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Zusammenfassung

A Zusammenfassung

Unter anoxischen Bedingungen galt der mikrobielle Abbau von n-Alkanen lange Zeit als
unmdglich, da in den bis dahin bekannten Abbauwegen eine Aktivierung durch
Sauerstoff essenziell war. Erst in den letzten zwei Jahrzehnten konnte der Abbau unter
Sauerstoffausschluss durch unterschiedliche Nitrat- und Sulfatreduzierer in Reinkulturen
nachgewiesen werden. Uber den Aktivierungsmechanismus war jedoch noch wenig
bekannt. In Metabolitstudien wurde als mdglicher initialer Reaktionsschritt ein Fumarat-
Additionsmechanismus analog zum Mechanismus der anaeroben Aktivierung von
Alkylbenzolen identifiziert. In Ubereinstimmung dazu konnte in dem denitrifizierenden
Betaproteobakterium Stamm HxN1 ein homologes Operon fir die an der Aktivierung
beteiligten Enzyme nachgewiesen werden. Dieses Operon enthdlt Gene fur das

potentielle n-Alkan aktivierende Enzym und dessen Aktivase.

Ziel dieser Arbeit war es, den postulierten Abbauweg Uber Fumarat-Addition in Stamm
HxN1 durch biochemische Untersuchungen zu bestatigen und das potentielle
n-Alkan aktivierende Enzym (Methylalkylsuccinat-Synthase) zu charakterisieren. Durch
die Entwicklung eines Aktivitdtsassays gelang es erstmals, in vitro die Aktivitat der
Methylalkylsuccinat-Synthase im Rohextrakt von Stamm HxN1 nachzuweisen. Allerdings
war die gemessene Aktivitat des Enzyms deutlich geringer als erwartet. Des Weiteren
konnte die Methylalkylsuccinat-Synthase wahrend dieser Arbeit erfolgreich gereinigt
werden. Da auch das gereingte Enzym katalytisch aktiv war, konnte der eindeutige
Nachweis erbracht werden, dass es sich bei der Methylalkylsuccinat-Synthase um das
Startenzym des anaeroben Alkanabbaus in Stamm HxN1 handelt. Zusatzlich wurde
durch die Reinigung eine vierte, bisher unbekannte, Untereinheit des Enzyms
identifiziert. Dessen Homologe wurden auch in allen anderen bisher sequenzierten
Alkanabbauern gefunden, in denen die grof’e Untereinheit der Methylalkylsuccinat-
Synthase gefunden werden konnte. Eine in vitro Aktivierung des in dieser Arbeit
erstellten rekombinanten Enzyms zusammen mit der rekombinant expremierten Aktivase
war aber bisher erfolglos, da die vierte Untereinheit zu Beginn der Arbeiten an dem

genetischen Konstrukt noch nicht bekannt war.



Zusammenfassung

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag darauf, die Verbreitung des Fumarat-
Additionsmechanismus unter anoxischen Bedingungen naher zu untersuchen. Dafir
wurden mit Hilfe von molekularbiologischen Methoden potentielle Gene anderer n-Alkan
verwertender Bakterien identifiziert und hinsichtlich ihrer Verwandtschaft verglichen. Fir
Stamm OcN1 konnte Uber eine Fosmid Bibliothek die Sequenz fir das gesamte Operon
einschlief3lich Aktivase ermittelt werden. Zusatzlich konnte mit Hilfe von degenerierten
Primern in zwei weiteren Stdmmen, den sulfatreduzierenden Bakterien Stamm Pnd3 und
Stamm TD3, Teilsequenzen der n-Alkan aktivierenden Enzyme gefunden werden. Eine
Analyse der Sequenzdaten bestatigte die Vermutung, dass die Methylalkylsuccinat-
Synthasen eine eigene Klasse innerhalb ihrer Glycinradikalenzym-Familie bilden.
Allerdings konnte nicht bei allen n-alkanabbauenden Bakterien ein entsprechendes
Aktivierungsenzym gefunden werden. Daher ist zu erwarten, dass es neben der

Fumarat-Addition noch weitere Aktivierungsmechanismen gibt.



Einleitung

B Einleitung

1. Vorkommen und Eigenschaften von Kohlenwasserstoffen

Kohlenwasserstoffe (allgemeine Formel C.H,) stellen eine sehr umfassende und
vielfaltige organische Stoffgruppe dar. Sie sind Hauptbestandteile von Erdél und Erdgas
und spielen somit eine wichtige Rolle als fossile Energietrager. Erddl und Erdgas
variieren je nach Fundort in ihrer Zusammensetzung. Der Anteil von
Kohlenwasserstoffen liegt dabei bei 50% (Schwerdl) bis 97%. Weitere Bestandteile sind
C- und H- reiche Verbindungen mit Heteroatomen (lberwiegend Stickstoff, Sauerstoff
und Schwefel) und Metalle. Erdél und Erdgas entstehen in einem geochemischen
Prozess, bei dem abgestorbene und sedimentierte Biomasse am Meeresboden Uber
einen langen Zeitraum unter hohem Druck umgewandelt wird (Tissot und Welte, 1984).
Weiterhin entstehen grole Mengen von Kohlenwasserstoffen durch den Stoffwechsel
von Pflanzen, Pilzen und Tieren, als auch von Bakterien und Archaeen (Birch und
Bachofen, 1988). Sie kdnnen dabei als Lock- (Pheromone) und Abwehrstoffe dienen
oder Ubernehmen Schutzfunktionen in diesen Organismen. Haufig ist jedoch weder die
genaue Funktion noch die Biosynthese bekannt (Widdel und Rabus, 2001). Fur die
Biosynthese von Alkanen werden zur Zeit unterschiedliche Wege diskutiert. Eukaryonten
haben Uberwiegend Alkane aus C-Ketten mit einer ungeraden Zahl an
Kohlenstoffatomen, so dass eine Entstehung durch Decarbonylierung von gradzahligen
Aldehyden denkbar ist (Dennis und Kolattukudy, 1992). In Bakterien dagegen ist das
Verhaltnis von geraden und ungeraden Kohlenstoffatomen in den Alkanen
ausgewogener. Fir Vibrio furnisii M1 wurde daher ein neuer Syntheseweg Uber einen
primaren Alkohol postuliert (Park, 2005).

