi 20 NE e gonspriovo: SK1 | a

Origine / Source / Herkunft / Origen / Prelievo :
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Pseudomonas
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Abb. 24: API 20 NE-Test von Stamm SK1. Abkiirzungen: + = positiver Test, - = negativer Test; NO; = Nitrat,
TRP = Tryptophan, GLU = Glucose, ADH = Arginin-Dehydrolase, URE = Urease, ESC = Asculin, GEL =
Gelatine, PNG = p-Nitro-Phenyl-Glucosamin, GLU = Glucose, ARA = Arabinose, MNE = Mannose, MAN =
Mannitol, NAG = N-Acetyl-Glucosamin, MAL = Maltose, GNT = Gluconat, CAP = Caprat, ADI = Adipat,
MLT = Malat, CIT = Citrat, PAC = Phenyl-Acetat-Assimilation, OX = Oxidase.

Das Wachstum und die Bildung von fluoreszierenden Pyoverdinen von Stamm SK1 auf
King B-Agar machte eine Einordnung in die Gruppe der fluoreszierenden Pseudomonaden
moglich.

Um die bisher erzielten Ergebnisse abzusichern, wurde eine 16S rDNA-Analyse des
Stammes SK1 durchgefiihrt (Kap. 2.17). Ein Sequenzvergleich des erhaltenen rekombinanten
Plasmids pMGSK116S30 mit BLAST zeigte die groBte Ubereinstimmung mit Pseudomonas
fluorescens. Abb. 25 zeigt einen Stammbaum mit den nichsten Nachbarn von Stamm SK1.
Die 16S rDNA aller gezeigten Stdmme war zu iiber 99% mit der aus Stamm SK1 identisch.

Mittels 16S rDNA-Analyse, API 20 NE-Test und Fluoreszenzbildung auf King-Agar B

wurde der Stamm SK1 als Pseudomonas fluorescens identifiziert.
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Pseudomonas sp. KA2

Pseudomonas marginalis NZCX27

Pseudomonas sp. H1

Pseudomonas veronii 16-6A

Pseudomonas veronii UFZ-B549

Pseudomonas veronii UFZ-B547

Pseudomonas veronii CIP104663*

——— Pseudomonas sp. A2

Pseudomonas sp. NZ024

Pseudomonas veronii INAO6

Pseudomonas veronii CA-4

Pseudomonas fluorescens PC18

Pseudomonas fluorescens SK1

Pseudomonas sp. MG61

0.001

Abb. 25: Phylogenetischer Stammbaum der 16S rDNA aus den Stimmen SK1, 16-6A und MG61 und den
nichsten Verwandten. Der Malistab zeigt die Menge an genetischen Verdnderungen, gemessen als die Zahl an
Aminosdure-Austauschen pro Position an. Pseudomonas sp. KA2 (ERIKSSON und PETTERSSON, 1999b;
gb|AF195876); Pseudomonas marginalis NZCX27 (GODFREY und MARSHALL, 2001; gb|AF364098); Pseudo-
monas sp. H1 (ERIKSSON und PETTERSSON, 1999a; gb|AF195777); Pseudomonas veronii 16-6A (diese Arbeit);
Pseudomonas veronii UFZ-B549 (ALFREIDER, 2002a; gb|AF539745); Pseudomonas veronii UFZ-B547
(ALFREIDER, 2002b; gb|AY144583); Pseudomonas veronii CIP 104663 (ELOMARI et al., 1996; gb|AF064460);
Pseudomonas sp. A2 (ERIKSSON und PETTERSSON, 1999b; gb|195875); Pseudomonas sp. NZ024 (GODFREY et
al., 2000; gb|AY014806); Pseudomonas veronii INA06 (IRIYE, 2001; dbj|AB056120); Pseudomonas veronii
CA-4 (MEUER und O’CONNOR, 2002; gb|AYO081814); Pseudomonas fluorescens PC18 (HEINARU et al., 2000;
gb|AF228366); Pseudomonas fluorescens SK1 (diese Arbeit); Pseudomonas sp. MG61 (diese Arbeit). Die
Sequenz des mit * gekennzeichneten Stammes ist zwei Nukleotide kiirzer als die der anderen Stimme.

Bei der Identifizierung von Stamm 16-6A wurde folgendermallen vorgegangen. Zunéchst
wurden die Isolate der ersten MAROC-Anreicherung auf King B-Agar fiir zwei Tage bei
30°C inkubiert. Zwar wuchsen die Reinkulturen gut auf dem Medium, jedoch kam es nicht
zur Bildung von Pyoverdinen. KOH-Tests zeigten, dass es sich um Gram-negative Organis-
men handelte. Die Durchfiihrung von API 20 NE-Tests ergab keine eindeutig klassifizier-
baren Ergebnisse. Aus diesem Grund wurden mit den Isolaten 16-6A, 16-37A, 14-4A, 14-2B
und 14-2EK 16S rDNA-Analysen durchgefiihrt. Die 16S rDNA-Analysen ergaben, dass es
sich um identische Isolate handelte. Diese konnten als Pseudomonas veronii eingeordnet

werden. Fiir die weiteren Arbeiten wurde ein Isolat ausgewéhlt. Der Stamm wurde als Pseu-



3 Experimente und Ergebnisse 50

domonas veronii 16-6A bezeichnet. Das rekombinante Plasmid aus der 16S rDNA-Analyse
trug die Bezeichnung pMGTAX16-6A. Abb. 25 zeigt Stamm 16-6A im Vergleich zu seinen
nichsten Verwandten. Die 16S rDNA aller abgebildeten Stimme war mit der aus Stamm
16-6A zu tiber 99% identisch.

Die Identifizierung von Stamm MG61 wurde nach folgender Vorgehensweise durchge-
fiihrt. Zundchst wurde kontrolliert, ob Stamm MG61 Enzyme des mefa-Weges besitzt. Dazu
wurden mit einem Rohextrakt einer Ubernachtkultur von in fliissigem LB-Medium angezoge-
nen Zellen Aktivititstests auf eine Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase (Kap. 2.18.2.1) und
4-Oxalocrotonat-Isomerase (Kap. 2.18.2.4) durchgefiihrt. Im Fall der Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase mit 3-Chlorcatechol als Substrat wurde ein Wert von 2.5 U/mg Protein ermittelt.
Bei der 4-Oxalocrotonat-Isomerase ergab sich mit 4-Oxalocrotonat (Enol-Form) als Substrat
ein Wert von 0.7 U/mg Protein.

Zur taxonomischen Einordnung von Stamm MG61 wurde dieser auf King-Agar B zwei
Tage bei 30°C kultiviert. Zwar wuchs die Reinkultur gut auf dem Medium, jedoch kam es
nicht zur Bildung von Pyoverdinen. Der KOH-Test zeigte, dass es sich um einen Gram-
negativen Organismus handelte. Der Oxidase-Test war positiv. Die Durchfiihrung von API 20
NE-Tests ergab kein eindeutig klassifizierbares Ergebnis. Eindeutiges Wachstum zeigte sich
auf den Substraten Citrat, Malat, Caprat, Gluconat, Mannose, Mannitol und Glucose.

Aus diesem Grund wurde mit Zellen von MG61 eine 16S rDNA-Analyse durchgefiihrt und
das daraus hervorgegangene rekombinante Plasmid mit pMG61TAX3 bezeichnet. Das Isolat
MG61 konnte der Gattung Pseudomonas zugeordnet werden. Eine weitere Spezifizierung war
nicht moglich. Deshalb erhielt der Stamm die Bezeichnung Pseudomonas sp. MG61. Abb. 25
zeigt die 16S rDNA aus Stamm MG61 im Vergleich zu den nichsten Verwandten.

3.23 RAPD-Analysen

3.2.3.1 RAPD-Analyse der Stimme GJ31, SK1 und 16-6A

Um nachzuweisen, dass es sich bei den in den vorangegeangenen Kapiteln beschriebenen
Isolaten um verschiedene Stamme handelte, wurde die RAPD (Random amplified polymor-
phic DNA)-Analyse eingesetzt. Die RAPD ist eine Methode fiir die schnelle Detektion
genomischer Polymorphismen, unter Nutzung einzelner kurzer Primer. Diese wurde unter
wenig stringenten Bedingungen durchgefiihrt, um eine reproduzierbare Menge an Stamm-
spezifischen Produkten zu generieren, die anschliefend iiber Gelelektrophorese analysiert

werden konnten. In dieser Arbeit wurde das Ready-To-Go™ RAPD Analysis Kit von
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Amersham Pharmacia Biotech nach den Angaben des Herstellers verwendet. 5 uL. der PCR-
Ansitze wurden auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. Die Gele sind in Abb. 26 dargestellt.
Sie zeigen, dass die Stimme unterschiedlich sind. Stamm GJ31 unterscheidet sich mit allen
Primern deutlich von den beiden anderen Stimmen. Zur Unterscheidung zwischen SK1 und

16-6A eignen sich die RAPD Analysis Primer 3, 4 und 5.
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Abb. 26: RAPD-Analyse der Stimme GJ31, SK1 und 16-6A mit den RAPD Analysis Primern 1 bis 3 (Gel 1)
und 4 bis 6 (Gel 2).

3.2.3.2 RAPD-Analyse der Stimme MG61 und 16-6A

Wegen der groBen Ahnlichkeit der beiden Stimme MG61 und 16-6A wurde eine RAPD-
Analyse mit dem Ready-To-Go RAPD Analysis Kit von Amersham und Gesamt-DNA der
beiden Stdmme durchgefiihrt. 5 pL. der PCR-Ansédtze wurden auf ein 2%iges Agarosegel
aufgetragen. Die Gele sind in Abb. 27 zu sehen.
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Abb. 27: RAPD-Analyse der Stimme MG61 und 16-6A mit den RAPD Analysis Primern 1 bis 3 (Gel 1) und 4
bis 6 (Gel 2).

Die RAPD-Analyse ergab, dass die beiden Stimme MG61 und 16-6A unterschiedlich sind
und mit dieser Methode fiir weitere Untersuchungen gut unterscheidbar sind. Besonders

eignen sich dafiir die Primer 2, 3, 4 und 5.

3.24 Klonierung und Sequenzierung der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus den
neuen Stimmen

Zur Amplifizierung der Gensequenz der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus Stamm SK1
wurden aus einem Sequenzvergleich verschiedener Dioxygenasen die Primer C230-1 und
C230-2 generiert, die ein moglichst breites Spektrum an verschiedenen Catechol-2,3-
Dioxygenasen aufgrund eingebauter Wobbles abdeckten. Primer, spezifisch fiir Catechol-2,3-
Dioxygenasen, sind verdffentlicht (WIKSTROM et al., 1996; SEI et al., 1999; MESARCH et al.,
2000), jedoch wurde die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus Pseudomonas putida Stamm
GJ31 nicht beriicksichtigt. Die Sequenzvergleiche der relevanten Bereiche sind in Abb. 28
dargestellt.
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A

1252 TCTACCTGAAG-GCCTGGACCGAGGT <149
1312 TCTACCTGAAG-GCCTGGACCGAGGT <155
1252 TCTATCTGAAG-GCCTGGAGCGAGGT <149
1252 TCTATCTGAAG-GCCTGGAGCGAGGT <149
125 TCTATCTGAAG-GCTTGGACCGAAGT <149
125 TCTATCTCAAG-GCTTGGACCGAAGT <149
1252 TCTATCTGAAG-GCCTGGACTGAGGT <149
1192 TGTACCTGAAATG-TTGGGACGA-GT <142
1192 TATATTTGAAGTG-TTGGGATGA-AT <142
1192 TCTACCTGAAATG-CTGGGACGA-GT <142

* k% * k% * * Kk K * k *

O W O ~Jo U W N

~ o~ o~~~ o~~~ o~ o~

740= GCCTGACTCACGGCAAGACCATCTA <764
743 GCCTGACCCATGGCAAGACCATCTA <767
740= GCCTGACTCACGGCAAGACCATCTA <764
740 GTCTGACCCACGGCAAGACCATCTA <764
740= GCCTCACTCACGGCAAGACCATCTA <764
740 GCCTGACCCACGGCAAGACCATCTA <764
740= GCCTGACTCAGGGCAAGACCATTITA <764
758= GCTTCACGCGCGGCCAGACGATCTA <1782
758= GCATTACACGAGGTGAGACCGTCTA <1782
758 GCATCACACGAGGTGAGACCGTCTA <782

* * kk K * * * Kk Kk Kk * k%

~ o~~~ o~~~ o~~~
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Abb. 28: Sequenzvergleich verschiedener Extradiol-Dioxygenasen zur Generierung der Primer C230-1 (A) und
C230-2 (B). Die Zahlen geben die Positionen in der jeweiligen Dioxygenase-Sequenz an. (1) gb|M33263:
Plasmid pVI150 aus P. putida CF600, Catechol-2,3-Dioxygenase (dmpB) (BARTILSON und SHINGLER, 1989); (2)
gb|S77084: Alcaligenes sp. KF711, Catechol-2,3-Dioxygenase (MOON et al., 1995); (3) emb|X77856: P. putida
P35X, Catechol-2,3-Dioxygenase (phh B) (NG et al., 1994); (4) gb|M65205: Plasmid pDK1, Catechol-2,3-
Dioxygenase, (xylE) (BENJAMIN et al., 1991); (5) emb|VO1161: P. putida mt-2, Catechol-2,3-Dioxygenase,
(xylE) (NAKALI et al., 1983; ZUKOWSKI et al., 1983); (6) emb|X60740: P. aeruginosa J1104, Catechol-2,3-
Dioxygenase (xylEJI104-1) (KITAYAMA et al., 1996); (7) gb|M17159: Plasmid NAH7 aus P. putida, Catechol-
2,3-Dioxygenase (nahH) (Ghosal et al., 1987); (8) gb|]AF109307: P. putida GJ31, Chlorcatechol-2,3-Dioxy-
genase (chzE) (MARS et al., 1999); (9) gb|U01826: P. putida MT15, Catechol-2,3-Dioxygenase II (cdo) (KEIL et
al., 1985); (10) emb|X59790: P. putida UCC2, 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase (tdnC) (MCCLURE, 1991).

Bei einer PCR mit den Primern C230-1/C230-2 und Gesamt-DNA aus P. fluorescens SK1
wurde ein PCR-Produkt von 640 bp erhalten, was als Hinweis auf eine 2,3-Dioxygenase
gewertet wurde. Um die gesamte Nukleotidsequenz der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus
Stamm SK1 zu erhalten, wurden Primer aus der Sequenz von Stamm GJ31 (MARS et al.,
1999) generiert, die einige Nukleotide stromaufwirts des Startkodons und stromabwirts des
Stoppkodons angelegt wurden. Die Generierung ergab das Primerpaar C230-3/C230-4. PCR-
Experimente mit diesen Primern erlaubten die Klonierung der vollstdndigen Dioxygenase-
Sequenz. Fiir chzE aus Stamm SK1 wurde das rekombinante Plasmid pMGC2304 hergestellt.

Abb. 29 zeigt, dass die abgeleitete Aminosduresequenz von CbzE aus Stamm SK1 mit der

N-terminalen Sequenz des isolierten Enzyms iibereinstimmt (KASCHABEK, pers. Mitteilung).
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Abgeleitete Sequenz: SIMR VGHVSINVMDMAAAVK
Gereinigtes Enzym: SIMR (oder Y) VGHVSINVMDMAA?VK
*k*kx %k kkhkkkkkkkkkkkkx *%

Abb. 29: Sequenzvergleich der abgeleiteten Aminosiduresequenz mit der N-terminalen Sequenz der gereinigten
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus Stamm SK1. Das Fragezeichen (?) gibt eine unbestimmte Aminoséure,
Sterne (*) identische Aminosduren wieder.

Fiir Stamm 16-6A ergab die Klonierung des vollstindigen chzE-Gens unter Einsatz der
Primer CC230-3/CC230-4 das rekombinante Plasmid pMGI16-6A, fiir Stamm MG61
pMG61CC230 und fiir die BASF-Anreicherungskultur pMGBCC230.

Bei einem Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenzen der in dieser Arbeit ermittelten
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen mit Sequenzen anderer Dioxygenasen konnte festgestellt
werden, dass sie alle eine hohe Anzahl identischer Aminoséduren von mehr als 97% mit der
Sequenz aus P. putida GJ31 aufwiesen (Abb. 30). Die Sequenzen von CbzE der Stimme
16-6A und MG61 waren identisch, was darauf zuriickzufiihren war, dass die Proben aus
denen beide Stidmme isoliert wurden, von demselben Ort und nur aus unterschiedlichen
Brunnen stammten. Insgesamt wiesen die neuen CbzE-Proteine untereinander die hdchste
Zahl mit mehr als 99% identischer Aminosduren auf. Die nichsten Verwandten der Chlor-
catechol-2,3-Dioxygenasen waren die Catechol-2,3-Dioxygenase aus Comamonas sp. JS765
und die 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase aus P. putida UCC2 mit jeweils iiber 73% iden-
tischer Aminoséuren.

Die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen, die in dieser Arbeit sequenziert wurden, besallen wie

CbzE aus Stamm GJ31 eine Linge von 314 Aminosduren.