Chemisch werden Kohlenwasserstoffe unterteilt in aromatische und aliphatische KW.
Aromatische KW sind mono- oder polyzyklisch und kénnen unterschiedliche aliphatische
Seitenketten besitzen (Bsp: Benzol, Toluol). Polyzyklische Aromaten (PAK) sind
kondensierte Benzolringe (Bsp. Naphthalin). Aufgrund des delokalisierten
n—Elektronensystems unterscheiden sich aromatische Kohlenwasserstoffe hinsichtlich
ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften wesentlich von den aliphatischen
Kohlenwasserstoffen. So sind sie z. B. deutlich reaktionstrdger als ungesattigte

aliphatische Kohlenwasserstoffe. Aliphatische KW kénnen sowohl als unverzweigte
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lineare Ketten (Bsp.: n-Alkane), als verzweigte Ketten und als Ringstruktur (Bsp.:
Cyclohexan, Cyclobutadien) auftreten. Sie werden, abhangig von den auftretenden
Bindungstypen, weiter unterteilt in gesattigte (Alkane) und die oben genannten
ungesattigten Kohlenwasserstoffe (Alkene, Alkine). Im Gegensatz zu Alkenen und
Alkinen, die, wie die Aromaten zusatzlich n-Bindungen im Molekll aufweisen, enthalten
Alkane nur o-Bindungen (C-C und C-H). Die C-H Bindung ist dabei aufgrund der
geringen Elektronegativitats-Differenz  zwischen Kohlenstoff und Wasserstoff
(Elektronegativitdten nach Pauling H: 2,2; C: 2,55) nahezu unpolar und gehdrt deshalb
mit einer Bindungsdissoziationsenergie von ca. 400 kJ/mol zu den starksten bekannten
Einfachverbindungen. Durch diesen apolaren Charakter, der durch das Fehlen von
funktionellen Gruppen noch verstarkt wird, sind Alkane reaktionstrager als Alkene,
Alkine oder Aromaten. Dennoch sind einige Bakterien auf den Abbau von Aliphaten und

Aromaten spezialisiert und konnen sie als Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen.

2. Abbau von Kohlenwasserstoffen

Der vollstandige Abbau von Kohlenwasserstoffen kann sowohl mit Sauerstoff als
Elektronenakzeptor, als auch unter Luftabschluss erfolgen. Unter anoxischen
Bedingungen dienen alternativ Nitrat, Eisen (lll), Mangan (IV) und Sulfat als
Elektronenakzeptoren, aber auch anoxygene Photosynthese ist mdglich. Die meiste
Energie kann dabei, aufgrund des niedrigeren Redoxpotentials, mit Nitrat und
Mangan (V) als terminalen Elektronenakzeptoren gewonnen werden.

Neben den klassischen Kohlenwasserstoffen (Bsp.: Benzol, Toluol, Ethylbenzol, Alkane
verschiedener Kettenlange) kdnnen auch hydroxylierte (Bsp.: Phenol, o-, m-, p- Cresol)
und carboxylierte Verbindungen (Bsp.: Benzoat, Phenylacetat) sowie fluorierte und
chlorierte Verbindungen (Bsp.: Fluor- und Chlorbenzoat) als Kohlenstoffquelle genutzt
werden (fiir eine Ubersicht siehe Gibson und Harwood, 2002). Bei den Bakterien sind
vor allem Vertreter der Proteobakterien fir die Verwertung von Kohlenwasserstoffen
bekannt (Widdel und Rabus, 2001; Rosenberg 2006; Widdel et al., 2006). Von grof’em
Interessen sind sogenannte ,obligat kohlenwasserstoffklastische Bakterien® (engl.
OHCB), die fast ausschlieRlich mit Erdol-Komponenten wachsen (Yakimov et al., 2007).
Daneben gibt es aber auch Pilze, wie z. B. Candida tropicalis und C. maltosa, die aerob

in der Lage sind, Alkane zu verwerten (Duppel et al., 1973, lida et al., 2000).
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2.1. Aerober Abbau von Alkanen

Unter aeroben Bedingungen erfolgt der initiale Angriff auf das Alkan mit Hilfe von
Sauerstoff. Monooxygenasen bauen hierbei ein Sauerstoffatom terminal oder seltener
subterminal in das Alkan ein, so dass ein primarer bzw. sekundarer Alkohol entsteht.
Das zweite Sauerstoffatom wird zu Wasser reduziert. Als Cofaktoren der Hydroxylierung
dienen haufig reduzierte Verbindungen wie NAD(P)H (van Beilen und Funhoff, 2007). Im
weiteren Abbauweg wird der primare Alkohol Uber ein Aldehyd zur Fettsdure oxidiert.
Diese wird Uber B-Oxidation in Acetyl-CoA umgewandelt. Bei Alkanen mit ungerader
C-Atom Anzahl entsteht zunachst Propionyl-CoA, woraus im weiteren Verlauf
Succinyl-CoA gebildet wird. Sekundare Alkohole werden Uber die entsprechenden
Ketone und Ester zu Acetat und einem primaren Alkohol umgesetzt. Monooxygenasen
wurden bisher in einer Vielzahl von Bakterien, u.a. Proteobakterien (Alcanivorax
borkumensis, Ralstonia pickettii, Methylocella silvestris), Actinobakterien
(Mycobacterium bovis) und Firmicuten (Geobacillus thermoleovorans), sowie Pilzen
(Candida albicans, Graphium sp.) nachgewiesen. Haufig enthalten dabei individuelle
Alkanabbauer auch mehrere Monooxygenasen mit Uberlappenden Substratspektren
(van Beilen und Funhoff, 2007). Die aerobe Aktivierung von Alkanen uber eine
Dioxygenase wurde bisher nur flr Acinetobacter sp. beschrieben, jedoch noch nicht
bestatigt. Dabei werden beide Sauerstoffatome in die Alkankette eingefuhrt, so dass ein
n-Alkylhydroperoxid entsteht. Diese Reaktion bendtigt keine Cofaktoren (Maeng et al.,
1996). Eine andere Mdglichkeit als der Einbau von Sauerstoff zur aeroben Aktivierung
von Alkanen ist bis heute nicht gefunden worden.

Die genetische Organisation der Gene fir den Alkanabbau wurde besonders fir
Pseudomonas oleovorans naher untersucht. Auf einem Plasmid (OCT Plasmid) wurden
zwei separate Operons (alkBFGHJKL und alkST) identifiziert, die weite Teile des
Alkanabbaus codieren. Die initiale Hydroxylierungsreaktion am Alkan wird dabei von
alkB, einer in der Cytoplasmamembran integrierten Monooxygenase, katalysiert. Das
gesamte alkBFGHJKL Operon wird von alkS positiv reguliert (Baptist et al., 1963;
Fennewald et al., 1973) Ein ahnlicher genetischer Aufbau konnte auch fir Alcanivorax
borkumensis gefunden werden. In dem Genom wurden zwei potentielle alkB-Gene
sowie ein homologes Gen zu alkS identifiziert. Allerdings konnte fir alkS keine
regulatorische Wirkung nachgewiesen werden (van Beilen et al., 2004). Das Genom von

Mycobacterium sp. TY-6 weist interessanterweise zwei verschiedene Gencluster auf, die
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abhangig von dem Substratspektrum induziert werden. So wird das prmABCD-Operon in
Gegenwart von gasformigen Alkanen (mit Ausnahme von Methan) verstarkt transkribiert,

das alk-Cluster dagegen in Gegenwart fliissiger Alkane (C11—C+s5) (Kotani et al., 2006).

2.2. Anaerober Abbau von Aromaten

Die Aktivierung von Aromaten unter aneroben Bedingungen ist durch die grof3e Stabilitat
des aromatischen Rings und der damit verbundenen hohen Aktivierungsenergie
schwierig. Dennoch wurden in den letzten Jahren viele Organismen isoliert, die in der
Lage sind, mit unterschiedlichen Elektronenakzeptoren eine Vielzahl von aromatischen
Verbindungen als alleinige Kohlenstoffquelle zu nutzen (Shinoda et al., 2005; Kniemeyer
et al., 2003; Rabus et al., 1999; Beller et al., 1996).

Auffallend ist, dass die groRe Vielfalt mdglicher Substrate in einige zentrale
Metabolite umgewandelt wird. Das wichtigste Intermediat stellt dabei Benzoyl-CoA dar,
an welchem sich anschlieend die reduktive Ringoffnung vollzieht (Boll et al., 2002). Als
initiale Aktivierungsmechanismen der Aromaten werden eine Vielzahl moglicher
Mechanismen diskutiert (Heider 2007).

1) Sauerstoff-unabhangige Hydroxylierung

2) Fumarat-Addition

3) Carboxylierung (Inkorporation von CO5)

4) Methylierung
Allerdings konnte eine  Carboxylierungs- bzw. Methylierungsreaktion als
Aktivierungsschritt noch nicht eindeutig belegt werden. Bei der Hydroxylierungsreaktion
durch Dehydrogenasen, wie es fir Ethylbenzol in denitrifizierenden Bakterien
beschrieben wurde (Kniemeyer und Heider, 2001), wird das C-2 Atom der Ethylkette
hydroxyliert. Dagegen konnte in sulfatreduzierenden Bakterien ein Fumarat-
Additionsmechanismus als initialer Schritt fir den Ethylbenzol-Abbau identifiziert werden
(Kniemeyer et al., 2003). Der Fumarat-Additionsmechanismus, bei dem im ersten Schritt
succinylierte Zwischenprodukte entstehen, ist weit verbreitet und wurde in diversen
Lebensraumen unter Verwendung unterschiedlicher Elektronenakzeptoren
nachgewiesen. So werden z. B. auch Toluol (Leuthner et al., 1998, Coschigano 2000),
2-Methylnaphthalin (Musat et al., 2009), p-Xylol (Morasch et al., 2005) und m-Cresol
(Muller et al., 1999) darlber aktiviert. Katalysiert wird der Aktivierungsschritt durch
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Radikalenzyme. Eine nahere Beschreibung des Reaktionsablaufes befindet sich in

Kapitel 3 Radikalenzyme als Katalysatoren biologischer Reaktionen.

2.3. Anaerober Abbau von Alkanen

Die Nutzung von Alkanen als Kohlenstoffquelle in Abwesenheit von Sauerstoff galt
aufgrund der geringen Reaktivitdt und der darauf beruhenden Notwendigkeit zur
Aktivierung, welche bis dahin ausschlieBlich durch Oxygenasen gezeigt wurde, lange
Zeit als nicht moglich. Erst in den letzten 20 Jahren wurden Bakterien isoliert, die in der
Lage sind, Alkane unter aneroben Bedingungen zu aktivieren. Tabelle 1 zeigt eine
Ubersicht der bisher bekannten Alkanabbauer mit den jeweiligen Elektronenakzeptoren
bei der anaeroben Atmung sowie den postulierten Aktivierungsmechanismen. Erste
Metabolitstudien ergaben fir den anaeroben Abbau von Alkanen ahnliche
Aktivierungsmechanismen wie bei den Aromaten:
1) Fumarat—Addition
2) Carboxylierung am C-3 Atom des Alkans mit anorganischem Kohlenstoff

Allerdings wurde bisher nur die Addition von Fumarat mehrfach nachgewiesen (Rabus
2001; Kniemeyer et al., 2007), eine Carboxylierungsreaktion bleibt spekulativ (So et al.,
2003, Callaghan et al., 2006). Alternative, bisher unentdeckte Aktivierungsmechanismen
sind aufgrund der bisher relativ geringen Anzahl an Reinkulturen durchaus denkbar.
Nicht in der Tabelle berlcksichtigt sind Konsortien aus Archaeen (lUberwiegend Vertreter
der Ordnung Methanosarcinales) und sulfatreduzierenden Bakterien
(Deltaproteobakterien), die zur anaeroben Oxidation von Methan (AOM) beféhigt sind.
Auch wird flr nitratreduzierende Bedingungen die anaerobe Aktivierung von Methan
Uber Fumarat-Addition noch diskutiert (Thauer und Shima, 2008).

Uber die Aktivierung und den Abbau zyklischer Alkane ist bisher nur wenig
bekannt. Flir den Abbau von Ethylcyclopentan wurde ebenfalls die Addition von Fumarat
als initialer Schritt vorgeschlagen (Rios-Hernandez etal., 2003). Daneben wird
Cyclopentan auch in geringen Mengen (ohne Wachstum) durch Stamm HxN1 (ber

Fumarat—Addition aktiviert.
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Tabelle 1. Isolierte Bakterien, die unter anaeroben Bedingungen Alkane abbauen
postulierter
Alkan- Elektronen-  Aktivierungs-
Stamm spektrum? akzeptor mechanismus R
eferenz
HXNA Co—Cs Nitrat Fumarat-Addition  Crenreich etal,
2000
OcN1 Cs—C1s Nitrat Fumarat-Addition® Enrenreich etal.,
2000
. Ehrenreich et al.,
HdN1 C14~Cao Nitrat n.b. 2000 !
Pseudomonas
balearica .
Stamm BerOc6 Ci5=Ca Nitrat n.b. Grossi et al., 2008
- Aeckersberg et
Hxd3 C12—Cyx Sulfat C1-Addition al., 1991
Desulfothermus L)
naphthae, TD3 Ce=Cro Sulfat Fumarat-Addition™ o\ ter et al., 1994
Desulfatibacillum sp., .. _a) Aeckersberg et
Pnd3 C14—Cy7 Sulfat Fumarat-Addition al., 1998
BuS5 Ca—Cy Sulfat Fumarat-Addition 5 01omeYer etal,
Desulfatibacillum
alphaticivorans - Cravo-Laureau
cv2830T Ci3—Cys Sulfat Fumarat-Addition etal., 2005
Desulfatibacillum s So and Young;
alkenivorans AK-01 C13—Cys Sulfat Fumarat-Addition 1999
Desulfoglaeba
alkanexedens - Davidova et al,
Stamm ALDCT Ce—C12 Sulfat Fumarat-Addition 2006
Desulfoglaeba
alkanexedens nb. Sulfat nb. Davidova et al,