3 Experimente und Ergebnisse 55

% Identitat

%
S s -

Dioxygenase % g % g

Comamonas testosteroni TA441 C230 73 73 72 70
Ralstonia pickettii PKO1 C230 52 52 53 51

Pseudomonas putida MT15 C230 66 65 65 65

. Burkholderia sp. RP007 (PhnE1) €230 55 55 55 54
Geobacillus thermoleovorans A2 C230 38 38 39 38

Geobacillus glucosidasius A7 C230 43 43 43 43

Ralstonia eutropha 335 €230 40 40 40 40

] ﬂ Ralstonia sp. KN1 €230 40 40 40 40

—— Acinetobacter sp. YAA C230 40 40 40 40

Pseudomonas putida MT53 C230 39 39 39 38

L Pseudomonas putida mt-2 (Plasmid pwwo) €230 40 40 40 39
Pseudomonas sp. S-47 C230 40 40 40 39

Pseudomonas stutzeri OM1 C230 40 40 40 39

Pseudomonas stutzeri AN10 C230 39 39 39 39

Pseudomonas putida (Plasmid pDK1) €230 39 38 39 39

Pseudomonas putida H C230 38 38 38 38

Burkholderia cepacia AA1 C230 73 73 73 71

L Pseudomonas veronii 16-6A/Pseudomonas sp. MG61 CC230 99 100 99 97
Pseudomonas fluorescens SK1 CC230 100 99 99 97

Pseudomonas putida GJ31 CC230 97 97 97 100

PCR product from BASF sample CC230 99 99 100 99

E Pseudomonas sp. JS765 C230 75 75 75 73
Pseudomonas sp. AW-2 C230 74 74 73 71

| Pseudomonas putida UCC2 MC230 74 74 73 71

L Pseudomonas putida MC230 73 73 73 71
Burkholderia cepacia G4 C230 72 72 72 70

0.1 Burkholderia sp. RP007 (PhnE2) C230 72 72 71 70

Abb. 30: Unbewurzelter Stammbaum aus den abgeleiteten Aminosduren der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen
aus P. fluorescens SK1, P. veronii 16-6A, der BASF-Anreicherungskultur und Pseudomonas sp. MG61 mit ihren
nichsten Verwandten. Abkiirzungen: C230 = Catechol-2,3-Dioxygenase; CC230 = Chlorcatechol-2,3-Dioxy-
genase; MC230 = 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase. Die Tabelle rechts gibt die identischen Aminosduren der
jeweiligen Sequenz im Vergleich zu den Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen in Prozent an. Der Malstab zeigt die
Menge an genetischen Verdnderungen, gemessen als die Zahl an Aminosdure-Austauschen pro Position an.
Comamonas testosteroni TA441 (ARAI et al., 1998; dbj|BAA34176); Ralstonia pickettii PKO1 (KUKOR und
OLSEN, 1996; gb|AAC13787); P. putida MT15 (KEIL et al., 1985; gb|AAC43033); Burkholderia cepacia RP0O07
(PhnE1) (LAURIE und LLOYD-JONES, 1999; gb|AAF02426); Geobacillus thermoleovorans A2 (DUFFNER und
MULLER, 1998; gb|AAC38323); Geobacillus glucosidasius A7 (DUFFNER et al., 2000; gb|]AAF66550); Ralstonia
eutropha 335 (KANG et al., 1998; pir||[JE0112); Ralstonia sp. KN1 (NAKAMURA et al., 2000; dbj|AB031996);
Acinetobacter sp. YAA (TAKEO et al., 1998; Fuil et al., 1997; dbj|BAA23555); P. putida MT53 (KOK et al.,
1999; gb|AAC78337); P. putida mt-2 (Plasmid pWWO0) (THOMAS, 2001; emb|CAC86806); Pseudomonas sp.
S-47 (NOH et al., 2000; gb|AAF36683); P. stutzeri OM1 (OUCHIYAMA et al., 1998; dbj|BAA31264); P. stutzeri
ANI10 (BoscH et al., 2000; gb|AADO02148); P. putida (Plasmid pDK1) (BENJAMIN et al., 1991; sp|Q04285); P.
putida H (HERRMANN et al., 1995; pir||[S47421); Burkholderia cepacia AA1 (MA und HERSON, 1996;
gb|AAB88079); P. veronii 16-6A (diese Arbeit); Pseudomonas sp. MG61 (diese Arbeit); P. fluorescens SK1
(diese Arbeit); P. putida GJ31 (MARS et al., 1999; gb|]AAD05250); PCR-Produkt aus einer Anreicherungskultur
(diese Arbeit); Comamonas sp. JS765 (PARALES et al., 1997; gbl|AAC79918); Pseudomonas sp. AW-2
(MURAKAMI et al., 1998; pir||JEO127); P. putida UCC2 (MCCLURE, 1991; emb|CAA42452); P. putida
(MCCLURE et al., 1991; pir||S31402); Burkholderia cepacia G4 (OH et al., 1997; pir||[JC5534); Burkholderia sp.
RP007 (PhnE2) (LAURIE und LLOYD-JONES, 1999; gb | AAF02430).
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3.2.5 Expression der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen und Aktivititstests

Fiir die Expression der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen wurden PCRs mit den Primern
16C2301/16C2302 und Gesamt-DNA aus den Stdmmen SK1 und 16-6A bzw. dem 1043 bp-
PCR-Produkt der BASF-Probe durchgefiihrt (Kap. 2.17). Die PCR-Produkte von 968 bp
Linge wurden in den Vektor pCR®T7/CT-TOPO® mit dem pCR®T7/CT-TOPO® TA
Expression Kit von Invitrogen ligiert. Die resultierenden rekombinanten Plasmide
pMGSKI1ExprCC230 fiir Stamm SK1 und pMG16ExprCC230 fiir Stamm 16-6A wurden in
TOP10F'-Zellen transformiert. Die Plasmide wurden anschlieBend fiir die Durchfiihrung der
Aktivititstests in One Shot® BL21(DE3)pLysS-Zellen retransformiert. Die Zellen wurden in
LB-Medium mit Ampicillin und Choramphenicol iiber Nacht angezogen. Mit dem frisch
hergestellten Rohextrakt wurden die Aktivitétstests mit 3-Chlorcatechol als Substrat vorge-
nommen (Kap. 2.18.2.1). Die Messungen ergaben einen Wert von 1.5 U/mg Protein fiir
Stamm SK1 und 29.6 U/mg Protein fiir Stamm 16-6A. Fiir CbzE aus der BASF-Anreiche-
rungskultur wurde mit dem rekombinanten Plasmid pD3403 (SCHMIDT, pers. Mitteilung) ein
Wert von 1.6 U/mg Protein ermittelt (KRANZ, pers. Mitteilung).

Da die Aminosduresequenzen der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen aus Stamm 16-6A und

MG61 identisch waren, konnte hier auf eine Expression verzichtet werden.

3.2.6 Design chzE-spezifischer Primer

Mit Hilfe der Sequenzen der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen aus P. putida GJ31 (MARS
et al., 1999; gb|AF109307) und P. fluorescens SK1 (diese Arbeit), sowie der Sequenz der
3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase (tdnC) aus P. putida UCC2 (emb|X59790) wurde ein
Primerpaar entwickelt, dass spezifisch fiir die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen vom Typ
GJ31 war. Fiir die Generierung der Primer wurde zundchst ein Sequenzvergleich mit den
verschiedenen oben genannten Dioxygenasen durchgefiihrt (Abb. 31). Die resultierenden
Primer CC230-1 und CC230-2 waren 16 bzw. 19 Nukleotide lang. CC230-1 hatte einen
G+C-Gehalt von 68.8%, CC230-2 von 63.2%. Das erwartete Amplifikat hatte bei Verwen-
dung dieser Primer eine Lénge von 262 bp.

Die Primer wurden mit Gesamt-DNA der Stimme GJ31 und SKI1, sowie plasmidischer
DNA eines E. coli-Klons mit tdnC aus Stamm UCC2 (Plasmid pTDN1-1018) getestet (Kap.
2.17). Als Kontrollen wurden zu den Ansitzen jedes Stammes nur CC230-1, nur CC230-2
oder CC230-1 und CC230-2 gegeben. Bei keinem der Ansdtze mit nur einem Primer
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resultierte ein Produkt in der zu erwartenden GroB3e (Abb. 32). Dabei ergab die PCR mit
plasmidischer DNA mit /dnC und beiden Primern wie erwartet kein Amplifikat. Nur die
beiden Ansétze von GJ31 und SK1 mit beiden Primern ergaben das Produkt von 262 bp. Zum
Nachweis, dass die verwendete DNA von pTDN1-1018 auch PCR-fahig war, wurde diese mit
den gegen die Sequenz von Stamm UCC2 generierten Primern UCC2-1/UCC2-2 in weiteren
Ansitzen als Kontrolle eingesetzt und das erwartete Amplifikat von 925 bp erhalten (Kap.
2.17). Das Programm fiir die PCR mit den cbzE-spezifischen Primern wurde anschlieend

optimiert (Kap. 2.17).

A
CC230-1
(1) 601 TGCTCGAGCAAGCCGCATGACATTGCGTTTGCTGATGCGCCGACTCCCGGCCTGCACCAT <660
(2) 601 TGCTCGAGCAAGCCGCATGACATTGCGTTTGTTGGTGCGCCGACTCCCGGCCTGCACCAT <660
(3) 601 CGCACGTCCACGCCACACGACATCGCCTTTGTGGGCGGCCCCGTCAGCGGCCTGCACCAC <660
* Kk kK Xk kkhkk Kk kkkkk kk KkkhkkKk * * * K KAk KkAhkkkhk kK Kk kK
B
CC230-2
(1) 8412 CAGCGGGACCGCCCGGTGACGACTTGGACCGAAGATCAAGCGGGTCGCGCAGTTTTCTTC <900
(2) 8412 CAGCGGGACCGCCCGGTGACGACTTGGACCGAAGATCAAGCGGGTCGCGCAGTTTTCTTC <900
(3) 8412 CAGCCCGACCGCCCAGTGACCACCTGGAGCGAGGACAAGATGGGCAGAGGGATCTTCTAT <900
kkkk  Kkkkkkkkk Kkkkk Kkk xkkkk Kkkk xx K *HkKk  x * * kkxx

Abb. 31: Sequenzvergleich dreier Extradiol-Dioxygenasen zur Generierung der cbzE-spezifischen Primer
CC230-1 (A) und CC230-2 (B). Die Zahlen geben die Positionen in der jeweiligen Dioxygenase-Sequenz an.
(1) P. putida GJ31, Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase, cbzE (MARS et al., 1999; gb|AF109307); (2) P. fluorescens
SK1, Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase, cbzE (diese Arbeit); (3) P. putida UCC2, 3-Methylcatechol-2,3-Dioxy-
genase, tdnC (MCCLURE, 1991; emb|X59790). Die Nukleotide, die fiir die Generierung der Primer herangezogen
wurden, sind unterstrichen.
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GJ31 mit CC230-1

GJ31 mit CC230-2

SK1 mit CC230-1

SK1 mit CC230-2

SK1 mit CC230-1/CC230-2
pTDN1-1018 mit CC230-1
pTDN1-1018 mit CC230-2

Abb. 32: Test der spezifischen Primer CC230-1 und CC230-2. A: Gelbild der verschiedenen Ansdtze von
GJ31, SK1 und UCC2 (pTDNI1-1018) mit nur einem Primer oder beiden. B: Kontrolle der PCR-Fahigkeit der
eingesetzten plasmidischen DNA von pTDN1-1018. Spur 2 zeigt den Ansatz nur mit Primer UCC2-1, Spur 3 nur
mit Primer UCC2-2 und Spur 4 mit beiden Primern.

3.2.7 Klonierung der Nukleotidsequenzen stromauf- und stromabwiirts des chzE-
Gens aus den Stimmen SK1 und 16-6A

MARS et al. (1999) sequenzierten eine 3103 bp grofle Nukleotidsequenz aus P. putida
GJ31, auf der sich die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase befand. Es wurde nun untersucht, ob
die Umgebung von cbzE der Stimme SK1 und 16-6A &dhnlich der aus Stamm GJ31 ist. Daher
wurden zwei neue Primerpaare gegen die Sequenz von Stamm GJ31 generiert. Die Primer
SUR9/SUR10 deckten dabei den Bereich stromaufwérts der CC230 ab, wihrend die Primer
SUR11/SURI12 den Bereich stromabwiérts der CC230 beinhalteten. Diese Primer wurden in
PCR-Experimenten zusammen mit Gesamt-DNA der Stdmme SKI1 und 16-6A eingesetzt
(Kap. 2.17).

Die Klonierungen der Produkte von 1352 bp bzw. 987 bp Linge erbrachten die
rekombinanten Plasmide pMGSK1SURU1 und pMGSKI1SURDI fiir Stamm SK1 und
pMG16SURUI1 und pMG16SURDI fiir 16-6A. Abb. 33 zeigt die liberlappenden Sequenzen

der verschiedenen Klone.
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Pseudomonas fluorescens SK1

pMGC2304 I
pPMGSK1SURU1
pMGSK1SURD1 L]

Pseudomonas veronii 16-6A

pMG16-6ACC230 ]
pMG16SURU1
pMG16SURD1

Abb. 33: Schematische Darstellung der Genorganisation der ORFs auf den sequenzierten Bereichen von 3037 bp
aus den Stdmmen SKI1 und 16-6A und die Positionen der klonierten Sequenzen. Bezeichnungen: cbzT =
Ferredoxin, cbhzE = Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase, chzX = Protein mit unbekannter Funktion, chzG = 2-Hy-
droxymuconséuresemialdehyd-Dehydrogenase.

Die Sequenzen zeigten iiber den gesamten Bereich der 3037 bp, die von den Primern
eingeschlossen wurden, eine hohe Zahl identischer Basenpaare. Wurde Stamm SK1 mit GJ31
verglichen, so waren 9 bp von 3037 bp unterschiedlich, wihrend bei einem Vergleich der
Sequenz aus Stamm 16-6A mit der aus GJ31 11 bp unterschiedlich waren. SK1 und 16-6A
besallen in dieser etwa 3 kb groBen Sequenz nur sechs unterschiedliche Nukleotide.

Das Ferredoxin CbzT aus den Stimmen SK1 und 16-6A bestand wie das Analogon aus
Stamm GJ31 aus 119 Aminoséduren. Das Ferredoxin aus Stamm SK1 und GJ31 war sowohl in
der Nukleotid- als auch in der Aminosduresequenz identisch. Das Ferredoxin aus Stamm
16-6A unterschied sich von diesen beiden in einem Nukleotid bzw. einer Aminosdure. Der
nichste Verwandte dieser Proteine war das Pflanzen-typische Ferredoxin (CdoT) aus
Comamonas sp. JS765 (PARALES et al., 1997; gb|U93090) mit 66% identischer Aminosduren
fiir die Stdimme SK1 und GJ31 bzw. 65% fiir Stamm 16-6A.

CbzX war ein Protein mit unbekannter Funktion. Es war bei den Stimmen SK1, 16-6A und
GJ31 mit 154 Aminosduren gleich lang. Die Nukleotid- und Aminosduresequenzen waren
identisch.

Der cbzX stromabwirts folgende offene Leserahmen chzG war unvollstindig, konnte aber
wie fiir Stamm GJ31 (MARS et al., 1999) auch fiir die beiden Stimme SK1 und 16-6A einer
2-Hydroxymuconsduresemialdehyd-Dehydrogenase zugeordnet werden. Die Nukleotidse-
quenzen waren iiber den klonierten Bereich identisch. Eine Base konnte in der Sequenz von

cbzG aus Stamm GJ31 nicht eindeutig identifiziert werden (S = Cytosin oder Guanin). Der
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nichste Verwandte war eine 2-Hydroxymuconsiduresemialdehyd-Dehydrogenase (TdnE) aus
Pseudomonas putida UCC22 (FUKUMORI, 1996; dbj|BAB62502) mit 65% identischer Amino-
sduren fiir die Stimme SK1 und 16-6A {iber den klonierten Bereich von 72 Aminosduren.

Die wahrscheinlichen Ribosomenbindestellen AAGG vor cbzT, AGGAG vor cbhzE,
GAGAG vor ¢bzG und die Shine-Dalgarno-dhnliche Sequenz GGA vor cbzX fanden sich wie
fiir Stamm GJ31 (MARS et al., 1999) unverédndert auch fiir die Stimme SK1 und 16-6A.

3.2.8 Die Hydratase, Aldolase und Dehydrogenase des unteren meta-Weges aus
den Stimmen SK1 und 16-6A

Weitere Untersuchungen wurden zu den Genen durchgefiihrt, die die Enzyme des unteren
meta-Weges in P. fluorescens SK1 und P. veronii 16-6A kodierten. Unterschiedliche Primer
wurden gegen die Nukleotidsequenzen verschiedener Stimme generiert. Mit den Primern
MG-HOA-1/MG-HOA-2, die gegen die Aldolase aus Pseudomonas putida CF600 (SHINGLER
et al.,, 1992; emb|CAA43227) und Pseudomonas putida KKS102 (KIKUCHI et al., 1994;
dbj|03893) generiert wurden, konnten Amplifikate von 932 bp fiir SK1 und 16-6A erhalten
werden (Kap. 2.17). Aus den Klonierungen der Amplifikate gingen die Plasmide
pPMGSKI1HOA932 bzw. pMG16HOA932 hervor.

Sequenzierungen der Plasmide pMGSK1HOA932 und pMG16HOA932 ergaben, dass es
sich bei beiden Amplifikaten tatsdchlich um Teile der Gene von 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolasen handelte. Um die vollstindige Sequenz der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase-
Gene aus SK1 und 16-6A zu klonieren, wurden weitere Primer generiert. Die Primer UNAB-
S/UNAB-6, die gegen die Sequenz von P. putida CF600 entwickelt worden waren, ergaben
die erwarteten Amplifikate von 2849 bp Linge (Kap. 2.17). Die PCR-Produkte wurden
kloniert. Dies ergab die Klone pMGSK1UNAB2849 und pMG16UNAB2849. Die Inserts
wurden so weit wie moglich ansequenziert.

Fiir die Bereiche in der Mitte der fast 3 kb groBBen Sequenzen wurden nochmals Primer
generiert. Dies geschah wiederum gegen die entsprechenden Sequenzen von Stamm CF600.
Die resultierenden Primer UNAB-1 und UNAB-2 bzw. UNAB-3 und UNAB-4 wurden in
PCRs eingesetzt (Kap. 2.17). Im Agarosegel konnten PCR-Produkte von 1137 bp bzw. 1150
bp Lénge fiir Stamm SK1 und Stamm 16-6A beobachtet werden, die nach Klonierung die
Plasmide pMGSKIUNABI1137 und pMGSKIUNABI150 fiir Stamm SK1 bzw.
pMG16UNABI1137 und pMG16UNAB1150 zur Stamm 16-6A ergaben.
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Fiir Stamm 16-6A wurden zur Vervollstindigung der Sequenzierung des 2849 bp-Stiickes
weitere Primer gegen die Sequenz von Stamm CF600 entwickelt. Das resultierende
Primerpaar 16UNAB7/16UNABS wurde in einer PCR eingesetzt (Kap. 2.17) und das
Amplifikat von 546 bp kloniert. Es wurde das Plasmid pMG16UNAB546 isoliert.