Stamm Lake

2006

3): Arbeitshypothese dieser Dissertation

n.b.: nicht bekannt
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3. Radikalenzyme als Katalysatoren biologischer Reaktionen

Die Entdeckung durch Radikalenzyme katalysierter Reaktionen ist in den letzten 20
Jahren stark angestiegen. Diese Reaktionen stehen oft in Verbindung mit redox-aktiven
Cofaktoren wie Flavoproteinen, Quinon oder metallo-Cofaktoren und erstrecken sich
Uber einen weiten Bereich biologischer Reaktionen wie z. B. Antibiotika-Biosynthese
(Isopenicillin-N-Synthase), Detoxifizierung (Superoxid-Dismutase) und DNA-Reparatur
(DNA Photolyase); Frey et al.,, 2006. Eine sehr gut untersuchte Gruppe von
Radikalenzymen ist die Familie der Glycinradikal-Enzyme (GRE). Mitglieder dieser
Familie weisen ein charakteristisches Motiv (RVXG) in ihrer Aminosaurekette auf.
Dieses Motiv beinhaltet den fir die Aktivitat der GRE notwendigen Gylcin-Rest, an dem
das Radikal gebildet wird. Glycinradikale zeigen ein charakteristisches Elektronen-
paramagnetisches-Resonanz-Spektrum (EPR), welches ihre Identifizierung ermoglicht
(Duboc-Toia et al., 2003; Selmer etal., 2005). Des weiteren weisen alle GRE ein
hochkonserviertes Cystein in ihrer Aminosaurekette auf. Dieses Cystein ist im nativen
Enzym raumlich benachbart zum Glycin lokalisiert und an der Katalyse in Form eines
Thiylradikals beteiligt (Himo, 2005). Alle GRE sind aufgrund ihres Radikal-Charakters
sehr sauerstoffempfindlich und deshalb nur unter anoxischen Bedingungen aktiv. Die
Gegenwart von Sauerstoff fuhrt zur Spaltung der Peptidkette am Glycinradikal und
inaktiviert das Enzym irreversibel (Buckel und Golding, 2006). Mitglieder der GRE sind
unter anderem die Benzylsuccinat-Synthase, die Pyruvat-Formiat-Lyase, die Glycerol-
Dehydratase, die 4-Hydroxyphenylacatat-Decarboxylase und die anaerobe
Ribonukleotid-Reduktase (Klasse 1) (Selmer et al.,, 2005). GRE bendtigen zur
Radikalbildung am Glycin ein weiteres Radikalenzym. Die aktivierenden Enzyme (des
Weiteren als Aktivasen bezeichnet) gehdren zur Radikal-SAM (S-Adenosylmethionin)-
Superfamilie. Mitglieder dieser Familie weisen typischerweise ein [Fe;S,]-Cluster mit
einem konservierten CXXXCXXC-Cystein Motiv auf. Die Cysteine bilden drei Liganden
des [FesS,]-Clusters, wobei der vierte Ligand unbekannt ist. Aufgrund der Eisen-
Schwefel-Cluster sind SAM-Proteine ebenfalls sehr labil und werden durch Sauerstoff
leicht inaktiviert. Datenbanksuchen gegen das Cystein-Motiv ergaben, dass ca. 600
Proteine zu der SAM-Superfamilie zu zahlen sind (Sofia et al., 2001). Der genaue

Mechanismus der GRE-Aktivierung und Katalyse ist unter Abschnitt 3.3 beschrieben.
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3.1. Anaerober Abbau von Toluol

Die Aktivierung von Toluol unter anoxischen Bedingungen erfolgt Gber Fumarat-Addition
und wurde fur viele denitrifizierende Bakterien, wie z. B. Thauera aromatica (Biegert et
al., 1996), Azoarcus sp. Stamm T (Beller und Spormann, 1997) und
Magnetospirillum sp. TS-6 (Shinoda et al., 2005), untersucht. Daneben wurde dieser
Mechanismus auch bei Eisen(lll)-reduzierenden (Kane et al., 2002), sulfatreduzierenden
(Beller et al., 1996), phototrophen (Zengler et al., 1999) Stdmmen und methanogenen
Konsortien (Washer und Edwards, 2007) beschrieben. Das katalysierende Enzym dieser
Reaktion wurde nach dem entstehenden Reaktionsprodukt Benzylsuccinat-Synthase
(Bss) genannt und wird in die Familie der Glycinradikal-Enzyme (GRE) eingeordnet. Das

Benzylsuccinat wird weiter zum zentralen Intermediat Benzoyl~CoA metabolisiert.

COO- COO~-
% Bss
+ —>
COO- COO-
Toluol Fumarat Benzylsuccinat

Abbildung 1: Enzymatische Bildung von Benzylsuccinat
Katalysiert durch die Benzylsuccinat-Synthase (Bss) entsteht durch Addition der Methyl-Gruppe
von Toluol an Fumarat das Reaktionsprodukt Benzylsuccinat.

Die Benzylsuccinat-Synthase wurde erstmals 1998 aus T. aromatica gereinigt und
naher charakterisiert (Leuthner et al., 1998). Sie besteht aus drei Untereinheiten: einer
groRen a-Untereinheit (97,6 kDa) und zwei kleinen Untereinheiten, der - (8,6 kDa) und
y-Untereinheit (6,6 kDa). Das typische RVXG-Motiv von GRE ist im C-Terminus der
o-Untereinheit lokalisiert. Das Holoenzym setzt sich aus jeweils zwei der drei
Untereinheiten zusammen (azB2y2). Dieser Aufbau wurde durch die Reinigung der
Benzylsuccinat-Synthase aus Azoarcus sp. Stamm T bestatigt (Beller et al., 1999). Das
katalytisch wirksame Enzym muss jedoch zuvor, wie oben beschrieben, durch eine

Aktivase aktiviert werden.