Es wurde insgesamt ein Bereich von 2801 kb aus den beiden Stimme SK1 und 16-6A
sequenziert. Abb. 34 zeigt die Anordnung der sequenzierten Fragmente. Auf den 2801 kb
lagen drei offene Leserahmen, die den jeweiligen 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratasen,
Acetaldehyd-Dehydrogenasen (acylierend) und 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolasen zuzuord-
nen waren. Die Gene der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratasen, der Acetaldehyd-Dehydro-
genasen (acylierend) und der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolasen erhielten die Bezeichnungen

cbzJ, cbzQ bzw. cbzK.

15 bp 11 bp

I
o e

cbzJ cbzQ chzK

P. fluorescens SK1
pMGSK1HOA932
pMGSK1UNAB1137
pMGSK1UNAB1150
pMGSK1UNAB2849
pMGSK1UNAB546

P. veronii 16-6A
pMG16HOA932
pMGSK1UNAB1137
pMGSK1UNAB1150
pMGSK1UNAB2849

Abb. 34: Schematische Darstellung der Genorganisation der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, 4-Hydroxy-
2-oxovalerat-Aldolase und Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) aus den Stammen SK1 und 16-6A und die
Positionen der klonierten Sequenzen. Bezeichnungen: cbzJ = 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, cbzQ =
Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), chzK = 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase. Die Zahlen oberhalb der
Pfeile geben die Anzahl der Basenpaare zwischen den einzelnen Genen an.

Die Gene der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratasen (cbzJ) aus SKI1 und 16-6A sind
beide 786 bp lang und zeigten untereinander eine hohe Identitit von 99% Nukleotiden. Die
Nukleotidsequenzen der Hydratase-Gene beider Stimme zeigten eine hohe Anzahl identischer
Basenpaare mit P. putida CF600. Im Falle der chzJ-Gene haben SK1 und 16-6A 93% bzw.
94% ihrer Nukleotide mit CF600 gemeinsam. Der G+C-Gehalt ist demnach in der gleichen
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GroBenordnung: 65.3% fiir SK1 und 65.0% fiir 16-6A im Vergleich zu 64.0% fiir CF600. Fiir
die abgeleiteten Aminosduresequenzen ergaben sich fiir SK1 und 16-6A jeweils 94% iden-
tische Aminosiuren. Mit 40% identischer Aminosduren war die Ahnlichkeit der 2-Hydroxy-
pent-2,4-dienoat-Hydratasen aus den Stimmen SK1 und 16-6A mit der 2-Keto-4-pentenoat-
Hydratase aus P. putida GJ31 (KUNZE, 2002) deutlich geringer. Abb. 35 zeigt ein Dendro-
gramm mit Hydratasen verschiedener Stimme. Die abgeleiteten Proteine hatten demnach
Molekulargewichte von 27797 Da fiir SK1 und 16-6A im Vergleich zu 27870 Da fiir CF600.

Stromabwirts der chzJ-Gene folgten im Genom von SK1, 16-6A und CF600 die Acetalde-
hyd-Dehydrogenase (acylierend)-Gene, obwohl die Enzyme im Abbauweg erst nach der
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase folgen. Die Dehydrogenase-Gene aus den Stimmen SK1,
16-6A und CF600 waren durch 15 bp von den 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase-Genen
getrennt (Abb. 34).

Auch im Falle des Gens der Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) (chzQ), das bei allen
drei Stimmen 939 bp lang war, waren die Nukleotidsequenzen aus SK1 und 16-6A mit 99%
nahezu identisch, und ebenso im Vergleich mit der Sequenz aus Stamm CF600 wurde von
beiden Stimmen ein Wert von 99% erreicht. Die G+C-Gehalte waren ebenfalls sehr dhnlich:
65.7% fiir SK1, 65.6% fiir 16-6A und 65.3% fiir CF600. Die Enzyme in den Stimmen SK1
und 16-6A hatten 99% identische Aminosduren gemeinsam, wihrend das Enzym aus CF600
98% identische Aminosduren mit dem aus SK1 und dem aus 16-6A aufwies. CbzQ aus
Stamm SKI1 und CbzQ aus Stamm 16-6A besallen mit der Acetaldehyd-Dehydrogenase
(acylierend) aus P. putida GJ31 83% identische Aminosduren. Die Stdimme SK1, 16-6A und
CF600 kommen bei ihrer Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) auf sehr dhnliche berech-
nete Werte von 32615 Da fiir SK1, 32687 Da fiir 16-6A und 32689 fiir CF600.

Die in den Genomen der Stimme SK1, 16-6A und CF600 den cbzQ-Genen folgenden
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase-Gene (chzK) waren von den Genen der Acetaldehyd-Dehy-
drogenasen (acylierend) in diesen drei Stimmen durch 11 bp getrennt. Sie hatten bei allen drei
Stammen eine Linge von 1038 bp. Die cbzK-Gene aus den Staimmen SK1, 16-6A und CF600
hatten untereinander verglichen jeweils 99% identische Nukleotide. Die G+C-Gehalte waren
fiir die chzK-Gene aus den drei Stdmmen fast gleich: 62.0% fiir SK1 und 16-6A, 61.9% fiir
CF600. Die CbzK-Proteinsequenzen aus SK1 und 16-6A waren identisch, wihrend CF600
mit SK1 und 16-6A 94% identische Aminosduren hatte. Mit der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolase aus P. putida GJ31 hatten sie 77% identische Aminosduren gemeinsam (Abb. 37).
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identische AS identische AS
mit SK1[%]  mit 16-6A [%]

Pseudomonas putida PaW630 (Plasmid pDK1) 87 87

Acinetobacter sp. YAA 69 69

Pseudomonas putida UCC22 71 71

4'_7[ Comamonas sp. JS765 69 69
Comamonas testosteroni TA441 (AphE) 69 69

—— Pseudomonas resinovorans CA10 67 67
Burkholderia sp. LB400 69 69

_E Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 69 69

| | | Pseudomonas fluorescens 1P01 67 67
_E Pseudomonas putida RE204 65 65
Geobacillus thermoglucosidasius A7 48 48

—— Comamonas testosteroni TA441 (MhpD) 43 43
Pseudomonas putida GJ31 40 40

‘I_Tj Escherichia coli 0157:H7 EDL933 37 37

] Escherichia coli K-12 37 37
—— Ralstonia solanacearum GMI1000 42 42
Pseudomonas putida HS12 43 43

Pseudomonas sp. AP-3 43 43

Pseudomonas putida PB4071 40 40

Pseudomonas putida F1 40 40

Pseudomonas putida DOT-T1 40 40

I_ Pseudomonas putida CF600 94 94

LE Pseudomonas fluorescens SK1 100 100
Pseudomonas veronii 16-6A 100 100

— Pseudomonas stutzeri AN10 87 87

L Pseudomonas putida mt-2 (Plasmid pWWO0) 73 73

Abb. 35: Unbewurzelter Stammbaum der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratasen aus Stamm SK1 und 16-6A
mit ihren ndchsten Verwandten. Die Tabelle rechts gibt den Anteil der identischen Aminoséduren der jeweiligen
Sequenz im Vergleich zu den Hydratasen aus Stamm SK1 und 16-6A in Prozent an. P. putida PaW630 (Plasmid
pDK1): 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, XylJ (BENJAMIN et al., 1999; gb|AAL83663); Acinetobacter sp.
YAA: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, AtdE (TAKEO et al., 1998; Fuill et al., 1997; dbj|BAA23558); P.
putida UCC22 (Plasmid pTDNI1): 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, TdnG (FUKUMORI, 1996; dbj|
BABG62054); Comamonas sp. JS765: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, CdoH (HE et al. 1999; gb|
AAG17135); Comamonas testosteroni TA441: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, AphE (ARAI et al., 2000;
dbj|BAA8BS502); P. resinovorans CA10: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, CarD (SATO et al., 1997a; SATO
et al., 1997b; NOJIRI et al., 2001; dbj|BAB32773); Burkholderia sp. LB400: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydra-
tase, BphH (HOFER et al., 1994; emb|CAA54034); P. pseudoalcaligenes KF707: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-
Hydratase, BphX1 (KIMURA et al., 1997; WATANABE et al., 2000; dbj|BAA12884); P. fluorescens 1P01:
2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, CumE (HABE et al., 1996; dbj|BAA09692); P. putida RE204 (Plasmid
pRE4): 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, IpbE (EATON und TiMMIS, 1986; gb|AACO03442); Geobacillus
thermoglucosidasius A7: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, PheD (DUFFNER et al., 2000; gb|AAF66552);
Comamonas testosteroni TA441: 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase, MhpD (ARALI et al., 1999; dbj|AB02335); P.
putida GJ31: 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase, CbzJ(2) (KUNZE, 2002); E. coli O157:H7 EDL933: 2-Keto-4-pen-
tenoat-Hydratase, MhpD (PERNA et al., 2001; refINP_286093); E. coli K-12: 2-Keto-4-pentenoat-Hydratase,
MhpD (FERRANDEZ et al., 1997a; emb|CAA70750); Ralstonia solanacearum GMI1000: wahrscheinliches
Hydratase-Protein (SALANOUBAT et al., 2002; refINP_522452); P. putida HS12: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-
Hydratase, NbzG (PARK und KiM, 2000; gb|AAK26522); Pseudomonas sp. AP-3: Hydratase fiir 2-Oxopent-
4-enoat, AmnF (TAKENAKA et al., 2000; dbj|BAB03534); P. putida PB4071: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydra-
tase, TobG (LI und TAN, 1999; gb|AAG09414); P. putida F1: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, TobG
(LAU et al, 1994; gblAAA61942); P. putida DOT-T1: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, TobG
(MOSQUEDA et al., 1999; emb|CAB43732); P. putida CF600: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, DmpE
(SHINGLER et al., 1992; emb|CAA43225); P. fluorescens SK1: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, CbzJ]
(diese Arbeit); P. veronii 16-6A: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, CbzJ (diese Arbeit); P. stutzeri AN10:
2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, NahL (BOSCH et al., 2000; gb|AADO02151); P. putida mt-2 (Plasmid
pWWO0): XylJ (THOMAS, 2001; emb|CAC86803).
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identische AS identische AS
mit SK1 [%]  mit 16-6A [%]

E Novosphingobium aromaticivorans F199 (Plasmid pNL1) 61 61
Sphingomonas chungbukensis DJ77 61 61

Pseudomonas stutzeri AN10 54 54

—L_[ Pseudomonas putida O2C2 (Plasmid pWW102) 54 55
Pseudomonas putida NCIB9816 55 55

] Comamonas testosteroni TA441 (AphF) 56 56
Burkholderia sp. LB400 56 56

Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 56 56

Pseudomonas putida UCC22 (Plasmid pTDN1) 56 57

Comamonas sp. JS765 56 56

Pseudomonas putida F1 (CmtH) 67 67

Pseudomonas putida HS12 (Plasmid pNB1) 65 66

Pseudomonas sp. AP-3 66 66

r Pseudomonas resinovorans CA10 70 70

L Raistonia solanacearum GMI1000 69 69
Pseudomonas putida GJ31 83 83

Pseudomonas putida CF600 98 98
Pseudomonas veronii 16-6A 99 100
Pseudomonas fluorescens SK1 100 99

Pseudomonas putida mt-2 (Plasmid pWWO0) 91 91

Pseudomonas putida PaW630 (Plasmid pDK1) 90 91

|: Escherichia coli K-12 7 77

T Escherichia coli 0157:H7 EDL933 77 77
——— Comamonas testosteroni TA441 (MhpF) 77 77
Pseudomonas sp. KKS102 7 77

Pseudomonas putida PB4071 75 76

Pseudomonas putida DOT-T1 74 75

Pseudomonas putida F1 (Todl) 74 75

Abb. 36: Unbewurzelter Stammbaum der Acetaldehyd-Dehydrogenasen (acylierend) aus Stamm SK1 und 16-6A
mit ihren néchsten Verwandten. Die Tabelle rechts gibt den Anteil der identischen Aminoséduren der jeweiligen
Sequenz im Vergleich zu den Dehydrogenasen aus Stamm SK1 und 16-6A in Prozent an. Novosphingobium
aromaticivorans F199 (Plasmid pNL1): Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), XylQ (ROMINE et al., 1999;
ref]NP_049198); Sphingomonas chungbukensis DJ77: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), Phnl (HWANG
et al. 1999; gb|AAC95294); P. stutzeri AN10: Acetaldehyd-Dehydrogenase, NahO (BOSCH et al., 2000;
gb|AADO02152); P. putida O2C2 (Plasmid pWW102): Acetaldehyd-Dehydrogenase, XylQ (AEMPRAPA und
WILLIAMS, 1998; gb|AAC38581); P. putida NCIB9816: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), NahO
(PLATT et al., 1995, gb|BAA12885); Comamonas testosteroni TA441: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend),
AphF (ARAI et al., 2000; dbj|BAA88503); Burkholderia sp. LB400: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend),
BphJ (HOFER et al, 1994; emb|CAA54035); P. pseudoalcaligenes KF707: Acetaldehyd-Dehydrogenase
(acylierend), BphX2 (KIMURA et al., 1997; WATANABE et al., 2000; dbj|BAA12885); P. putida UCC22 (Plasmid
pTDN1): Acetaldehyd-Dehydrogenase, Tdnl (FUKUMORI et al., 1996; dbj|BAB62056); Comamonas sp. JS765:
Acetaldehyd-Dehydrogenase, Cdol (HE et al., 1999; gb|]AAG17136); P. putida F1: Acetaldehyd-Dehydrogenase,
CmtH (EATON, 1996; EATON, 1997; gbl|AAB62294); P. putida HS12 (Plasmid pNB1): Acetaldehyd-
Dehydrogenase, Nbzl (PARK und KiMm, 2000; gblAAK26525); Pseudomonas sp. AP-3: Acetaldehyd-
Dehydrogenase (acylierend), AmnH (TAKENAKA et al., 1997; TAKENAKA et al.,, 2000; dbj|BAB03537); P.
resinovorans CA10: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylie rend), CarF (SATO et al., 1997a; SATO et al., 1997b;
NoJIRI et al., 2001; dbj|BAB32776); Ralstonia solanacearum GMI1000: wahrscheinliche Acetaldehyd-
Dehydrogenase (SALANOUBAT et al., 2002; refINP_522455); P. putida GJ31: Acetaldehyd-Dehydrogenase
(acylierend), CbzQ (KUNZE, pers. Mitteilung); P. putida CF600: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend),
DmpF (SHINGLER et al., 1992; emb|CAA43226); P. veronii 16-6A: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend),
CbzQ (diese Arbeit); P. fluorescens SK1: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), CbzQ (diese Arbeit); P.
putida mt-2 (Plasmid pWWO0): Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), XylQ (THOMAS, 2001; emb]
CACB86802); P. putida PaW630 (Plasmid pDK1): Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), XylQ (BENJAMIN et
al.,, 1999; gblAAL83664); E. coli K-12: Acetaldehyd-Dehydrogenase, MhpF (BLATTNER et al.,, 1997;
ref]NP_414885); E. coli O157:H7 EDL933: Acetaldehyd-Dehydrogenase, MhpF (PERNA et al, 2001;
ref]NP_286094); Comamonas testosteroni TA441: Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend), MhpF (ARAI et al.,
1999; dbj|BAA82883); Pseudomonas sp. KKS102: Acetaldehyd-Dehydrogenase, BphG (KIKUCHI et al., 1994;
dbj|BAA03892); P. putida PB4071: acylierende Aldehyd-Dehydrogenase, Tobl (LI und TAN, 1999;
gb|AAG09415); P. putida DOT-TI1: acylierende Aldehyd-Dehydrogenase, Todl (MOSQUEDA et al., 1999;
emb|CAB43733); P. putida F1: acylierende Aldehyd-Dehydrogenase, Todl (LAU et al., 1994; gb|AAA61943).
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identische AS identische AS
mit SK1[%]  mit 16-6A [%]

Pseudomonas resinovorans CA10 78 79
Sphingomonas chungbukensis DJ77 69 69
4[ Novosphingobium aromaticivorans F199 (Plasmid pNL1) 69 69
Pseudomonas putida NCIB9816 53 53
Pseudomonas stutzeri AN10 52 52
Pseudomonas fluorescens IP01 53 54
Pseudomonas putida RE204 53 54

_[ Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707 53 54
Burkholderia sp. LB400 53 53
Comamonas testosteroni TA441 (AphG) 52 52

_E Pseudomonas putida UCC22 (Plasmid pTDN1) 51 51
——— Pseudomonas sp. AP-3 73 74
Pseudomonas putida HS12 (Plasmid pNB1) 75 75

Pseudomonas putida F1 (CmtG) 71 72
Pseudomonas putida CE2010 71 72

Pseudomonas fluorescens SK1 100 99

Pseudomonas veronii 16-6A 99 100
Pseudomonas putida CF600 99 100
Pseudomonas putida mt-2 (Plasmid pWWO0) 86 87
Pseudomonas putida PaW630 (Plasmid pDK1) 82 82
Pseudomonas putida GJ31 77 77
Escherichia coli K-12 80 80
Escherichia coli 0O157:H7 EDL933 79 80
Ralstonia solanacearum GMI1000 76 76
Comamonas testosteroni TA441 (MhpE) 80 81
Pseudomonas sp. KKS102 76 77
Pseudomonas putida PB4071 77 77
Pseudomonas putida DOT-T1 76 77
Pseudomonas putida F1 (TodH) 75 76

A A

Abb. 37: Unbewurzelter Stammbaum der 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolasen aus Stamm SK1 und 16-6A mit
ihren nichsten Verwandten. Die Tabelle rechts gibt den Anteil der identischen Aminosduren der jeweiligen
Sequenz im Vergleich zu den Aldolasen aus Stamm SK1 und 16-6A in Prozent an. P. resinovorans CA10:
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, CarE (SATO et al., 1997a; SATO et al., 1997b; NoOJIRI et al., 2001;
dbj|BAB32777); Sphingomonas chungbukensis DJ77: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, PhnJ (HWANG et al.,
1999; gblAAC95295); Novosphingobium aromaticivorans F199 (Plasmid pNL1): 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolase, XylK (ROMINE et al., 1999; ref]NP_04197); P. putida NCIB9816: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase,
NahM (PLATT et al., 1995; gb|AAA89107); P. stutzeri AN10: 2-Oxo-4-hydroxy-pentenoat-Aldolase, NahM
(BoscH et al., 2000; gb|AADO02153); P. fluorescens IP01: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, CumF (HABE et
al., 1996; dbj|BAA09694); P. putida RE204: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, IpbF (EATON und TIMMIS,
1986; gb|AAC03444); P. pseudoalcaligenes KF707: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, BphX3 (KIMURA et al.,
1997; dbj|BAA12886); Burkholderia sp. LB400: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, Bphl (HOFER et al., 1994;
emb|CAAS54036); Comamonas testosteroni TA441: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, AphG (ARAI et al., 2000;
dbj|BAA88S504); P. putida UCC22 (Plasmid pTDN1): 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, TdnJ (FUKUMORI et
al., 1996; dbj|BAB62057); Pseudomonas sp. AP-3: Aldolase fiir 4-Hydroxy-2-oxovalerat, AmnG (TAKENAKA et
al., 1997; TAKENAKA et al., 2000; dbj|BAB03528); P. putida HS12 (Plasmid pNB1): 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolase, NbzH (PARK und KiMm, 2000; gb|AAK26526); P. putida F1: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, CmtG
(EATON, 1996; EATON, 1997; gb|AAB62295); P. putida CE2010: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase; CmtG
(OHTA et al., 2001; dbj|BAB17781); P. fluorescens SK1: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, CbzK (diese
Arbeit); P. veronii 16-6A: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, CbzK (diese Arbeit); P. putida CF600: 4-Hy-
droxy-2-oxovalerat-Aldolase, DmpG (SHINGLER et al., 1992; emb|CAA43227); P. putida mt-2 (Plasmid
pWWO): XylK (THOMAS, 2001; emb|CAC86801); P. putida PaW630 (Plasmid pDK1): 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolase, XylK (BENJAMIN et al., 1999; gb|AAL83665); P. putida GJ31: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase,
CbzK (KUNZE, pers. Mitteilung); E. coli K-12: 4-Hydroxy-2-ketovalerat-Aldolase, MhpE (BLATTNER et al.,
1997; ref]NP_414886); E. coli O157:H7 EDL933: 4-Hydroxy-2-ketovalerat-Aldolase, MhpE (PERNA et al.,
2001; refiINP_286095); Ralstonia solanacearum GMI1000: wahrscheinliche 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase
(SALANOUBAT et al., 2002; ref]NP_522456); Comamonas testosteroni TA441: 4-Hydroxy-2-ketovalerat-
Aldolase, MhpE (ARAI et al., 1999; dbj|BAA82884); Pseudomonas sp. KKS102: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-
Aldolase, BphF (KiKUCHI et al., 1994; dbj|BAA03893); P. putida 4071: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase,
TobH (LI und TAN, 1999; gblAAG(09416); P. putida DOT-T1: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, TodH
(MOSQUEDA et al., 1999; emb|CAB43734); P. putida F1: 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, TodH (LAU et al.,
1994; gb|AAA61944).
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Abb. 46 im Anhang zeigt ein Alignment der 2.9 kb-Nukleotidsequenzen aus SK1 und 16-6A
mit der entsprechenden Sequenz aus P. putida CF600.

Die 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratasen und Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend)
aus Stamm SK1 und 16-6A wurden exprimiert. Fiir die Expression der chzJ-Gene wurden bei
Stamm SK1 das Primerpaar SK1-OEH-1/SK1-OEH-2 und bei 16-6A das Primerpaar SK1-
OEH-1/16-OEH-2 eingesetzt. Aus den PCR-Produkten folgten durch Klonierung die
rekombinanten Plasmide pMGSK1ExprOEH bzw. pMG16ExprOEH bei den cbzJ-Genen und
pMGSKI1ExprADA bzw. pMG16ExprADA bei den cbzQ-Genen.

Zur Durchfithrung der Aktivititstests wurden die Zellen in LB-Medium mit Ampicillin und
Chloramphenicol iiber Nacht angezogen. Die Aktivitdtstests wurden mit frisch hergestellten
Rohextrakten der Expressionsstimme durchgefiihrt.

Die Messungen auf 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase-Aktivitit (Kap. 2.18.2.2) erga-
ben mit Vinylpyruvat als Substrat einen Wert von 34.3 U/mg Protein fiir P. fluorescens SK1
und von 11.7 U/mg Protein fiir P. veronii 16-6A.

Durch Sequenzierungen wurde festgestellt, dass das exprimierte Hydratase-Gen aus Stamm
SK1 gegeniiber dem urspriinglich sequenzierten Gen an Position 598 einen Fehler enthielt,
der vermutlich auf einen Amplifizierungsfehler in der PCR zuriickzufithren ist. Im
Expressionsplasmid pMGSK1ExprOEH fand sich an Position 598 ein Thyminrest statt eines
Cytosinrestes des Templates. Dies hatte aber keinerlei Auswirkungen auf die
Aminosduresequenz und damit das Protein.

Die Messungen der Aktivitdt auf Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) (Kap. 2.18.2.3)
ergaben mit Acetaldehyd als Substrat einen Wert von 19.6 mU/mg Protein fiir P. fluorescens
SK1 und von 2.1 mU/mg Protein fiir P. veronii 16-6A.

Durch Sequenzierungen des Expressionsplasmids pMGSK1ExprADA wurde festgestellt,
dass sich an Position 833 ein Thyminrest befand statt eines Guaninrestes des Templates.
Dieser Austausch fiihrte zu einer Anderung der Aminosiure von Glutaminsiure im Expres-
sionsplasmid gegen Glycin des Templates an Position 278. Durch Sequenzierungen des
Expressionsplasmids pMG16ExprADA wurde nachgewiesen, dass sich an Position 668 im
Expressionsplasmid ein Cytosinrest statt eines Thyminrestes des Templates befand, was zu
einer Anderung der Aminosdure von Alanin im Expressionsplamid gegen Valin des
Templates an Position 223 in der Proteinsequenz fiihrte. Diese Fehler sind ebenfalls, durch

Amplifizierungsfehler in den PCRs zu erklaren.
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4 Diskussion

4.1 Gene des unteren ortho-Weges in Pseudomonas sp. B13

Nachdem KASCHABEK et al. (2002) die Transferase und Thiolase des unteren ortho-Weges
in Pseudomonas sp. B13 untersucht hatten, sollten in der vorliegenden Arbeit die Gene dieser
Enzyme nachgewiesen werden. Wie im experimentellen Teil beschrieben, wurde in dieser
Arbeit ein DNA-Bereich von 5.9 kb aus Stamm B13 isoliert und sequenziert, der die Gene fiir
die Enzyme der 3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase, 3-Oxoadipyl-CoA-Thiolase, 3-Oxo-
adipat-Enollacton-Hydrolase und einen Teil eines Gens mit einem AMP-bindenden Motiv
enthélt. Alle identifizierten ORFs, auller ORF6, besitzen dieselbe Orientierung. Die Gesamt-
organisation der Gene catl, catJ und catF, die den unteren Abbauweg in Pseudomonas sp.
Stamm B13 kodieren, ist identisch mit pca- und cat-Clustern aus A. calcoaceticus und dem

pca-Cluster aus P. aeruginosa PAOI1, aber unterschiedlich zur Organisation der Gene in

P. putida (Abb. 38).

R K F T B D C 1

//I]]]}I]]])//m P. putida pca

U 1 J F B K cC H G

@@ A. calcoaceticus pca

A X Y
[ D] N A. calcoaceticus cat
PA0225 1 D C PA0233 PA1353 PA1997 .
D [IMIDEES Z2 8o [ | B P.aeruginosa PAO
N pca
ORF1 1 ORF6
. mmmm m Pseudomonas sp. B13 cat 1 kb

Abb. 38: Organisation der Gencluster fiir den Protocatechuat- (pca) und (Chlor-)Catechol- (cat)-Metabolismus
in ausgewihlten Bakterienstimmen. Die Pfeile zeigen die Richtung der Transkription an. Doppelte Schrigstriche
geben Zwischenrdume von mehr als 10 kbp an. Die Informationen wurden zusammengestellt aus folgenden
Quellen: 4. calcoaceticus (HARTNETT et al., 1990; HARTNETT und ORNSTON, 1994; HARWOOD und PARALES,
1996; KOWALCHUK et al., 1994; SHANLEY et al., 1994), P. putida (HARWOOD et al., 1994; HARWOOD und
PARALES, 1996; PARALES und HARWOOD, 1992), P. aeruginosa PAO1 (STOVER et al., 2000) und Stamm B13
(diese Arbeit). Genbezeichnungen: catd, Catechol-1,2-Dioxygenase; catB, Muconat-Cycloisomerase; pcaB,
Carboxymuconat-Cycloisomerase; catC, Muconolacton-Isomerase; pcaC, Carboxymuconolacton-Decarboxy-
lase; catD und pcaD, 3-Oxoadipat-Enollacton-Hydrolase; catF und pcaF, Thiolase; pcaHG, Protocatechuat-3,4-
Dioxygenase; pcalJ und catlJ, Transferase; pcaK und pcaT, Transportproteine; pcaR, pcaU und catM,
Regulatoren; catX und catY, unbekannte Funktion.
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In Stamm B13 folgt dem Thiolase-Gen, wie im Falle des cat-Clusters in 4. calcoaceticus,
das Hydrolase-Gen. Bei einem Vergleich des Clusters aus B13 mit cat-Genen, findet sich ein
viel breiterer Zwischenraum zwischen catF und catD in B13 im Vergleich zu catF und catD
in A. calcoaceticus. Dariiber hinaus wurde ein Promotor vor catD aus B13 gefunden, der
zwischen catF und catD in A. calcoaceticus nicht vorhanden ist. Genzwischenrdume von
12 bp wurden zwischen dem Transferase- und Thiolase-Gen der pca- und cat-Cluster in
A. calcoaceticus gefunden (HARWOOD und PARALES, 1996), withrend eine Uberlappung in
Pseudomonas sp. B13 zwischen catJ und catF vorhanden ist. Ein Zwischenraum von 8§ bzw.
10 bp trennt die Gene der Untereinheiten der Transferase in 4. calcoaceticus bzw. P. putida.
Die Gene aus Stamm B13 iiberlappen mit 1 bp. Die Daten lassen vermuten, dass catl, catJ
und catF ein Operon in Pseudomonas sp. B13 bilden.

Da in A. calcoaceticus das Muconolacton-Isomerase-Gen (catC) stromabwirts des Trans-
ferase-Gens (catlJ) lokalisiert ist und eine Lénge von 291 bp besitzt (SHANLEY et al., 1994),
wurde vermutet, dass ORF1, ebenfalls eine kurze Sequenz, moglicherweise analog zu catC
sein konnte. Der Sequenzvergleich zeigte jedoch keine Ahnlichkeit.

Nach Analyse der in dieser Arbeit gefundenen Sequenzen kdnnen im Vergleich mit
Sequenzen von CoA-Transferasen, Thiolasen und Hydrolasen anderer Stimme einige wichti-
ge Bemerkungen gemacht werden.

Die Ahnlichkeit der Thiolase-Sequenzen in o-, B-, y- und e-Proteobakterien, wie auch
Gram-positiven mit niedrigem und hohem G+C-Gehalt ist nicht nur signifikant fiir die
Enzyme, die in den Abbau von aromatischen Verbindungen involviert sind, sondern auch fiir
andere Thiolasen, die anderen Zwecken dienen, wie der B-Oxidation (Abb. 18). Dasselbe
stimmt auch fiir die Hydrolasen, welche hohe Identititen zeigen (Abb. 23). Im Gegensatz
dazu zeigen die CoA-Transferasen ein unterschiedliches Bild (Abb. 21). Die Untereinheiten
der Transferase aus B13 teilen nur niedrige Sequenzihnlichkeit mit den 3-Oxoadipat:Succi-
nyl-CoA-Transferasen von A. calcoaceticus und P. putida wie auch mit anderen CoA-
Transferasen. Einige Bereiche sind mit der Glutaconat-CoA-Transferase des strikt anaeroben
Bakteriums A. fermentans identisch. Eine hohe Sequenzidentitit besteht zu zwei Proteinen aus
P. aeruginosa (PA0226 und PA0227), so dass diese nun als die Untereinheiten der
3-Oxoadipat:Succinyl-CoA-Transferase bezeichnet werden konnen. Im Allgemeinen befinden
sich die Enzyme aus Stamm B13 in phylogenetischen Stammbdumen in direkter Nachbar-
schaft mit den entsprechenden Enzyme aus P. aeruginosa PAO1, mit einer Identitdt von 91%
fir Untereinheit B und 87% fiir Untereinheit A der Transferase, 85% fiir die Thiolase und

74% fiir die Hydrolase. Beide CoA-Transferase-Untereinheiten, wie auch die Thiolase aus
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Mesorhizobium loti zeigen eine grofle Ndhe zu den entsprechenden Enzymen im jeweiligen
phylogenetischen Stammbaum, wéhrend die Sequenzihnlichkeit zwischen den Hydrolasen
mit 42% weniger hoch ist.

PARALES und HARWOOD (1992) beschreiben einen Glycin-Cluster in der N-terminalen
Aminosiuresequenz von Pcal von P. putida mit starker Ahnlichkeit zur Konsensussequenz
(Prosite PS01273: [DN]-[GN]-x(2)-[LIVMFA](3)-G-G-F-x(3)-G-x-P), die von WIERENGA et
al. (1986) beschrieben wurde. Andere CoA-Transferasen diverser Organismen zeigen dieselbe
Sequenz: Helicobacter pylori (CORTHESY-THEULAZ et al., 1997), Schweineherz-Mitochon-
drien (LIN und BRIDGER, 1992), 4. calcoaceticus (KOWALCHUK et al., 1994) und Clostridium
acetobutylicum (CARY et al., 1990). Wiahrend Glycin-Cluster ein Teil der ADP-bindenden
Bop-Faltungen sind (WIERENGA et al., 1986), wird die Region der Untereinheit A fiir die
Funktion von bindendem CoA als wichtig erachtet. In der Transferase Untereinheit A aus
Stamm B13 ist der entsprechende Glycin-Cluster bzw. sein Mononukleotid-bindendes Motiv
nur teilweise vorhanden (D-G-x-x-V-A-L-E-G-F-x-x-x-x-P). Ein wichtiges Glycin ist durch
einen Glutamat-Rest substituiert, wie auch ein zusitzliches Glycin fehlt, eine Situation, die
mit jener im Protein PA0226 aus P. aeruginosa PAOT1 identisch ist.

Ein zweites Sequenzmuster fiir CoA-Transferasen (Prosite PS01274: [LF]-[HQ]-S-E-N-G-
[LIVF](2)-[GA]) wurde von PARALES und HARWOOD (1992) postuliert. Dieses korrespondiert
mit einer Region im N-Terminus der Untereinheit B und beinhaltet ein konserviertes
Glutamat, dass nach den Studien von JENCKS (1973) in den katalytischen Mechanismus
involviert ist. Die kurze Konsensussequenz S-E-N-G wurde durch ROCHET und BRIDGER
(1994) bestitigt. Eine Ausnahme von diesem Thema war die Glutaconat-CoA-Transferase aus
A. fermentans, welche nur geringe Sequenzidentititen mit den anderen CoA-Transferasen
aufwies. Der Konsensus S-E-N-G wurde dort nicht nachgewiesen (MACK et al., 1994). Statt-
dessen wurde der wichtige Glutamyl-Rest in dem kurzen Motiv E-S-G im N-terminalen Teil
des Enzyms gefunden (BUCKEL et al., 1981; MACK und BUCKEL, 1995). Das Konsensusmotiv
S-E-N-G war ebenso in Cat] aus Pseudomonas sp. B13 nicht vorhanden. Hingegen wurden
einige mit der Glutaconat-CoA-Transferase aus A. fermentans identische Bereiche gefunden,
vor allem das E-S-G-Motiv mit Glutamat an Position 51. Dieses Motiv findet sich ebenfalls
im Protein PA0227 aus P. aeruginosa PAO1.

Kennzeichen der Proteine, die zur Familie der Thiolasen gehoren, sind drei Sequenz-
muster, von denen zwei auf den Regionen um die biologisch wichtigen Cysteine basieren
(Prosite  PS00098: [LIVM]-[NST]-x(2)-C-[SAGLI]-[ST]-[SAG]-[LIVMFYNS]-x-[STAG]-
[LIVM]-x(6)-[LIVM]; PS00099: [AG]-[LIVMA]-[STAGCLIVM]-[STAG]-[LIVMA]-C-x-
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[AG]-x-[AG]-x-[AG]-x-[SAG]). Der erste konservierte Cystein-Rest, lokalisiert im
N-terminalen Bereich der Enzyme, ist involviert in die Bildung eines Acyl-Enzym-
Intermediats. Der zweite, lokalisiert im C-terminalen Bereich, ist im aktiven Zentrum an der
Kondensationsreaktion beteiligt. Das dritte Motiv (Prosite PS00737: N-x(2)-G-G-x-[LIVM]-
[SA]-x-G-H-P-x-[ GA]-x-[ST]-G) basiert auf einer hochkonservierten Region im C-terminalen
Teil des Proteins.