-10 -
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Die Gene fir die a-,- und y-Untereinheit der Benzylsuccinat-Synthase und die Aktivase
bilden ein Operon, d. h. sie werden gemeinsam transkribiert. Die Aktivase liegt dabei
oberhalb zu den drei Untereinheiten (Abb. 2). Die Region auf der DNA umfasst dabei ca.
4,5 kb (Leuthner et al., 1998). Dartber hinaus kann das Operon weitere Gene bisher
unbekannter Funktion umfassen (Kube et al., 2004). Das bssA Gen, welches die grolie
Untereinheit der Benzylsuccinat-Synthase kodiert, wird dabei neuerdings verstarkt als
Markergen in  Studien zur Identifizierung potentieller Toluolabbauer in
kohlenwasserstoffverunreinigten Habitaten eingesetzt (Winderl et al., 2007, Beller et al.,
2008).

| | | | |
0 1000 2000 3000 4000 5000 bp

bssD bssC bssA bssB

Abbildung 2: bss Operon aus Thauera aromatica mit den Genen der drei Untereinheiten der
Benzylsuccinat-Synthase

Untereinheiten: bssC (y-Untereinheit), bssA (a-Untereinheit) und bssB (B-Untereinheit). Gen bssD
kodiert die Aktivase der Benzylsuccinat-Synthase (nach Leuthner et al., 1998).

3.2. Anaerober Abbau von Hexan in Stamm HxN1

Gestltzt durch Metabolitstudien wurde in Stamm HxN1 flir die anaerobe Aktivierung von
Hexan ein ahnlicher Mechanismus wie bei der anaeroben Aktivierung von Toluol
postuliert (Wilkes et al., 2003, Rabus et al., 2001).
Elektronen-Paramagnetische-Resonanz (EPR)-Studien belegten deutlich die Existenz
eines organischen Radikals beim Wachstum des Stammes mit Hexan, nicht jedoch bei
Wachstum mit Capronat. Deshalb wurde vermutet, dass, analog zum Toluolabbau, im
ersten Schritt Hexan Uber einen Radikalmechanismus an Fumarat addiert wird,
wodurchwird 1-Methylpentylsuccinat gebildet wird. Das postulierte katalysierende Enzym

wurde als Methylalkylsuccinat-Synthase (Mas) bezeichnet.

-11-



Einleitung

COO- COO-
Mas
+ —>

COO- COO-

Hexan Fumarat 1-Methylpentylsuccinat

Abbildung 3: Enzymatische Bildung von 1-Methylpentylsuccinat
Katalysiert durch die Methylalkylsuccinat-Synthase (Mas) entsteht durch Addition von Hexan an
Fumarat das Reaktionsprodukt Methylpentylsuccinat.

Im weiteren Reaktionsverlauf wird zunachst aus der freien Saure wahrscheinlich ein
CoA-Thioester  (1-Methylpentylsuccinyl-CoA) gebildet. Durch Umlagerung des
Kohlenstoffgerlistes entsteht 2-Methylhexylmalonyl-CoA, welches in einem nachsten
Schritt zu 4-Methyloctanoyl-CoA decarboxyliert wird. Die weiteren Abbauschritte
entsprechen der p-Oxidation von Fettsauren bis hin zu CO, als terminalem
Abbauprodukt. Wahrend dieses Prozesses kann Fumarat regeneriert werden (Wilkes et
al., 2003).
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Abbildung 4: Postulierter Abbauweg fur Alkane in Stamm HxN1
(aus Wilkes et al., 2003)
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Im Genom von Stamm HxN1 konnte ein Operon mit sieben offenen Leserahmen (ORFs)
identifiziert werden, dessen Gene unter anderem die homologen Proteine zu den drei
Untereinheiten der Benzylsuccinat-Synthase und des aktivierenden Enzyms kodieren
(Grundmann et al., 2008). Die grofte Ahnlichkeit besteht dabei zwischen dem Protein
MasD (theoretische Grolke 95 kDa) und der o-Untereinheit der Benzylsuccinat-
Synthase. Auch MasD enthédlt das charakteristische Glycinradikal Motiv (RVXG) im
C-terminalen Bereich des Proteins und weist das in allen GRE hochkonservierte Cystein
in der Aminosaurekette auf. Das flr die bendtigte Aktivase typische CXXXCXXC-Cystein
Motiv konnte in der abgeleiteten MasG-Sequenz identifiziert werden. Im Gegensatz zur
Bss ist die Aktivase also unterhalb der drei Untereinheiten lokalisiert. MasC,
v-Untereinheit und mask, B-Untereinheit kodieren die beiden kleinen Untereinheiten.
Aufgrund des ahnlichen Reaktionsmechanismus zur Toluolaktivierung wird fir das
Holoenzym ebenfalls eine o,f,y.-Komposition angenommen (Grundmann et al., 2008).
Den anderen drei Genen des Operons (masA, masB und masF) konnte bisher keine
direkte Beteiligung am Hexan-Abbau nachgewiesen werden. MasA kodiert eine
mdgliche Acyl-CoA Dehydrogenase, masF eine Transposase. Zum Genprodukt von

masB gibt es bisher keine beschriebene Funktion in anderen Organismen.

| | | |
2000 4000 6000 bp

0
masA masB masC masD maskE maskF masG

Abbildung 5: Genetische Organisation des mas-Operons in Stamm HxN1

Die Gene masC (y-Untereinheit), masD (a-Untereinheit) und masg (B-Untereinheit) (blau)
kodieren fiir die drei potentiellen Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-Synthase, masG (rot)
kodiert die Aktivase. Das Genprodukt von masA ist moglicherweise eine Acyl-CoA
Dehydrogenase, masF kodiert eine Transposase. MasB kodiert ein Protein bislang unbekannter
Funktion (nach Grundmann et al., 2008).
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3.3. Aktivierung und Reaktion der Methylalkylsuccinat-Synthase

Die Aktivierung der Methylalkylsuccinat-Synthase erfolgt wahrscheinlich Uber die
Aktivase MasG, ein Enzym der S-Adenosylmethionin (SAM)-Superfamilie. In einem
ersten Schritt wird das [Fe,S4]-Cluster von MasG reduziert und Ubertragt ein Elektron auf
das Sulfonium-lon von SAM, welches als Cosubstrat in der Reaktion dient. Dadurch wird
SAM  reduktiv  gespalten, wobei neben  Methionin ein  hochreaktives
5’ Desoxyadenosylradikal entsteht (Abb 6). Das 5 Desoxyadenosylradikal abstrahiert im
Anschluss ein Wasserstoffatom vom Glycin im aktiven Zentrum der Mas, so dass ein
stabiles Glycylradikal gebildet wird. Diese Form entspricht der aktiven Form des
Enzyms. Im weiteren Reaktionsverlauf zieht das Glycinradikal ein Wasserstoffatom von
einem benachbarten Cystein ab, wodurch voriibergehend ein Thiylradikal entsteht. Das
Thiylradikal aktiviert das Substrat Hexan am C-2 Atom der Kohlenstoffkette unter
Bildung eines sekundaren Hexylradikals. Dieses Substratradikal wird an Fumarat
addiert, wobei ein 1-Methylpentylsuccinat-Radikal entsteht. In einem letzten Schritt wird
nun erneut ein Wasserstoffatom vom Cystein abstrahiert und auf das
1-Methylpentylsuccinat-Radikal Ubertragen, so dass Methylpentylsuccinat entsteht. Das
Cystein im aktiven Zentrum der Methylalkylsuccinat-Synthase geht wieder in seine
radikalische Form Uber und steht fur einen erneuten Reaktionszyklus zur Verfigung

bzw. kann in die stabilere Form des Glycinradikals tGberflhrt werden.
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Cys [ SH
Glyl—cH \/\) \/\)
SAM Hexan Hexylradikal