Ein Sequenzvergleich zeigt, dass die drei konservierten Motive in CatF von Stamm B13
vorhanden sind. Der Vergleich ldsst vermuten, dass Cys-91 des B13-Enzyms der Cystein-Rest
des aktiven Zentrums ist und dass die Konsensussequenz des aktiven Zentrums L-N-x-x-C-A-
S-G-M-x-A-V-x-x-x-x-Xx-x-I ist und zum PS00098-Motiv gehort. Der Konsensus von PcaF
aus P. aeruginosa PAOI zeigt ein Isoleucin statt eines Valins. Cys-387, das zweite wichtige
Cystein im aktiven Zentrum von CatF in Stamm B13, ist Teil des Motivs G-L-C-T-M-C-x-G-
x-G-x-G-x-A, was mit der obigen Konsensussequenz PS00099 iibereinstimmt.

Im Konsensus aus Stamm PAO]1 ist das erste Cystein durch ein Alanin ersetzt. Das
Thiolase-Muster (PS00737) wurde an Position 347 in CatF von Stamm B13 gefunden: N-x-x-
G-G-x-1-A-x-G-H-P-x-G-x-S-G.

Die Suche nach Konsensussequenzen von CatD mit anderen Enzymen ergab kein klar
konserviertes Motiv.

Eine wahrscheinliche AMP-bindende Doméne (Prosite PS00455: [LIVMFY]-x(2)-[STG]-
[STAG]-G-[ST]-[STEI]-[SG]-x-[PASLIVM]-[KR]) wurde in der abgeleiteten Proteinsequenz
von ORF6 bei den Aminosduren 11 bis 22 gefunden: I-x-x-S-S-G-T-T-G-x-P-K. Deshalb
konnte dieses Gen das ATP/CoA-abhédngige 3-Oxoadipat-aktivierende Enzym in Stamm B13
kodieren.

Die in Pseudomonas sp. B13 vorhandenen und oben beschriebenen Konsensussequenzen
sind in Tab. 7 zusammengefasst.

Im Allgemeinen zeigen die hier prisentierten Daten, dass die Gene, die Enzyme kodieren,
die in den unteren 3-Oxoadipat-Weg von B13 involviert sind, eine hohe Ahnlichkeit in den
Proteinsequenzen zu den Gegenstiicken von P. aeruginosa PAO1 aufweisen. Im Gegensatz
dazu, konnten gravierende Unterschiede zwischen den Untereinheiten der CoA-Transferase
von Stamm B13 auf der einen Seite und denen von anderen Aromaten-abbauenden Bakterien,
wie A. calcoaceticus und P. putida auf der anderen Seite, gefunden werden. In Bezug auf die
Organisation des catlJFD-Gen-Clusters ist die Anordnung in A. calcoaceticus und Pseudo-

monas sp. B13 identisch.
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Tab. 7: In dieser Arbeit in Pseudomonas sp. B13 nachgewiesene Prosite-Konsensussequenzen.

Prosite-Konsensussequenz(en) entsprechende Sequenz in Stamm B13

fiir Transferasen:

PS01273: Transferase Untereinheit A:
[DN]-[GN]-x(2)-[LIVMFA](3)-G-G-F-x(3)-G-x-P) D-G-x(2)-V-A-L-E-G-F-x(4)-P
fir Thiolasen:

PS00098: Thiolase:
[LIVM]-[NST]-x(2)-C-[SAGLI]-[ST]-[SAG]-[LIVMFYNS]- L-N-x-x-C-A-S-G-M-x-A-V-x(6)-1
x-[STAG]-[LIVM]-x(6)-[LIVM]

PS00099:

[AG]-[LIVMA]-[STAGCLIVM]-[STAG]-[LIVMA]-C-x- G-L-C-T-M-C-x-G-x-G-x-G-x-A
[AG]-x-[AG]-x-[AG]-x-[SAG]

PS00737:

N-x(2)-G-G-x-[LIVM]-[SA]-x-G-H-P-x-[GA]-x-[ST]-G N-x(2)-G-G-x-I-A-x-G-H-P-x-G-x-S-G

fiir AMP-bindende Doménenstrukturen:

PS00455: ORF6:
[LIVMFY]-x(2)-[STG]-[STAG]-G-[ST]-[STEI]-[SG]-x- [-x-X-S-S-G-T-T-G-x-P-K
[PASLIVM]-[KR]

Die Bestimmung des Gesamt-G+C-Gehaltes von Stamm B13 ergab einen Wert von 67.3%
(BUSSE et al., 1989). Die Gene clcBDE, die die Chlormuconat-Cycloisomerase, Dienlacton-
Hydrolase und Maleylacetat-Reduktase des modifizierten ortho-Weges kodieren (Abb. 4),
besitzen einen G+C-Gehalt im Bereich von 60%, welcher nicht mit dem Gesamt-G+C-Gehalt
von Pseudomonas sp. B13 iibereinstimmt: fiir c/cD und clcE wurden Werte von 59.8% bzw.
60.7% ermittelt (KASBERG et al., 1997). Die clcB-Gene der Stimme B13 und pAC27 besitzen
identische Werte von 61.3% (GHOSAL und You, 1989; VOLLMER et al., 1999). Im Gegensatz
dazu reicht der G+C-Gehalt der Region, die in dieser Arbeit kloniert wurde, von 70.5% fiir
catF, 67.3% fir catJ, 67.1% fir catD, 66.9% fir catl bis 65.2% fir ORF1. Diese Werte
differieren signifikant zu jenen des Operons, das die Enzyme des modifizierten ortho-Weges
kodiert.

Dies zeigt, dass die Gene, die das Operon des modifizierten ortho-Weges kodieren, wahr-
scheinlich von einem anderen Organismus stammen. Auflerdem ist dieses Operon auf einem

Element lokalisiert ist, dass {iber Konjugation transferierbar ist (RAVATN et al., 1998).
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Der Kodongebrauch fiir catl, catJ, catF und catD ist typisch fir Pseudomonas spp.
(CRAWFORD und EBERLY, 1989; WEST und IGLEWSKI, 1988). Mit wenigen Ausnahmen, wird
G oder C an der dritten Stelle fiir Aminosduren mit multiplen Kodons bevorzugt. Das bevor-
zugte Stoppkodon in P. aeruginosa, TGA (WEST und IGLEWSKI, 1988), wurde von ORF6,
catJ, catFund catD verwendet, wihrend TAA bei cat/ und ORF1 als solches fungierte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind ein weiteres Beispiel fiir das Patchwork-Assembly von

Abbauwegen in der Natur (REINEKE, 1998; COPLEY, 2000).

4.2 Chlorbenzol-verwertende Neuisolate und ihre Gene des meta-Weges

4.2.1 Isolierung von Stimmen mit Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase

Da zu Beginn der Arbeit P. putida GJ31 als einziger Stamm vorlag, der Chlorbenzol iiber
den meta-Weg abbaut, wurde versucht, neue Stamme mit dhnlichen Fihigkeiten zu isolieren.

Die drei neuen Stamme SK1, 16-6A und MG61, die Chlorbenzol iiber den meta-Weg ab-
bauen, sowie die Anreicherungskultur, erhalten aus der BASF-Belebtschlammprobe, wurden
auf unterschiedliche Art und Weise isoliert.

Wihrend die Stimme SK1 und 16-6A noch iiber Ausplattieren und Bebriitung mit Substrat
tiber die Dampfphase erhalten wurden, war die eingeschlagene Strategie zur Isolierung von
MG61 und zur Anreicherung der BASF-Probe anders. Diese Strategie umgeht, anders als die
klassische* Art, die Gefahr, die Bakterienzellen durch Uberdosierung abzutdten, denn es
konnen nur kleine Mengen in den Anzuchtraum diffundieren und werden dort schnell
verbraucht, worauf anschliefend weiteres Substrat durch die Kunststoffwand nach innen
diffundieren kann. Die Versuchsanordnung mit Wheaton-Flaschen gewéhrleistet zudem eine
gute Dichtigkeit der Anzuchtgefdfle. In Kombination mit der Kontrolle der Kultur iiber PCR
mit den neu entwickelten spezifischen Primern CC230-1 und CC230-2 und ganzen Zellen,
ist ein schnelles und zuverldssiges Verfahren zur Anzucht und Isolierung von meta-Abbauern
gefunden worden.

Die Durchfiihrung von PCRs mit den spezifischen Primern hat gegeniiber dem Uber-
sprithen mit 4-Chlorcatechol den Vorteil, dass die Bakterien detektiert werden, die eine
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase zum Abbau von Chlorbenzol besitzen. Die Methode des
Uberspriihens mit 4-Chlorcatechol kann nur einen meta-Weg anzeigen, sagt aber nichts iiber
den Typ der meta-Spaltung aus. Abb. 39 zeigt die weitere Strategie bei der Klonierung von

Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen. Wurde ein neuer Stamm mit Hilfe der spezifischen Primer
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CC230-1/CC230-2 gefunden, so ist es mit Hilfe der Primer C230-3/C230-4 mdglich, das

ganze cbzE-Gen zu amplifizieren und anschlieBend zu klonieren.

\ Stopp cbzT \ \Start chzE \

Primer C230-3 1 1

aggattcgtttcatcaacgaacgagattattaacaaatgaaggagacacacatgagtattatg

. % TR S spezifischer Primer CC230-1
T [«

[cbzT >l cbzE > [ chzX
,'2/'” B

spezifischer Primer CC230

igtgtacacatgatcgattgaatgaccagtggggqccccaaqtcttqattcatcaqcttd
T Primer C230-4

Abb. 39: Positionen der Primerpaare CC230-1/CC230-2 und C230-3/C230-4.

Die Tatsache, dass in dieser Arbeit nur Pseudomonaden isoliert wurden, deckt sich mit der
Kenntnis, dass die in Kldranlagen und Oberflichengewéssern lebenden autochthonen, Gram-
negativen Pseudomonaden das breiteste Abbaupotenzial fiir Umweltgifte zeigen (NAUMANN,
1993).

4.2.2 Vergleich der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen

Im vorangegangenen Kapitel wurde die Isolierung neuer Stdmme beschrieben, die Chlor-
benzol liber den meta-Weg abbauen. Aus diesen Stammen und aus der BASF-Mischkultur,
aus der keine Reinkultur isoliert werden konnte, wurden die Gene fiir die Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenasen kloniert und sequenziert. Die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase-Gene aus
P. putida GJ31, P. fluorescens SK1, P. veronii 16-6A, Pseudomonas sp. MG61 und der
Anreicherungskultur der BASF-Probe zeigten eine hohe Zahl identischer Nukleotide (Abb.
40) von 99% und die abgeleiteten Aminosiuresequenzen (Abb. 41) eine Ubereinstimmung

von tiber 97%. Die cbzE-Gene der Stimme 16-6A und MG61 sind sogar identisch.
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Es ist wichtig anzumerken, dass die Aminoséduren, in denen sich die Sequenzen der neuen
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen von der CbzE-Sequenz aus Stamm GJ31 unterscheiden,
identisch sind mit den entsprechenden Aminosduren aus der TdnC-Sequenz aus P. putida
ucCcC2.

In allen untersuchten CbzE-Enzymen sind die drei Aminosduren (zwei Histidin- und ein
Glutamatrest) gleich, von denen bekannt ist, dass sie eine Rolle in der Bindung von Eisen(II)-
Ionen spielen (ELTIS und BOLIN, 1996). In den Proteinsequenzen der Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenasen finden sich diese an Position 150 (Histidin), 220 (Histidin) und 271 (Gluta-
mat). Ebenfalls unangetastet bleiben jene Aminosduren, die am Konsensusmuster beteiligt
sind, das damit im {ibrigen weitere Bestitigungen findet. Das Prosite Konsensusmuster
PS00082 [GNTIV]-x-H-x(5,7)-[LIVMF]-Y-x(2)-[DENTA]-P-x-[GP]-x(2,3)-E fiir Ring-6ft-
nende Dioxygenasen wurde ab Position 250 in der jeweiligen Aminoséduresequenz aller neuen
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen gefunden.

Abb. 42 mit Sekundérstrukturvorhersagen, erstellt mit dem Programm SSpro8, zeigt die
Auswirkungen der Verdnderungen in der Aminosduresequenz auf die Sekundirstruktur der
jeweiligen Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase. Demnach sind die CbzE-Strukturen aus den
Stdimmen SK1, 16-6A und MG61 sowie des BASF-PCR-Produktes identisch. Die CbzE-
Struktur aus Stamm GJ31 enthélt 14 Abweichungen. Diese Abweichungen sollten sich auf die
Turnover-Kapazitdten der CbzE-Proteine auswirken.

Die Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase aus Stamm GJ31 besitzt eine homotetramere Struktur.
Die Molekulargewichte der Untereinheiten wurden zu 33.4 kDa iiber Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestimmt. Das native relative Molekulargewicht wurde
unter nichtdenaturierenden Bedingungen tliber Gelfiltration mit einem Wert von 135+10 kDa
ermittelt (KASCHABEK et al., 1998). Aufgrund der hohen Ubereinstimmungen in der Nukleo-
tid- und Aminosduresequenzen der anderen Stidmme und des BASF-PCR-Produktes, sind
identische homotetramere Strukturen zu erwarten. Die mit Prophet 6.0 berechnete Mole-
kulargewichte der Untereinheiten der einzelnen Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen sind fast
identisch: 34953 Da fiir GJ31, 34941 Da fiir das BASF-PCR-Produkt, 34912 Da fiir SK1 und
34956 Da fiir 16-6A und MG61.
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ATGAGTATTATGAGAGTTGGCCACGTCAGCATCAACGTGATGGACATGGCCGCAGCAGTG

TGCTCGAGCAAGCCGCATGACATTGCGTTTGCTGATGCGCCGACTCCCGGCCTGCACCAT

_______________________________ PG —mm
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, S
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, S

ATTTCGTATTTCCTGGACTCGTGGCACGACATTCTCAAGGCGGGCGATGTCATGGCCAAG

___________________ -
___________________ -
___________________ PG ——————
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Abb. 40: Vergleich der Nukleotidsequenzen der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen aus: P. putida GJ31, BASF-
Anreicherungskultur, P. fluorescens SK1, P. veronii 16-6A und Pseudomonas sp. MG61. Positionen mit Unter-
schieden sind unterlegt. Mit der Sequenz aus Stamm GJ31 identische Nukleotide sind mit einem Bindestrich (-)

gekennzeichnet.
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GJ31 MS IMRVGHVS INVMDMAAAVKHYENVLGLKTTMODNAGNVYLKCWDEWDKYSLILTPSDR
BASF e

SK1 e
16=6A/MGBL ——mm e 60
JS75 -GV--I--A-LK--—-D-—-R-—————— M-———K-K-———————m o —— (VL T—— 0
Uce?2 —GVL-TI--A-LR---T-——————— E-————- VoK-Smmmmmmmmmmmmmmm T-———————
GJ31 AGMNHVAYKVTKDSDLDAFQARIEAAGTKTTMMPDGTLPSTGRMLVFKLPSTHEMRLYAM
BASF = Emmmm e

SK1 =~ e S
16-6A/MG6]l ——————— e EkF——————— 120
Js765  ————- L-—-—--E-EA--E-L-QK---W-V----LDE-————————— o-——-—- G-—————- S
uUcc?2 —— L E--E--E-L------ W-I-—-LL-E-————————- O-N---G-——————-
GJ31 KENVGTEVGSINPDPWPDSIKGAGAHWLDHVLLTCEFDPGTGVNRVADNTRFFIDVLDFF
BASF = e 1/

SK1 =~ e 1
16-6A/MG61 ——————————— e mmmm M- - m oo 180
JS765 ——F-—-D--N-——————— GL-————————— C--V--MN-EA-I-T--————— MTEA-—-——
ucc? ——Y——=D-=TV-m————— GVR-———————- L--M--MN-EA-I-T-Q----- MKEC--—-—
GJ31 QTEQLTVGPDGSFQSVSFLSCSSKPHDIAFADAPTPGLHHISYFLDSWHDILKAGDVMAK
BASF —mmmmmmm - Ammmmm e VG—————————— Y-

SK1 =~ mmmmmmmmmmmmme o A-mmmmmmmmmmm oo |7/ TS Fommmm e =
16-6A/MG6]1 —————-—————————— A-—————— VG-————————- M-———————————————— 240
JS765 L---VL---E-NM-ATT-MARTT--————- VGG—S-————— AF-—————— V-—-A-—-G-
UCc2 L---VL---Q-DM-AATWMART-T-—-———— VGG-VS————- AF-——————— V--SA-———-

PS00082

GJ31 NKVRIDASPTRHGFTRGQTIYFFDPSGNRNETFAGLGYQAQRDRPVTTWTEDQAGRAVEF
BASF =~ —————- A-—m——————— Qrmm I--

SK1 e A-—m— - Emmm e V--
16-6A/MG61 —-————-— Ve E-———— e e V-- 300
JS765  —————-— VA-———— Lm——Emmmm e Lmmmm e - L-S-I-Y
ucc? K--K--VA--———- J-——FE-——m e~ L--P-—————- S--KM--GI-Y
GJ31 HTGEMVSSFIDVYT

BASF - ———

SK1 - T-——-

16-6A/MG6]l ————————— T ——

JS765 ———YL-P--T-——-

uUcc?2 -—-DL-P--T-——-

Abb. 41: Vergleich der Aminosduren der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen aus: P. putida GJ31, BASF-Anrei-
cherungskultur, P. fluorescens SK1, P. veronii 16-6A und Pseudomonas sp. MG61, sowie der Catechol-2,3-
Dioxygenase aus Comamonas sp. JS765 und der 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase aus P. putida UCC2. Die
Position der Prosite Konsensussequenz ist markiert. Mit der Sequenz aus Stamm GJ31 identische Aminosduren
sind mit einem Bindestrich (-) gekennzeichnet.
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GJ31-AS MSIMRVGHVSINVMDMAAAVKHYENVLGLKTTMQODNAGNVYLKCWDEWDKYSLILTPSDR
GJ31 CCCEEEEEEEEEESCHHHHHHHHHHHHTCEEECTTTTSEEEEEECSTCCTCEEEEECCCC
BASF CCCEEEEEEEEEESCHHHHHHHHHHHHTCEEECCCTTSEEEEEECSTCCTEEEEEECCCC
SK1 CCCEEEEEEEEEESCHHHHHHHHHHHHTCEEECCCTTSEEEEEECSTCCTEEEEEECCCC
16-6A/MG61 _CCCEEEEEEFEEESCHHHHHHHHHHHHTCEEECCCTTSEEEEEECSTCCTEEEEEECCCC
JS765 CCCEEEEEEEEEESCHHHHHHHHHHHHTCEEECCCTTSEEEEEECSTCCCEEEEEECCCC
UCC2 CCCEEEEEEEEEESCHHHHHHHHHHHHTCEEECCCTTSEEEEEECSTCCTEEEEEECCCC
GJ31-AS AGMNHVAYKVTKDSDLDAFQARIEAAGTKTTMMPDGTLPSTGRMLVFKLPSTHEMRLYAM
GJ31 TTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHHTTCCEEECCTHHCTTCCEEEEEECTTSCEEEEEEC
BASF TTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHHTTCCEEECCTCCCTTCEEEEEEECTTSCEEEEEEC
SK1 TTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHHTTCCEEECCTCCCTTCEEEEEEECTTSCEEEEEEC
16-6A/MG61 _TTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHHTTCCEEECCTCCCTTCEEEEEEECTTSCEEEEEEC
JS765 TTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHHTTCCEEECCTGCCTTCEEEEEEECTTSCEEEEEEE
Ucc2 TTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHHTTCCEEECCTGCCTTCEEEEEEECTTSCEEEEEEE
GJ31-AS KENVGTEVGSINPDPWPDSIKGAGAHWLDHVLLTCEFDPGTGVNRVADNTRFEFIDVLDFEF
GJ31 CGGCCTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTTCSEEEEEECTCTTCCCCCHHHHHHHHHHHHTCC
BASF CTCCCTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTTCSEEEEEESSCTTCCCCCHHHHHHHHHHHHTCE
SK1 CTCCCTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTTCSEEEEEESSCTTCCCCCHHHHHHHHHHHHTCE
16-6A/MG61 _CTCCCTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTTCSEEEEEESSCTTCCCCCHHEHHEHHHEEATCE
JS765 CEECCTCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTTCSEEEEECSSCTTTCCCCHHHHHHHHHHHHTCE
uccz CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCTCCCCTTCSEEEEECSTCTTCCCCCHHHHHHHHHHHHTCE
GJ31-AS QTEQLTVGPDGSFQSVSFLSCSSKPHDIAFADAPTPGLHHISYFLDSWHDILKAGDVMAK
GJ31 EEEEEEECTTTCCEEEEEEEECTCCCEEEEECCCCTTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHH
BASF EEEEEEECTTTCCEEEEEEEECTSCCEEEEECCCCTTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHH
SK1 EEEEEEECTTTCCEEEEEEEECTSCCEEEEECCCCTTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHH
16-6A/MG61 _EEEEEEECTTTCCEEEEEEEECTSCCEEEEECCCCTTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHE
JS765 EEEEEEECTTTCCEEEEEEEECTSCCEEEEECCCCTTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHH
UCcC2 EEEEEEECTTTCCEEEEEEEECTSCCEEEEECCCCTTCEEEEEEECCHHHHHHHHHHHHH
GJ31-AS NKVRIDASPTRHGFTRGQTIYFEFDPSGNRNETFAGLGYQAQRDRPVTTWTEDQAGRAVEF
GJ31 TTCCEEECCCCCCCSEEEEEEEECTTSCEEEEEETTCEEECTTSCEEEEEEHHTTCEEEE
BASF TTCCEEECCCCCCCSEEEEEEEECTTSCEEEEEETTCEEECTTSCEEEEEEHCTTCEEEE
SK1 TTCCEEECCCCCCCSEEEEEEEECTTSCEEEEEETTCEEECTTSCEEEEEEHCTTCEEEE
16-6A/MG61 _TTCCEEECCCCCCCSEEEEEEEECTTSCEEEEEETTCEEECTTSCEEEEEEHCTTCEEEE
JS765 TTCCEEECCCCCCCSEEEEEEEECTTSCEEEEEETTCEECCTTSCEEEEEEGTTTCEEEE
UCC2 TTCCEEECCCCCCCSTEEEEEEECTTSCEEEEEETTCEEECTTSCEEEECHHHHTEEEEE
GJ31-AS HTGEMVSSFIDVYT

GJ31 ETTCCCHGHEEECC

BASF ECTCCCHGHEEECC

SK1 ECTCCCHGHEEECC

16-6A/MG61  ECTCCCHGHEEECC

JS765 ECTCCCHGHEEECC

UCC2 ETTCCCHGHEEECC
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Abb. 42: Vergleich der SSPro8-Sekundéarstrukturvorhersagen der chzE-Gene. In den obersten Zeilen iiber den
durchgezogenen Linien ist zum Vergleich die Aminosduresequenz aus Stamm GJ31 angegeben. Unterhalb der
gestrichelten Linie sind die Sekundérstrukturvorhersagen fiir die Catechol-2,3-Dioxygenase aus Comamonas sp.
JS765 und die 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase aus P. putida UCC2 gezeigt. Die Stellen an denen
Unterschiede zu den anderen Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen auftreten sind fett markiert. Oberhalb der
gestrichelten Linie finden sich die chzE-Gene. Abkiirzungen: H: a-Helix, G: 310-Helix, E: gestreckter Strang, B:
B-Briicke, T: Wende, S: Biegung, C: Rest.
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Trotz der mit SSPro8 berechneten &hnlichen Strukturen der Chlorcatechol-2,3-Dioxy-
genasen, wirken sich die Unterschiede in den Aminosduresequenzen und den daraus resul-
tierenden Aminosiuresequenzen aus. Die Auswirkungen der Anderungen in den Aminosiure-
sequenzen konnen unter anderem durch die Bestimmung der Turnover-Kapazititen
nachgewiesen werden. Einige Beispiele haben gezeigt, dass einzelne Punktmutationen die
Substratspezifitit eines Enzyms oder Effektors erhohen konnen (VAN DER MEER et al., 1992).
Abb. 43 macht den groBen Unterschied in den Turnover-Kapazititen der exprimierten
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen aus den Stimmen GJ31, SK1 und 16-6A sowie dem BASF-
PCR-Produkt deutlich. Zum Vergleich ist die exprimierte 3-Methylcatechol-2,3-Dioxygenase
aus P. putida UCC2 (Plasmid pTDN1-1018 in E. coli) gezeigt (KRANZ, pers. Mitteilung).
CbzE aus Stamm GJ31 zeigt einen deutlich hoheren Wert fiir den Umsatz von 3-Chlor-
catechol als die anderen gemessenen Dioxygenasen: Faktor 3 gegeniiber CbzE aus dem
BASF-PCR-Produkt, Faktor 13 gegeniiber CbzE aus Stamm SK1, Faktor 29 gegeniiber CbzE
aus Stamm 16-6A und Faktor 111 gegeniiber TdnC aus Stamm UCC2.
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Exprimierte Dioxygenasen verschiedener Stamme

Abb. 43: Turnover-Kapazititen verschiedener exprimierter Extradiol-Dioxygenasen aus unterschiedlichen
Stimmen (KRANZ, pers. Mitteilung).

Weitere Untersuchungen haben nachgewiesen, dass cbzE, anders als bei Stamm GJ31, wo
es auf einem Plasmid lokalisiert ist (MARS et al., 1999), bei Stamm 16-6A in die chromo-
somale DNA integriert ist (KRANZ, 2001). Die unterschiedlichen Orte auf denen die chzE-
Gene zu finden sind, lassen sich durch die Tatsache erkldren, dass diese Gene auf einem
Transposon liegen (MARS et al., 1999). Transposons sind DNA-Segmente, die in der Lage

sind, sich frei von jeder genetischen Homologie von einem genetischen Ort (Donor) zu einem
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anderen (Rezipient) zu bewegen. Viele katabolische Gene sind mit Insertionssequenzen asso-
ziiert, was Anlass zu der Vermutung gibt, dass solche Gencluster schnell unter der Bakterien-
population verbreitet werden kdnnen. Dieser Vorgang erhoht die Substratbandbreite von
Mikroorganismen in der Umwelt drastisch (TAN, 1999). Genau dies scheint fiir alle Stimme
mit Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase zuzutreffen. Die hohe Zahl identischer Nukleotide und
nur die Prisenz einiger Punktmutationen geben dieser Annahme einen realistischen Hinter-
grund, zumal bei den Stimmen SK1 und 16-6A auch die Umgebung von chzE mit der von
GJ31 fast identisch ist. Uber den gesamten Bereich von 3056 bp finden sich nur wenige
Punktmutationen. Abb. 45 im Anhang macht dies deutlich. Horizontaler Gentransfer macht
vor allem die Prasenz der identischen chzE-Gene in P. veronii 16-6A und Pseudomonas sp.

MG61 nachvollziehbar.

4.2.3 Evolutionire Aspekte

Es gibt zunehmend Beweise dafiir, dass horizontaler Gentransfer eine wesentliche Rolle in
der Evolution von Bakteriengenomen und in der Diversifikation und Spezialisierung von
Bakterien spielt (OCHMAN et al., 2000). So sind 17.6% der Gene (755 von 4288 offenen
Leserahmen) aus E. coli durch horizontalen Gentransfer in 234 Ereignissen mit einer Rate von
16 kb pro Millionen Jahren erworben worden (LAWRENCE und OCHMAN, 1998). Die Verer-
bung genetischer Informationen in Bakterien geschieht in erster Linie {iber vertikalen
Transfer, d. h. Transfer von einer Elternzelle zu einer Tochterzelle durch Zellteilung. Repro-
duktions-unabhingiger Transfer zwischen Organismen ist aber auch mdglich. Dieser Vorgang
wird als horizontaler Transfer bezeichnet (LAWRENCE und ROTH, 1996). Drei Mechanismen
des horizontalen Gentransfers sind bisher identifiziert worden. Die Transformation beinhaltet
die Aufnahme und FEingliederung nackter DNA, die Konjugation ist ein Zellkontakt-
abhingiger DNA-Transfermechanismus und bei der Transduktion, wird die DNA durch
Bakteriophagen in den Rezipienten injiziert (OCHMAN et al., 2000). Die Prdsenz von Genen,
die in den Abbau von chlorierten aromatischen Xenobiotika in einigen Pseudomonaden
involviert sind, kann entweder vorteilhaft oder nachteilig sein, abhingig davon ob das
spezielle Xenobiotikum in der Umwelt vorhanden ist und ob das spezielle Bakterium die
ndtigen Gene fiir den kompletten Abbau von toxischen Intermediaten besitzt. Am Ende geben
die eingefiihrten Gene nur dann einen selektiven Vorteil, wenn sie auch exprimiert werden.
(DAVISON, 1999). Dies zeigt sich insbesondere an den Stimmen SK1 und 16-6A. Beide

besitzen Gene, die fiir den weiteren Abbau von Intermediaten kodieren, die im meta-Weg ent-
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stehen: 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase und Acetal-
dehyd-Dehydrogenase (acylierend). Fiir die Verwertung von 3-Chlorcatechol besitzen sie aber
auch das auf dem Transposon lokaliserte chzE-Gen. Es ist zu vermuten, dass die Stdmme mit
Chlorcatechol-2,3-Dioxygenase diese iiber horizontalen Gentransfer erworben haben, da
dieser einen ungewdhnlich hohen Ahnlichkeitsgrad zwischen Donor und Rezipienten bewirkt

(OCHMAN et al., 2000). Dies trifft auf die Stimme mit cbzE zu.

4.2.4 Die cbzJ-, cbzQ- und cbzK-Gene der Stimme SK1 und 16-6A

Die Untersuchungen zu den Genen des unteren meta-Weges ergaben die Organisation der
2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratase, 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase und Acetaldehyd-
Dehydrogenase (acylierend) in den Stdmmen SK1 und 16-6A als cbzJQOK-Cluster. Eine iden-
tische Genorganisation findet sich auch in einer Vielzahl anderer Organismen: Pseudomonas
sp. CF600 (dmpEFG; SHINGLER et al., 1992; POWLOWSKI und SHINGLER, 1994), P. putida
NCIB9816 (nahLOM; PLATT et al., 1995), P. stutzeri AN10 (nahLOM; BOSCH et al., 1999),
P. putida O,C, (xylJOK; AEMPRAPA und WILLIAMS, 1998), Pseudomonas sp. LB400
(bphHJI; HOFER et al., 1994), P. pseudoalcaligenes KF707 (bphHJI; KIMURA et al., 1997),
P. fluorescens IPO1 (cumEGF; HABE et al., 1996), P. putida DOT-T1 (tod GIH; MOSQUEDA et
al., 1998), P. putida F1 (todGIH, Lau et al., 1994), Pseudomonas sp. DJ77 (phnHIJ; HWANG
et al., 1999), Comamonas testosteroni TA441 (aphEFG; ARAI et al., 2000), Pseudomonas sp.
KKS (bphEGF, KIKUCHI et al., 1994), P. putida PB4071 (tobGIH, L1 und TAN, 1999).
Hingegen findet sich diese Anordnung nicht auf dem Plasmid pKW1 von P. putida GJ31
(KUNZE, 2002).

Diese Genorganisation scheint flir einen weiteren Abbau durch die Acetaldehyd-Dehy-
drogenase (acylierend) (dmpF) und 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase (dmpG) unabdingbar
zu sein, da Untersuchungen von SHINGLER et al. (1992) mit Pseudomonas sp. CF600 zeigten,
dass eine Beziehung zwischen der Acetaldehyd-Dehydrogenase (acylierend) und der Prisenz
von 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase-Aktivitit besteht. Dabei konnte gezeigt werden, dass
die alleinige Expression von dmpG keine Aldolase-Aktivitit ergab. Demgegeniiber zeigten
Stimme, die dmpF und dmpG koexprimierten, eine Aldolase-Aktivitit. Daraus wurde abge-
leitet, dass eine Abhingigkeit der Aldolase-Aktivtit mit der Koexpression der Dehydrogenase
und Aldolase besteht. Stimme aus denen dmpF aus dem vollstindigen Abbauweg herausge-
schnitten wurde, zeigten weder Aldolase- noch Dehydrogenase-Aktivitidt, wohingegen alle

anderen Enzyme des unteren Abbauweges im wesentlichen dieselben Enzymniveaus zeigten.
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4.3 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse im Zusammenhang mit den Genen
des unteren ortho-Weges aus Pseudomonas sp. Stamm B13 haben die Existenz des Gen-
clusters catlJFD nachgewiesen. Offen bleibt, welche der gezeigten mdglichen Promotoren
und Terminatoren tatsachlich wirksam werden. Ebenso ist die Lokalisation des Clusters auf
dem Genom in Bezug auf seinen Abstand zu den anderen Genen des ortho-Weges von
Interesse.

Die Arbeiten zum meta-Weg haben einige neue Fragen aufgeworfen. Zunichst stellt sich
die Frage, welche Aminosduren fiir die Aktivititdt der Dioxygenasen als Chlorcatechol-2,3-
Dioxygenase verantwortlich sind. Die Fragestellung ist bereits Inhalt weiterer Unter-
suchungen. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Transposons der neuen Stimme, auf
denen die cbzE-Gene lokalisiert sind, identisch sind mit denen aus Pseudomonas putida GJ31.
Damit wire ein weiterer Hinweis auf den gemeinsamen Ursprung der Abbaufdhigkeiten
dieser Stimme gegeben. Mit Hilfe der in dieser Arbeit ermittelten cbzE-spezifischen Primer
sind Erkenntnisse zu der Verbreitung dieser chzE-Gene mdglich. Ebenso konnen sie in
Verbindung mit der neuen Anreicherungsmethode iiber Diffusion dazu dienen, neue Stimme
zu isolieren, die neue Eigenschaften aufweisen. Im Falle der Gene des unteren meta-Weges
sollte gezeigt werden, in welcher Entfernung sie zu den anderen Gene des meta-Weges
lokalisiert sind. Weiterhin sind die Promotoren und Terminatoren zu sequenzieren und es ist
zu zeigen, wann sie wirksam werden. Die neuen Stimme miissen zudem hinreichend charak-

terisiert werden.
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6 Anhang
AATTCACCCCCGAACTGCGCGAACAGGAAGAACGCCTGCGCGCCCAACTGGCCGGCAAGG 60
Start ORF1
CCTGAGCGGAAGGAGACCCCTCATGAAGATCAACACCTACCTGATTTTCGACGGCAACTG 120
CGAAGAAGCCTTCAAGCGCTACGCCGAGGTGCTGCGCGGCAACATTCCCATGCTGATGCA 180
CTTCGGCGATGCGCCGGACCAGAGCCAGATGCCGCCCGGTTCGAGCAATCTCGTGATGCA 240
CGTGCGCCTGGAAGTGGGCGACCAGGTGCTGATGGGCTCGGACAACTGCCCGCCGATGCC 300
CTATGAAGGCACCAAGGGTGTGTCCGTCTCGCTGAACGTCGACAGCAAGGCCGAAGCCAA 360
GCGCATCTTCGACGCCCTGAGCGAAGGCGGCCAGGTCGGCATGCCGCTGCAACAGACCTT 420
CTGGGCGGCGGCCTTCGGCATGTTCACCGACCGCTTCGGGGTGCCGTGGATGGTGAACTG 480
Stopp ORF1
CGAGCAGGACCATTAAGGAGCCCTGGTATTCGCAGGAACAACTGTCTTTGGGCTCCCGCG 540
TTCGCGGGAGTGACGGGATTCAGGTTCGTTTTACCCTGCGTCATCCCCGCGAACGCGGGG 600
ACCCAGAAAACACGTAGGAGCGAGCTTGCTCGCGAACCGCTTCGCGGCGAGTTTGGTTCG 660
CGAGCAAGCTCGCTCCTACAGGTTTGGAACCGTAGAAGTGTTCGATAACCGCACCGATAG 720
TCGATAATCGCATTGTTTGACCGCCAGCCACGGCGCTACTGTCTCTCCATCGGCATCCCC 780
Start catI
M A E L L T L R E A
GGATGCCCTGAACGACAAGACGAGACCGAGCAATGGCTGAACTCCTGACCCTCCGCGAAG 840