Methionin MasG

* 5" Desoxy- MasCDE CO0-
adenosin

Cys— SH Cys—S°® Cys—SH /
Gly c* Gly CH Glyl—CH
Fumarat
COO- COO-
COO- COO-
1-Methylpentylsuccinat 1-Methylpentylsuccinat-Radikal

Abbildung 6: Modell der Aktivierung und Reaktion der Methylalkylsuccinat-Synthase

(erweitert nach Buckel und Golding, 2006)

Unter S-Adenosyl-L-Methionin (SAM)-Verbrauch wird durch eine Aktivase (MasG) ein Radikal in
die Methylalkylsuccinat-Synthase (MasCDE)-Seitenkette eingebracht. Aktiviertes MasCDE
katalysiert die Addition von Hexan an Fumarat durch zwischenzeitliche Ubertragung des Radikals
auf Hexan. 1-Methylpentylsuccinat wurde als Zwischenprodukt beim anaeroben Wachstum mit
Hexan in Metabolitstudien identifiziert. EPR-Studien (Electron Paramagnetic Resonance)
belegten die Existenz eines Glycin-Radikalenzyms (Grundmann et al., 2008).
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C Material und Methoden

1. Chemikalien, Gase und Enzyme

Samtliche Chemikalien wurden, wenn nicht anders vermerkt, von den Firmen
Fluka/Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Serva
(Heidelberg) bezogen. Reinstwasser wurde durch die OPTILAB-Standard ,membraPure*
Anlage (Continental Water Systems Corporation, San Antonio, USA) erhalten.
Radioaktiv markiertes [0->*P]-dATP wurde von Hartmann Analytik (Braunschweig)
bezogen. Die verwendeten Gase (N2, 99,999%; CO, 99,8%) und Gasgemische (N,/CO,,
90/10, v/v) wurden von Air Liquide (Dusseldorf) geliefert.

Produkte fur molekularbiologische Arbeiten und Enzyme wurden von den Firmen
Roche Diagnostics (Mannheim), Invitrogen (Karlsruhe) und New England BioLabs (NEB,
Frankfurt) bezogen. Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden von Fermentas (St.
Leon-Rot) erworben. Die Protein- und Peptid-Kanninchen-Antiseren wurden von Pineda-

Antikdrper-Service (Berlin) hergestellt.

2. Mikrobiologische Methoden

2.1. Organismen

Tabelle 2: Verwendete Bakterienstamme

a) anaerobe n-Alkanabbauer

Stamm n-Alkanspektrum Elektronen- Referenz

akzeptor
HxN1 Cs—Cs Nitrat Ehrenreich et al., 2000
OcN1 Cs—C12 Nitrat Ehrenreich et al., 2000
Desulfothermus naphthae (TD3) Cs—C1s Sulfat Rueter et al., 1994
Desulfatibacillum sp. Pnd3 C14—C17 Sulfat Ackersberg et al.,1998
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Fortsetzung Tabelle 2: verwendete Bakterienstamme

b) Klonierungs- und Expressionsstamme

Stamm Genotyp Referenz

E.coli Top10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen Manual
$80lacZAM15 AlacX74 recA1 (One Shot TOP 10
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK Competent cells)
rpsL (StrR) endA1 nupG

E.coli BL21 Star (DE3)  F- ompT hsdSg (rs'mg’) gal dcm rne131 (DE3) Invitrogen Manual

(One Shot BL21(DE3)

Competent cells)

E.coli EPI300 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Epicentre Manual
#80lacdZAM15 AlacX74 recAl (Copy Control Fosmid
endAl araD139 A(ara,leu)7697 Library Production Kit)

galU galKA rpsL nupG trfA dhfr

Die Wildtyp-Stamme OcN1 und HxN1 wurden unter denitrifizierenden Bedingungen mit
n-Hexan (HxN1) und n-Octan (OcN1) als Kohlenstoffquelle aus Sediment-Proben
(Bremen) isoliert. Desulfothermus naphthae TD3 wurde aus Sediment des Guaymas-
Becken mit n-Decan als Kohlenstoffquelle, Desulfatibacillum sp. Pnd3 aus

Schlammvulkanproben mit n-Pentadecan als Kohlenstoffquelle isoliert.

2.2. Nahrmedien

2.2.1. Anerobes Medium zur Anzucht von Stamm HxN1 und Stamm OcN"1

Grundmedium

Fir das Grundmedium wurden die hitzestabilen Salze in H,O gelést und in einer

Schottflasche mit Begasungsaufsatz autoklaviert (20 min, 121 °C).

KH,PO, 05 g
NH,CI 03 g
MgSO, - 7 H,O 0,5 g
CaCl, 2 H,O 0,1 g
H,O ad 1000 ml
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Nach dem Autoklavieren wurde das Medium unter einer No/CO, (90/10, v/v) Atmosphare

abgekuhlt und die hitzelabilen Komponenten aus sterilen Stammldésungen zugesetzt.

Spurenelemente (komplexiert) 1 mi/
Selenit-Wolframat-L6sung 1 mi/l
Vitamingemisch 1 mi/l
Vitamin B4,-Ldsung 1 ml/l
Riboflavin-Lésung 1 ml/l
Thiamin-Lésung 1 ml/l
NaHCO;-Ldsung (1 M) 30 mi/l
Ascorbat-Lésung (1 M) 2 milll

Der pH-Wert des Mediums lag bei 7,0 — 7,2. Die organischen Substrate und Nitrat als

Elektronenakzeptor wurden je nach Bedarf steril zugesetzt.

Stammldsungen

a) Spurenelemente (komplexiert)

Folgende Salze wurden in ca. 900 ml H,O unter leichtem Erwarmen gelost:

FeSO, 7 H,0O 21 g

Na,-EDTA 52 ¢

Hs;BO; 30,0 mg
MnCl, - 4 H,O 100,0 mg
CoCl, 6 H,O 190,0 mg
NiCl, - 6 H,O 24,0 mg
CuCl, 2 H,O 2,0 mg
ZnS0O, " 7 H,O 144,0 mg
Na,MoO, - 2 H,O 36,0 mg
H,O ad 1000 ml

Der pH-Wert der Spurenelementlésung wurde mit NaOH auf 6,0 — 6,5 eingestellt und die
Losung autoklaviert und bei 4°C dunkel gelagert.
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b) Selenit-Wolframat-Losung

NaOH 400 mg
Na,WO, - 2 H,0 8 mg
Na,SeO; - 5 H,O 6 mg
H20 ad 1000 ml

Die Selenit-Wolframat-Lésung wurde autoklaviert und bei 4°C dunkel gelagert.

c) Vitamingemisch

4-Aminobenzoesaure 40 mg
D (+)-Biotin 10 mg
Nicotinsaure 100 mg
Calcium-D - (+) - Pantothenat 50 mg
Pyridoxin - 2H,0 150 mg
Thiaminchlorid Hydrochlorid 100 mg
H,O ad 1000 ml

Die Lésung wurde uber eine Cellulose-Acetat Membran (Filtropur BT50; Porengréfe 0,2

um, Sarstedt) sterilfiltriert und bei 4°C dunkel gelagert.

d) Vitamin B4,-L6ésung

Cyanocobalamin 50 mg
H,O ad 1000 ml

Die Losung wurde Uber eine Cellulose-Acetat Membran sterilfiltriert und bei 4°C dunkel

gelagert.
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e) Riboflavin-Lésung

Eisessig 1 ml
Riboflavin 25 mg
H20 ad 1000 ml

Die Losung wurde Uber eine Cellulose-Acetat Membran sterilfiltriert und bei 4°C dunkel

gelagert.

f) Thiamin-Lésung

Thiaminchlorid Hydrochlorid 100 mg
H,O ad 1000 ml

Die Losung wurde Uber eine sterilfiltriert und bei 4°C dunkel gelagert.

g) NaHCO;-Losung (1M)

NaHCO; 84 ¢
H,O ad 1000 ml

Die Losung wurde in 60 ml Aliquots auf Serumflaschen verteilt und mit gasdichten
Septen verschlossen. Die Flaschen wurden wiederholt mit CO, begast, geschuttelt und
evakuiert (3-4 Wiederholungen), um Sauerstoff aus der Lésung zu entfernen. Nach dem

Autoklavieren erfolgte die Lagerung bei Raumtemperatur.

h) Ascorbat-Lésung (1 M)

In einem Eisbad wurden 17,6 g Ascorbinsdure in 100 ml anoxischem H,O mit 10 M
NaOH unter Rihren neutralisiert. Die Losung wurde Uber einen Sterilfilter aus Cellulose-

Acetat filtriert, mit N, begast und bei 4°C dunkel gelagert.

Die Ascorbat-Lésung wurde dem Medium zur chemischen Reduktion der Bestandteile

zugesetzt.
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2.2.2. Anaerobes Medium zur Anzucht von Desulfothermus naphthae (Stamm TD3)

Grundmedium

Fir das Grundmedium wurden die hitzestabilen Salze in H,O gelést und in einer

Schottflasche mit Begasungsaufsatz autoklaviert (20 min, 121 °C).

Na,SO, 40 ¢
KH,PO, 02 g
NH,CI 0,25 g
NaCl 200 g
MgCl, - 6 H,O 98 g
KCI 05 g
CaCl, 2 H,O 01 g
H,O ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren wurde das Medium unter einer No/CO, (90/10, v/v) Atmosphare

abgekuhlt und die hitzelabilen Komponenten aus sterilen Stammldésungen zugesetzt.

Spurenelemente (sauer) 1 ml/
Selenit-Wolframat-Lésung 1 ml/
Vitamingemisch 1 mlll
Vitamin B4,-Ldsung 1 ml/l
Riboflavin-Lésung 1 ml/
Thiamin-Lésung 1 ml/
NaHCO;-Ldsung (1 M) 30 mi/l
Na,S -9 H,O (1 M) 1 ml/l

Der pH-Wert des Mediums wurde mit HCI auf pH 6,8 eingestellt.
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Stammldsungen

Die Stammloésungen entsprachen bis auf die Spurenelement-Lésung denen des
Grundmediums von Stamm HxN1 und Stamm OcN1. Die Zusammensetzung der
Spurenelemente wich dabei folgendermalien ab:
- Die Spurenelement-Losung fur Desulfothermus naphthae enthielt kein Na-EDTA,
statt dessen wurden der Losung 13 ml/l HCI (25%) zugesetzt.
- Die FeSO, - 7 H,O Menge pro Liter Lésung lag bei 5,25 g, die ZnSO, " 7H,0
Menge betrug 0,36 g.

Das Na,S diente zur chemischen Reduktion der Mediumsbestandteile. Fir die Na,S-
Lésung wurde eine moglichst grofRer Na,S - 9H,0 Kristall gewogen und anschlief3end in
der entsprechenden H,O Menge unter N,-Begasung gelést. Die Ldésung wurde

autoklaviert.

2.2.3. Anaerobes Medium zur Anzucht von Desulfatibacillum sp. (Stamm Pnd3)

Grundmedium

Far das Grundmedium wurden die hitzestabilen Salze in H,O gelést und in einer

Schottflasche mit Begasungsaufsatz autoklaviert (20 min, 121 °C).

Na,SO, 0,2 g
KH,PO, 02 g
NH,CI 025 g
NaCl 1 g
MgCl, 6 H,O 04 g
KCI 05 g
CaCl, 2 H,O 0,1 g
H,O ad 1000 ml

Nach dem Autoklavieren wurde das Medium unter einer No/CO, (90/10, v/v) Atmosphare

abgekuhlt und die hitzelabilen Komponenten aus sterilen Stammldésungen zugesetzt.
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Spurenelemente (komplexiert) 1 ml/
Selenit-Wolframat-Lésung 1 ml/
Vitamingemisch 1 mlll
Vitamin B4,-Lésung 1 ml/l
Riboflavin-L6sung 1 mi/l
Thiamin-Lésung 1 mi/l
NaHCO;-Ldsung (1 M) 30 mi/l
Na,S - 9 H,O (1 M) 1 ml/l

Stammldsungen

Die Stammlésungen entsprachen bis auf der Selenit-Wolframat-Losung denen des
Grundmediums von Stamm HxN1 und Stamm OcN1.

Selenit-Wolframat-Lésung fir Desulfatibacillum sp. (Stamm Pnd3):

NaOH 400 mg
Na,WO, - 2 H,O 32 mg
Na,SeO; - 5 H,O 6 mg
Na,MoO, - 2 H,0 24 mg
H20 ad 1000 ml

Zusatzlich wurden dem Medium noch 2,0 ml einer sterilfiltrierten Cystein-Lésung (0,5 M,
pH 7 in Wasser) und Natrium-Dithionit in einer Konzentration von 0,1 mM zugesetzt.

Der pH-Wert des Mediums wurde mit HCI auf pH 6,7 eingestellt.