v E R F VN D G D T V A L E G F T H L I
CGGTCGAGCGTTTCGTGAACGACGGCGATACCGTCGCCCTCGAAGGCTTCACCCACCTGA 900

p T A A S H E I I R O G K K D L H L V R
TCCCCACCGCCGCCTCCCACGAAATCATCCGCCAGGGCAAGAAAGACCTGCACCTGGTGC 960

M T P D L V Y D L L I G A G C A R K L T
GCATGACCCCCGACCTGGTCTACGACCTGCTGATCGGCGCCGGCTGCGCGCGCAAGCTGA 1020

F s W G G N P GV G S L H R L R D A V E
CCTTCTCCTGGGGCGGCAACCCCGGCGTGGGTTCGCTGCACCGCCTGCGCGACGCAGTGG 1080

K G w P N AL E I D EH S HA D L A N S
AGAAGGGCTGGCCGAACGCCCTGGAGATCGACGAGCACAGCCACGCGGACCTCGCCAACT 1140

y v A G A S G L P F A V L R A Y A G S D
CCTACGTCGCCGGCGCCTCGGGCCTGCCGTTCGCGGTGCTGCGTGCCTACGCCGGCTCCG 1200

Fortsetzung

Abb. 44: Nukleotidsequenz des 5.9 kb-Fragmentes aus Pseudomonas sp. B13. Oberhalb der Gene finden sich die
abgleiteten Aminosduresequenzen.
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L p K VN P N I K F I N C P F T G E Q L
ACCTGCCGAAGGTCAACCCGAACATCAAGTTCATCAACTGCCCGTTCACCGGCGAGCAAC 1260
A AV P S V R P DV T V I H A Q K A D R
TGGCTGCCGTGCCTTCGGTGCGCCCGGACGTCACCGTGATCCACGCGCAGAAGGCCGACC 1320
K 6 N VL LW G I L GV Q K E A A L A A
GCAAGGGCAACGTCCTGCTGTGGGGCATCCTCGGCGTGCAGAAGGAGGCCGCCCTGGCTG 1380
K R C I v T Vv E E I v D D L N A P M N S
CCAAGCGCTGCATCGTCACCGTCGAAGAGATCGTCGACGACCTCAATGCGCCGATGAACT 1440
c v L. p T W A L S A V C H V P G G S H P
CCTGCGTGCTGCCGACCTGGGCGCTGAGCGCGGTCTGCCACGTCCCCGGCGGTTCGCATC 1500
s ' Y A H G Y Y E R DN R F Y O A W D P I
CGTCCTACGCCCACGGCTACTACGAGCGCGACAACCGCTTCTACCAGGCCTGGGACCCGA 1560
AR DR E T F T A W I D E Y I R G T K D
TCGCCCGCGACCGTGAGACCTTCACCGCCTGGATCGACGAGTACATCCGCGGGACCAAGG 1620
F S E F Q A K I A E G K * Stopp catI
Start catd M S A Y S T N
ATTTCAGCGAGTTCCAAGCCAAGATCGCGGAGGGCAAGTAATGAGCGCCTATAGCACCAA 1680
E M M T V A A A R R L K N G A V C F V G
TGAAATGATGACCGTGGCCGCCGCCCGCCGCCTGAAGAACGGCGCGGTCTGCTTCGTCGG 1740
I 6 L. »p S K A A NL A R L T S S P D V V
CATCGGCCTGCCGTCCAAGGCCGCGAACCTGGCGCGCCTGACTTCGTCCCCGGACGTGGT 1800
r I v B s G p I G A K P T V L P L S I G
CCTGATCTACGAATCCGGCCCCATCGGCGCCAAGCCGACCGTGCTGCCGCTGTCCATCGG 1860
b G E L. AE T A D T V V P T G E I F R Y
TGACGGCGAACTGGCCGAAACCGCCGACACCGTGGTGCCCACCGGCGAGATCTTCCGCTA 1920
w L ¢ 6 6 R I DV G F L. G A A Q V D R F
CTGGCTGCAGGGCGGCCGTATCGACGTCGGTTTCCTGGGCGCGGCCCAGGTCGACCGCTT 1980
G N I N T T V I G DY N K P K V R L P G
CGGCAACATCAACACCACCGTCATCGGCGACTACAACAAGCCGAAAGTGCGCLCTGCLCCGG 2040
A G G A P E I A G S A K E V L I I L K Q
CGCCGGCGGCGCCCCGGAGATCGCCGGTTCCGCCAAGGAAGTGCTGATCATCCTCAAGCA 2100
S H R T F V D K L A F I T S V G H G E G
GTCGCACCGTACCTTCGTCGACAAGCTGGCCTTCATCACCTCGGTCGGCCACGGCGAAGG 2160
G D H R K QL G L P G K G P V A I I T D
CGGCGACCACCGCAAGCAGCTCGGCCTGCCGGGCAAGGGTCCGGTGGCGATCATCACCGA 2220
rL ¢ I M £E P E A G S N E F I VvV T S L H P
CCTCTGCATCATGGAGCCGGAAGCCGGCAGCAACGAATTCATCGTCACTTCGCTGCACCC 2280

Fortsetzung
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G v T R E ©QQ V I E N T G W A I R F A E O
GGGTGTAACCCGCGAGCAAGTGATCGAGAACACCGGCTGGGCGATCCGCTTCGCCGAGCA 2340

v K E T A A P T E V E L E A L R A L E A
GGTCAAGGAAACCGCCGCGCCCACCGAGGTCGAGCTGGAAGCCCTGCGCGCCCTGGAAGC 2400

R T A A A H G Q Q G G E E * Stopp catd
Start catP M S R E V Y I
CCGCACCGCGGCCGCCCACGGCCAGCAAGGGGGTGAGGAATGAGCCGCGAAGTCTACATC 2460

c b AV R T P I G R F G GG S L A A V R A
TGCGACGCCGTGCGCACGCCGATCGGCCGCTTCGGCGGTTCGCTCGCGGCGGTGCGCGLL 2520

p b L A AV P V KAILV E RN P Q V D W
GACGACCTGGCCGCCGTGCCGGTCAAGGCCCTGGTCGAGCGCAACCCGCAGGTCGACTGG 2580

s ¢ L b E VY L 6 C A N QA G E D N R N
AGCCAGCTGGACGAGGTCTACCTCGGCTGCGCCAACCAGGCCGGCGAAGACAACCGCAAC 2640

vV A R M A L L L. A GG L P D s V P G V T L
GTCGCGCGCATGGCGCTGCTGCTGGCCGGCCTGCCGGACAGCGTGCCCGGCGTGACCCTG 2700

N R L C A S G M DAV G T A F R A I A S
AACCGCCTCTGTGCCTCGGGCATGGACGCCGTGGGCACGGCCTTCCGCGCCATCGCCAGC 2760

G E A E L VI A GG GV E S M S R A P Y V
GGCGAGGCCGAGCTGGTCATCGCCGGCGGCGTCGAGTCGATGTCCCGCGCGCCTTATGTC 2820

M GG K A DS A F G R G O K I E D T T I G
ATGGGCAAGGCGGACAGCGCCTTCGGCCGTGGCCAGAAGATCGAGGACACCACCATCGGC 2880

W R F I N P L. M K A QY G V D A M P E T
TGGCGCTTCATCAACCCGCTGATGAAGGCCCAGTACGGCGTGGACGCCATGCCGGAAACC 2940

A D NV A DD Y KV S R A D Q D A F A L
GCCGACAACGTCGCCGACGACTACAAGGTCAGCCGCGCCGACCAGGACGCCTTCGCCCTG 3000

R S 0 o L. A G RAOQ A ASGY F A E E I V
CGCAGCCAGCAGCTGGCCGGGCGCGCCCAGGCCGCCGGCTACTTCGCCGAGGAAATCGTC 3060

p v v I K G K K G E T Vv v D A D E H L R
CCGGTGGTGATCAAGGGCAAGAAGGGTGAAACCGTGGTGGATGCCGACGAGCATCTGCGC 3120

p D T T L E A L A K L K P V N G P D K T
CCGGACACCACCCTCGAAGCCCTGGCCAAACTCAAACCGGTCAACGGCCCGGACAAGACC 3180

v T A G N A S GV N D G S V A L I L A S
GTCACCGCCGGCAACGCCTCGGGTGTAAACGACGGCTCGGTGGCGCTGATCCTGGCCTCC 3240

A E AV K K H G L K A R A K V L G M A S
GCCGAAGCGGTGAAAAAGCACGGCCTGAAAGCTCGCGCGAAAGTGCTGGGCATGGCCAGC 3300

A G V A P RV M G I G P V P A V R K L L
GCCGGCGTCGCGCCGCGCGTGATGGGCATCGGCCCGGTGCCGGCCGTGCGCAAGCTGCTG 3360

Fortsetzung
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E R L NL S V A D VF DV I E L N E A F A
GAACGCCTGAACCTGTCGGTCGCCGACTTCGACGTCATCGAACTGAACGAAGCCTTCGCT 3420

A QO G L AV T R E L G I A D DDA R V N
GCCCAGGGCCTGGCCGTGACCCGCGAACTGGGTATCGCCGACGACGACGCCCGGGTGAAL 3480

pP N G G A I A L G H P L G A S G A R L V
CCGAACGGCGGCGCCATCGCCCTCGGCCACCCGCTGGGCGCCAGCGGCGCACGCCTGGTC 3540

L T A VvV H 9 L E K S 6 G Q0 R G L C T M C
CTGACCGCCGTGCACCAGTTGGAGAAGAGCGGCGGCCAGCGCGGCCTGTGCACCATGTGC 3600

v 6 v 6 0 G VvV A L A V E R V * Stopp catF

GTGGGCGTGGGGCAGGGCGTGGCCCTGGCTGTCGAGCGCGTTTGAGGCTGTTTGCTGGGT 3660
TCCGGTCGGAATGAGCGCCGATATTGAATGTGTCATCCCCGCGAACGCGGGGACCCAGAA 3720
AAAGCAATAATCCGGCGCCCGCCTTCGAGCGGGCGCCGTTCATGATCAACGGGAGTTCCC 3780
Start catD

M Pp T V K L. AD G E L N Y L L E G P A G
GATGCCTACCGTCAAACTCGCCGACGGCGAACTGAACTACCTCCTCGAAGGCCCCGCCGG 3840

A P VL VL S N S L G T D L H M W D A OQ
CGCGCCTGTGCTGGTGCTGTCCAACTCGCTGGGCACCGACCTGCATATGTGGGACGCGCA 3900

v p A F T Q H F 0 V L R Y D T R G H G A
GGTTCCGGCCTTCACCCAACACTTCCAGGTGCTGCGCTACGACACCCGCGGCCACGGTGL 3960

s L v T E G P ¥ S I E O N G R D V L A L
CTCGCTGGTGACCGAAGGCCCCTACAGCATCGAGCAGAATGGTCGCGACGTGCTGGCCTT 4020

L baAL. DTIAI KA ASFCGUL S M G G L I
GCTGGACGCGCTGGATATCGCCAAGGCGAGCTTCTGCGGCCTGTCCATGGGCGGCCTGAT 4080

G ¢ w L. A I N A P E R I E R L V L C N T
CGGCCAGTGGCTGGCGATCAACGCGCCCGAGCGCATCGAGCGTCTGGTGCTGTGCAACAC 4140

A K I G T P E V WN P R I D T V L A G G
CGCCGCCAAGATCGGCACCCCGGAGGTCTGGAACCCGCGAATCGACACCGTGCTGGCCGEG 4200

L ¢ Pp M R DL RDAS I S R W F T P D F
CGGTCTGCAGCCCATGCGCGACCTGCGCGACGCCTCCATCTCGCGTTGGTTCACCCCCGA 4260

A A A E P G K V E P I VA ML A QQ T S P
TTTCGCCGCTGCCGAGCCGGGCAAGGTCGAACCCATCGTGGCCATGCTCGCGCAGACTTC 4320

O G Y A A NCA AV R D ADF R E Q L G
GCCGCAAGGTTACGCAGCCAACTGCGCCGCCGTGCGCGACGCCGACTTCCGCGAGCAACT 4380

A I L. A Pp T L V Vv C GG S G D P VvV T T T E
GGGCGCCATTCTCGCGCCGACCCTGGTGGTCTGCGGCAGCGGCGACCCGGTGACCACCACLC 4440

H 6 R F M 0 E R I A G A E L V E F H A A
CGAGCACGGCCGCTTCATGCAGGAACGCATCGCCGGCGCCGAGCTGGTGGAGTTCCACGC 4500

Fortsetzung



6 Anhang

99

Fortsetzung Abb. 44

A H L S NV Q A G D A F S Q K V L G F L
GGCGCACCTGTCGAACGTGCAGGCGGGCGATGCGTTCAGCCAGAAGGTGCTGGGCTTCCT

R G * Stopp catD
GCGCGGCTGAGACATCGGCTAGACGGCGTACTACCGCGAACGGTTGTACGCCCCACGGCT

ACAGGCTTTTCGTAGGAGCGAGCTTGCTCGCGAACCGCTTCGGCACACAGCCCGTTCGCG
Stopp ORF6
AGCAAGCTCGCTCCTACAGGTAGGGTCACGTCCGCAGCGCTTCCAAGTCCCGGTACAGCT
CCAGCGCTTCTGGGTTGGCCAGCGCATCGGTGTTCTTCACCGGGCGGCCGTGGATCACGT
TGCGCACCGCCAGTTCGACGATCTTGCCGCTGATGGTGCGCGGGATGTCGGCCACCGCGA
GGATCTTCGCCGGGACGTGGCGCGGCGTGGTGTTGCTGCGGATGGTCTGGCGGATGCGTT
CACACAGGGTCTCGTCCAGCGCGATGCCTTCGCGCAGGCGCACGAACAGCACCACGCGLCA
CGTCGCCTTGCCAGTCCTGGCCGATGGCGATGGACTCCAGCACCTCGTCGACTTTTTCCA
CCTGGCGGTAGATTTCCGCCGTGCCGATGCGCACGCCGCCGGGGTTGAGCACCGCGTCGG
AGCGGCCGTGGATGATCAGCCCGCCGTGTTCGGTTTCCTCGGCGTAGTCGCCGTGGGCCC
AGACGCCGGGGAAGGTGGCGAAGTAGGCGTCGTGGAATTTCTCGCCGCTGGCGTCATTCC
AGAAGCCCACCGGCATCGACGGGAAGTGCTTCACGCAGACCAGCTCGCCTTTCTCGCCGT
GCACCGGCTGGCCGGCGTCGTTCCAGACCTCCACCGCCATGCCCAGGCCCTTGCACTGCA
GTTCGCCGCGCCATACCGGGGCGGCCGGGTCGCCGAGGGCGAAGCAGGAGACGATGTCGG
TGCCGCCGGAGATCGACGACAGGCAGACCTCGGGTTTGAAGTCGCGGTAGACGTAATCGA
AGCTCTCGTGGGCCAGCGGCGAGCCGGTCGAGAGGATGGTCTTCAGGCGCTCCAGGTCGT
GGGTATGGCGCGGGCGTACGTTGGCTTTTTCCAGGGCCGCGATGTACTTGGCGCTGGTGC
CGAAGACGCTGATGTTCTCGGCGTCGATCAGGTCGACCAGGCGCTCGGGGCCTGGGTGGA
AGGGCGAGCCGTCGTAGAGCACCAGGGTGGCGCCGACCAGCAGGCCGGAGACCAGCCAGT
TCCACATCATCCAGCCGCAGGTGGTGTAGTAGAACAGCGTGTCGTCCGCGCCGAGGTCGG
TGTGCAACGCGTGTTCCTTGTAGTGCTGCAGCAACAGCCCGCCGGCGCCGTGGACGATGC
ACTTGGGCACGCCGGTGGTGCCGGAGGAGTAGAGGATGTACAGCGGATGGGCGAAGGGCA

GCGGGGTG

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880




6 Anhang

100

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

GJ31
SK1
16-6A

AAGAAGCCCACTGCCAACCCAGACCGAGCCCGCCCAGCCGGTGCCACCCAAGLCGLLCCGGE

Stopp

60

120

180

240

300

ORF1

360

420

480

540

600

660

720

Fortsetzung

Abb. 45: Sequenzvergleich der Chlorcatechol-2,3-Dioxygenasen und Umgebung aus Pseudomonas putida GJ31,
Pseudomonas fluorescens SK1 und Pseudomonas veronii 16-6A. Ein Bindestrich (-) bedeutet identisch ein
identisches Nukleotid mit der Sequenz aus Stamm GJ31.



6 Anhang 101

Fortsetzung Abb. 45

GJ31 CTTTTCGCATACAGCGAGCGGCACCTTCGCCGGTCACCAGGCCTACCTCTGCGGCCCGCC
SKI e 780
T6=6A m e e

GJ31 CGTGATGATCGAAGCCTGCATCGCCACCCTGATGCAGGGACGCTTGTTCGAGCGGGACAT
SKL s 840
16=6R  —mmmmm e e e

GJ31 CTACACCGAGAAGTTCCTCTCCGCAGCCGACACCAACCAGCAGCGCAGTCCTCTGTTCAA
SKL e 900
16-6A  ————————————— G

Start cbzT
GJ31 GCGGGTTTGAAGGGGAATAAGCATGTTCTTCGACACCCGCCCCAAGGTCAGCGTGCATGT
SK1 960
16-6A @ @ ——m e

GJ31 CATGCAAACCGGTGAAACCTTTCCCTGCGCCACGGATGAGAGTCTGCTGCAAGGCATGCT
] O B R A S N ALk 1020
16=6B —m e e

GJ31 GCGCCTGGGCCGCAAGGGCATCCCGGTGGGCTGCGTCAACGGCGGCTGTGGGGTCTGCAA
SKl o 1080
16-6A  —mmmmmmm e Cmmmmmmmmmm -

GJ31 GGTCCATGTTATTGAGGGTCAATGCCGGCCTCTGGGTCCTGTTAGCCGCGCGCATGTCAG
SKL e e 1140
T6=6A mm e

GJ31 TGCCGCAGAGGAAGCACGCGGCTTCACCCTGGCCTGCCGTGTGGCGCCGGTCACCCCGGT
SKL e 1200
16=6A mmm e e

GJ31 TCAACTGGAGGTGGTGGGCAAGTTTGAAAAGGTTTTTTCAAAAGGGTTCGTTTCATCAAC
SKL s 1260
16=6R  —mmmm e e e

Stopp cbzT Start cbzE
GJ31 GAACGAGATTATTAACAAATGAAGGAGACACACATGAGTATTATGAGAGTTGGCCACGTC
SK1I = mmmm e 1320
16-6A @ —m e e

GJ31 AGCATCAACGTGATGGACATGGCCGCAGCAGTGAAGCACTACGARAACGTGCTGGGCCTA
SKL s 1380
16=6R —mmmmm e e e

16-6A AAGACGACCATGCAGGACAATGCCGGGAACGTGTACCTGAAATGTTGGGACGAGTGGGAT
SK1  m e 1440
GI31 e

GJ31 AAATATTCCCTTATCCTCACCCCATCGGACAGGGCTGGAATGAACCACGTCGCCTACAAG
SK1 s 1500
16=6A mm e

Fortsetzung
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Fortsetzung Abb. 45

GJ31 GTTACCAAAGACAGTGATCTGGACGCCTTCCAAGCTAGGATTGAAGCCGCTGGCACCAAG

SK1 s e 1560
16=6A mmmmm e

GJ31 ACCACCATGATGCCCGATGGCACGCTGCCATCCACGGGGCGCATGCTGGTGTTTARATTG
SK1 ~  mmmmmmmmm e G 1620
16-6A  —————=mmm—mmm e R e

SK1 CCAAGCACGCACGAAATGCGTCTTTACGCCATGAAAGAARACGTCGGCACCGAGGTGGGT
GI31  mmm e 1680
16-6A  —mmmm e

GJ31 AGCATCAATCCCGATCCGTGGCCAGACAGCATCAAGGGTGCCGGGGCGCACTGGTTGGAT
SK1  m e 1740
16=6A m oo

GJ31 CACGTACTACTGACGTGTGAGTTCGATCCGGGCACTGGTGTCAATAGGGTGGCCGACAAC
SK1 ~ —mmmm—m—————o T 1800
16-6A  ———————————— T

GJ31 ACACGGTTCTTCATTGATGTGCTGGATTTTTTCCAGACCGAGCAATTGACCGTCGGCCCC
SKl e 1860
L16=6A mmm e

GJI31 GATGGCTCATTCCAGTCGGTATCGTTCCTGTCGTGCTCGAGCAAGCCGCATGACATTGCG
SK1 =~ mmmmmmmmmmm——e o Cmmmmmmm 1920
16-6A  ————————mm o Cmmm

GJ31 TTTGCTGATGCGCCGACTCCCGGCCTGCACCATATTTCGTATTTCCTGGACTCGTGGCAC
SK1 TG m T mmmmmmmmm e 1980
16=6A  ——==T= === = m e

GJ31 GACATTCTCAAGGCGGGCGATGTCATGGCCAAGAACAAGGTACGTATTGATGCGTCACCT
] o R S B L 2040
16=6A mmm e e R

GJI31 ACACGCCATGGCTTCACGCGCGGCCAGACGATCTATTTCTTCGACCCTAGCGGCAACCGE
) o I Gmm e 2100
16-6A  ———mmmmmmm Gmmmmmmmmmmm

GJ31 AATGAGACCTTTGCAGGACTGGGGTACCAGGCGCAGCGGGACCGCCCGGTGACGACTTGG
SKL mmmmmmm e 2160
16=6A m o e

GJ31 ACCGAAGATCAAGCGGGTCGCGCAGTTTTCTTCCACACCGGCGAGATGGTGTCGTCGTTC
SKL e 2220
16=6A —m e

Stopp cbzE
GJ31 ATAGATGTGTACACATGATCGATTGAATGACCAGTGGGGGCCCCAAGTCTTGATTCATCA
SK1 —C 2280
16-6A — O e e

Fortsetzung
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Fortsetzung Abb. 45

Start cbzX
GJ31 GCTTGGGGCGCCTTTGTTTCAATAACGGATAACCACCCATGCAAAAGACCATTTCACCGC
SK1l e e e e e e e 2340
16-6A  ——————

GJ31 AAGCCCCTAACCCGACTCACAGCATCGTCGTGCCCACGATTGACTGGCACGCCGCACACG
SKI e 2400
T6=6A mm e e

GJ31 AGGCAGTTGGTGCCGCAGTGCAGGCGGCGCAGGCCATGGGTATACGCGTCAACGTCGCGG
SKL s 2460
16-6R —mmmm e e e e

GJ31 TGGTGGACGCTTCCGGTGTGCTGGCCGCCTTCTTGCGCATGCCGGGGGCCCCGCTGCATT
SKL s 2520
16-6A  —mmmm e

GJ31 CGGTCGAAATCGCCATAGACAAAGCCTACACCGCAGTCAGTTTTGGCTTGGCGACCAGCC
SKL e 2580
16-6A  —mmm e

GJ31 AGTGGCATGGGGCGTTGCAGCAGCATTCAGTGGCCGTGCGCGAGGGCATTGTGTTGCGGC
SKL e 2640
16=6A mmm e e

GJ31 CCCGCTTTGTGGCGTTTGGCGGCGGCTTGCCGGTGCTGGAAAACGGACAGCGCATTGGCG
SKL mmmmmm e e 2700
T6=6A mmm e e

GJ31 GCATCGGCGTCTCCGGTGGCTCCGAGCAAGAGGATGARAGCTGCGCCCGCGCCGGETTGE
SKl e 2760
16=6A —m e

Stopp cbzX
GJ31 CCGCCCTGGGTTTGGCGGCATAACAGCACCCGCCCAATTACCACTTCAAGAGAGAGAAAA
SK1 mmmm e 2820
16-6A @ —m oo

Start cbzG
GJ31 ATGAAAGACATCAGGAACTTCATCAACGGTGAATACGTCACCAATGTCAGCGGCAAGACC
SK1l e e e e e e e 2880
16-6A  ——————

GJ31 TACGAGAAGCGCAACCCGGTTGATAACAGCCTAATCGGCATGGTCCATGAAGCTGGTCAG
SKL e 2940
16=6A —m e

GJI31 CCCGAGGTGGATGCGGCGGTGGCCGCCGCGCGCGCGGCACTGAACGGGCCCTGGGGCAAG
SKL s 3000
16-6R —mmmm e e e e

GJ31 CTCTCGGTGGTCGACCGSTGCGCCATGCTCGATGGTG
SK1 =~ mmmmmmmmmmmm—m o Cmmmmmmmm
16-6A  —————m——mm—m— - Cm—mmmmmm o




6 Anhang 104
Start cbzJ

CF600 GACGAAAATGGACAAGATTTTGATCAACGAGCTCGGCGACGAGCTGTACCAGGCAATGGT

SK1 -—-CG-C—————-— C-——-AA-———————~— cC-—————————— C-—-C- 60

16-6A --—-CG-C—————-— C-——-AA-———————— C-———————— == C-—--C-

CF600 CAATCGCGAGGCGGTCAGCCCGCTGACCGAGCGTGGCCTGGATATTTCCGTCGACGATGC

SK1 -——C-————————- A-———————— == T-C--C--CAG-—————————-— C—- 120

16-6A -—C-——=————= A-—m————— === T-C--C--CAG————————— C—-

CF600 CTACCACATCTCCCTGCGCATGCTCGAACGCCGACTGGCCGCCGGCGAGAAGGTGATCGG

SK1 - G-————- C-———————- A--C————- G-——————————- A-C—-———- 180

16-6A @ ———————————- G-—————- C-———————- A--C————- G-——————————- A-C————-

CFo600 CAAGAAGATCGGTGTCACCAGCAAGGCAGTGCAGAACATGCTCAACGTACACCAGLCCGGA

SK1 T-—————- T--C--G-—————————- G-————- A-——————- GGG---G-—————————~ 240

16-6A @ ————————- T--C--G-—————————- G-————- A-——————-— GGG-—--G-—————————~

CFo600 CTTCGGTTACCTGACCGACCGCATGGTGTTCAACAGCGGCGAGGCGATGCCGATCAGCCA

SK1I - GC-————————— = A-—-G-————————————— 300

16-6A  ————m GC-——————————————————— A-—-G—————————————

CFo600 GTTGCTGATGCAGCCCAAGGCCGAGGGCGAGGTTGCCTTCATCCTCAAGAAGGACCTGAT

SK1 -CGA-——————— == —————— A-C————- T-———————— === 360

16-6A -CGA———————————————————————— — —— A-C—-——--- T—————————————————— =

CF600 CGGCCCCGGCGTGACCAACGCCGACGTACTGGCCGCCACCGAGTGCGTGATGCCCTGTTT

SK1 e e e 420

16-0A @ @ —— e

CF600 CGAGATCGTCGATTCGCGCATCCGCGACTGGAAAATCAAGATCCAGGACACCGTGGCGGA

SKl W mmmm e 480

16-0A @ e

CF600 CAACGCCTCCTGTGGCTTGTTCGTGCTCGGCGACCAGGCGGTATCGCCGCGCCAGGTCGA

SK1 - C-——-C-————— 540

16-6A @ ———————————— C———Cmmmmmmmm

CFo600 CCTGGTCACCTGCGGCATGGTGGTGGAAAAGAACGGCCACATCATCAGCACCGGGGLCCGG

SK1 = —mmmmmm T-- 600

16—6A @ mm e -

CFo600 CGCCGCGGCGCTCGGTTCGCCGGTCAACTGCGTGGCCTGGCTGGCCAACACCCTGGGLCG

SK1 e Bt 660

16-6A e e e e L e e e

CFo600 TTTCGGCATCGCGCTGAAAGCCGGCGAGGTGATCCTGTCCGGCTCGCTGGTGCCGTTGGA

SK1 @ ————————— C—-———— 720

16-6A  —————————- Cmmm e

CF600 GCCGGTCAAGGCCGGCGACGTGATGCGCGTCGACATCGGCGGTATCGGCAGCGCCTCCGT

SK1 - Gm 780

16-6A  —————- G
Fortsetzung

Abb. 46: Sequenzvergleich von 2.9 bp-Fragmenten aus P. putida CF600, P. fluorescens SK1 und P. veronii 16-
6A mit den Genen der 2-Hydroxypent-2,4-dienoat-Hydratasen, Acetaldehyd-Dehydrogenasen (acylierend) und
4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolasen. Ein Bindestrich (-) bedeutet identisch ein identisches Nukleotid mit der
Sequenz aus Stamm CF600.
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Fortsetzung Abb. 46

Stopp cbzJ Start cbzQ
CF600 GCGCTTCACCTAAATTGGAGGCTTGCAGATGAACCAGAAACTCAAAGTCGCGATCATCGG
SK1 ~ ——mm—————= Gmmmmmm e 840
16-6A  ——————————- Gmmmmmm e
CF600 TTCGGGCAATATCGGCACCGACCTGATGATCAAGGTGCTGCGCAACGCCAAGTACCTGGA
SK1 O 900
16-6A — O
CF600 AATGGGCGCCATGGTCGGCATCGACGCCGCCTCCGACGGCCTGGCCCGCGCCCAGCGCAT
SK1 ~ ——mmmmmm e T T 960
16-6A  —————————————————= Tr---—-——————————————- r----————————————-
CF600 GGGCGTGACGACCACCTATGCCGGCGTCGAAGGGCTGATCAAGCTGCCCGAATTCGCCGA
SK1 - G-——————- C-—————— = C-m————————————— 1020
16-6A  ——————- G-——————- C-————— = C-m————————————
CF600 CATCGATTTCGTCTTCGACGCCACCTCGGCCAGTGCCCACGTGCAGAACGAGGCGCTGCT
SKI =~ mm s e e e e 1080
16-6A @ ——mm o e
CF600 GCGCCAGGCCAAACCTGGCATCCGCCTGATCGACCTGACCCCGGCGGCCATCGGCCCGTA
SK1 ~ ——mmmmm Gmmmmmm e C-- 1140
16-6A  ——————————————— G- - C—-
CF600 CTGCGTGCCGGTGGTCAATCTGGAGGAGCACCTCGGCAAGCTCAACGTCAACATGGTTAC
SK1 T-—-——————————————— C————- A-—m—————————— === C-- 1200
16-6A T-—-———————————————- C————- A-—m——————————— == C--
CF600 CTGCGGCGGCCAGGCGACCATCCCGATGGTCGCCGCGGTCTCCCGTGTGGCCAAGGTCCA
SK1 ~ ——mmmmmmmm e T Co——m———————— 1260
16-6A  ————————— T mm e Co——m————————
CF600 TTACGCCGAGATCGTCGCCTCGATCAGCAGCAAGTCGGCCGGACCCGGCACCCGCGCCAA
SK1I ~  mmmmm e T 1320
16-6A @ —————mm e T
CF600 CATCGACGAGTTCACCGAGACCACCAGCAAAGCCATCGAAGTGATCGGTGGTGCGGCCAA
SK1I =~ mmmmmmm e C-————————== 1380
16-6A @ —————mmmmmm - C-————————=
CF600 GGGCAAGGCGATCATCATCATGAACCCGGCTGAGCCGCCGCTGATCATGCGCGACACCGT
SKIL. 1440
16-6A @ ———mm e e
CF600 GTATGTGCTGTCCGCCGCCGCCGATCAGGCCGCCGTCGCGGCCTCGGTGGCGGAAATGGT
SK1 = mm e A-———————- 1500
16-6A @ = m e A-—m—————-
CF600 TCAGGCGGTGCAGGCCTACGTGCCCGGCTATCGCCTGAAGCAGCAGGTGCAGTTCGACGT
SK1I mm e 1560
16-6A @ —m e

Fortsetzung
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Fortsetzung Abb. 46

CF600 GATCCCCGAGTCCGCGCCGCTGAACATCCCCGGTCTCGGCCGGTTCAGCGGGTTGAAGAC
SK1 =~ mmmmmmmmmm e O 1620
16=6A  ——mmmmmmmmmm e O e

CF600 CTCGGTGTTCCTCGAAGTCGAAGGCGCCGCCCATTACCTGCCGGCCTACGCCGGCAACCT
SK1 =~ mmmmmmmmmm e Gmmm 1680
16-6A  ———————mmmm—— A

CF600 CGACATCATGACCTCCGCCGCGCTGGCTACCGCCGAGCGTATGGCGCAGTCGATGTTGAA
SKl s 1740
16— s

Stopp cbzQ Start cbzK
CF600 CGCCTGAGGAGCTGCACCATGACGTTCAATCCGAGCAAGAAACTCTATATCTCCGACGTA
SK1 = mmmmm e G———m - 1800
16-6A @ ——mm e A—mmmmm

CF600  ACCCTGCGTGACGGCAGCCATGCCATTCGCCACCAGTACACCCTGGACGACGTACGTGCC
SKL e 1860
16-6A  —mmmmm e

CF600 ATCGCCCGTGCGCTGGACAAGGCGARAGTCGACAGCATCGAAGTCGCTCACGGCGATGGT
SKL mmmmmm e 1920
16=6A mm e e c---

CF600 TTGCAGGGCTCGTCTTTCAACTATGGCTTCGGACGGCACACTGACCTGGAGTACATCGAG
SKl oo 1980
16=6A mmmmmm e

CF600 GCGGTGGCCGGTGAGATCAGCCACGCCCAAATTGCCACCTTGCTGCTGCCGGGGATCGGC
SKL e Am—mm 2040
16=6A mmm e e

CF600  AGCGTGCATGACCTGAAGAACGCCTATCAGGCTGGCGCCCGAGTGGTGCGTGTCGCCACC
SKL e Cmmmmmmmmmm - 2100
16=6R  —mmmm e e e

CF600 CATTGCACCGAAGCCGACGTCTCGAAGCAGCACATCGAGTACGCCCGCAACCTTGGCATG
SKL s 2160
16-6A  —mmmm e

CF600 GATACCGTCGGCTTCCTGATGATGAGCCACATGATCCCGGCCGAGAAACTGGCCGAGCAA
] o R R i R, i 2220
16=6A mm e e

CF600 GGCAAGTTGATGGAGAGCTACGGCGCCACCTGCATCTACATGGCCGACTCCGGTGGGGCG
SKL mmmmmmm e 2280
16=6A mm e e

CF600 ATGAGCATGAACGACATTCGTGATCGCATGCGCGCGTTCAAGGCCGTGCTCAAGCCCGAA
SKL mmmmmmm e e 2340
16=6A m o e

Fortsetzung
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Fortsetzung Abb. 46

CF600 ACGCAGGTCGGTATGCACGCGCACCACAACCTCAGCCTTGGCGTAGCCAACTCTATTGTT
SKI e 2400
T6=6A m e e

CF600 GCCGTGGAAGAAGGCTGCGACCGTGTCGACGCCAGCCTGGCCGGCATGGGCGCCGGTGCC
SKL s 2460
16=6R  —mmmmm e e e

CF600 GGCAACGCACCACTGGAAGTGTTCATCGCCGTTGCAGAACGGTTGGGCTGGAACCATGGC
] e D L B i 2520
16=6B mmm e e e

CF600  ACCGACCTCTACACCCTGATGGATGCCGCCGACGACATCGTCCGCCCGTTGCAGGATCGC
SKL e 2580
16-6A  —mmm e

CF600 CCGGTGCGGGTCGACCGCGAGACCCTCGGCCTCGGATATGCCGGTGTCTATTCCAGCTTC
SKL mmmmmm e 2640
16=6A mm e e

CF600 CTGCGTCACGCCGAGATCGCGGCCGCCAAATACAACCTGAAAACCCTCGACATTCTCGTC
SKl e 2700
L16=6A mmm e

CF600 GAACTGGGACACCGGCGCATGGTCGGCGGCCAGGAAGACATGATCGTGGACGTCGCCCTC
SK1 mmmm e 2760
16-6A @ —mmm e
Stopp cbzK
CF600 GACCTGTTGGCGGCCCACAAGGAGAACCGCGCATGAACCGC
SK1 ~  mmmmmmmm e
16-6A @ ————mmm e
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