2.2.4. Aerobes Medium zur Anzucht von Escherichia coli

LB -Medium
Trypton 10 g
Hefeextrakt 5¢
NaCl 10 g
H.O ad 1000 ml

Far feste Medien wurde dem Ansatz 1,5% (w/v) Agar zugesetzt.
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2.3. Anzucht der Zellen

2.3.1. Zellanzucht der anaeroben n-Alkanabbauer

Fir die Stammkulturhaltung wurden die Stdmme HxN1 und OcN1 unter anoxischen,
denitrifizierenden Bedingungen mit n-Hexan (HxN1) und n-Octan (OcN1) bzw. Capronat
als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle kultiviert. Um mdgliche toxische Effekte zu
vermeiden, wurden die Alkane in einer inerten organischen Tragerphase mit einer
Endkonzentration von 5% (v/v) der Tragerphase zugesetzt. Als Tragerphase diente
2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan (HMN) oder dickfliissiges Paraffin bei Reinkulturen,
welche jeweils autoklaviert und unter No-Atmosphare gelagert wurden. Capronat wurde
in einer Endkonzentration von 3 mM direkt dem Medium zugegeben. Die
Anfangskonzentration von Nitrat betrug 1 mM. Der Nitratgehalt der Kulturen wurde Uber
Mercoquant—Nitrat-Teststabchen (Merck, Darmstadt) qualitativn gemessen und
gegebenenfalls wurde erneut Nitrat zugesetzt (bis zu 10 mM Nitrat). Die Kulturen
wurden unter Schutteln liegend bei 28°C inkubiert, ohne das die Tragerphase den
Stopfen berlGhrte. Das Inokulationsvolumen betrug 2-5% (v/v) einer wachsenden
Bakterienkultur.

Massenanzuchten des Stammes HxN1 wurden in 20 bzw. 50 Liter Kulturflaschen
(Ochs, Bovenden/Lenglern) unter anoxischen Bedingungen mit 5% (v/v) n-Hexan in
Paraffin als Tragerphase durchgeflihrt. Die Kulturen wurden durch Magnetrihrer gerihrt.
Die Temperierung auf 28°C erfolgte mittels eines Wasserbades. Nach der Ernte von ca.
18 bzw. 45 Litern Kultur (siehe Material und Methoden 2.4.1) wurde die restliche Kultur
unter No/CO,-Begasung mit frischem Medium aufgefiillt und gegebenenfalls erneut Nitrat
und Hexan zugesetzt. Der Nitrat- und Nitritgehalt der Kulturen wurde iber Mercoquant—
Nitrat-Teststabchen und mittels HPLC (siehe Material und Methoden 4.11) bestimmt.

Desulfothermus naphthae TD3 wurde mit n-Decan als Kohlenstoffquelle kultiviert. Die
Konzentration von n-Decan betrug 10% (v/v) in HMN als Tragerphase. Zusatzlich wurde
dem Medium 0,2 mM Natrium-Dithionit zugesetzt. Das Wachstum der Kultur wurde Uber
die Entstehung von Schwefelwasserstoff beobachtet. Bei einer Konzentration von ca. 10
mM H.S wurde die Kultur geerntet. Die Ansatze wurden bei 60°C liegend inkubiert. Das

Animpfen erfolgte mit 5% (v/v) einer wachsenden Kultur.
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Die Anzucht von Desulfatibacillum sp. Stamm Pnd3 erfolgte mit 4 mM Capronat als
Kohlenstoffquelle. Die Kultur wurde bei 28°C im Dunkeln ohne Schiitteln inkubiert. Auch

hierbei diente die Bildung von Schwefelwasserstoff als Wachstumsindikator.

2.3.2. Zellanzucht von Escherichia coli

E.coli wurde in flissigem LB-Medium in Réhrchen (5 ml Kulturvolumen) bzw. 250 ml
Erlenmeyerkolben (50 ml Kulturvolumen) kultiviert. Bei Bedarf (anhangig vom
eingesetzten Vektor) wurden Antibiotika in entsprechenden Konzentrationen zugesetzt
(siehe Tab. 4). Das Wachstum erfolgte Gber Nacht bei 37°C auf einem Schittler (180
rpm). LB-Agarplatten wurden ebenfalls Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.4. Zellernte von Alkanabbauern unter anoxischen Bedingungen

2.4.1. Kontinuierliche Ernte

Die 20 bzw. 50 Liter Kulturen wurden in einer kontinuierlichen Erntezentrifuge (Contifuge
stratos, Heraeus Instruments, Hanau) mit einem Durchfluss von ca. 200 mil/min bei
17000 rpm und 4°C geerntet. Dabei wurde in den Kulturflaschen durchgangig ein Druck
von 0,1 bar N, aufrechterhalten. Nach der Zentrifugation wurde der Rotor sofort in eine
Anaerobenkammer mit Stickstoffatmosphare eingeschleust, dort gedffnet und die Zellen
in Serumflaschen Uberfuhrt. Die Zellen wurden entweder direkt zum Zellaufschluss

eingesetzt oder bei —80°C in Serumflaschen mit Butylstopfen eingefroren.

2.4.2. Diskontinuierliche Ernte

Um eine Ernte unter Sauerstoffausschluss durchfiihren zu konnen, wurde ein Teil einer
20 Liter-Kultur direkt unter 0,1 bar N, Begasung in die Anaerobenbox eingeleitet und in
500 ml Zentrifugenbecher Uberfiihrt. Die Becher wurden zum Ausgasen mindestens
zwei Tage vor Versuchsbeginn in die Anaerobenkammer eingeschleust. Die
Zentrifugation erfolgte in einer Avanti J-26 XP Zentrifuge (Beckmann Coulter, Krefeld)
bei 9000 rpm und 4°C fir 25 min. Zur weiteren Verwertung der Zellpellets (analog zur
kontinuierlichen Ernte) wurden die Becher sofort wieder in die Anaerobenkammer

eingeschleust.
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2.5. Herstellung von Zellextrakten

Far die Herstellung von Zellextrakten wurden entweder frisch geerntete Zellen
eingesetzt oder bei —80°C gelagerte Zellen auf Eis aufgetaut. Die Zellen wurden 1:1
(w/w) in Aufschlusspuffer (siehe Tab. 3) resuspendiert und in der Anaerobenkammer in
eine French-Press Zelle Uberfuhrt. Der Aufschluss erfolgte mit einer French-Press (Sim
Aminco Spectronic Instruments, Rochester, USA) bei einem Druck von ca. 1000 psig (70
bar), wobei der aufgeschlossene Extrakt mit Hilfe einer Kanlle direkt in eine
anaerobisierte Serumflasche mit Butylstopfen geleitet wurde. In der Serumflasche waren
0,25 mg/ml DNaseA zum Verdau und Glaskligelchen zur mechanischen Zerkleinerung
der DNA vorgelegt. Die aufgeschlossenen Zellen wurden fiir ca. 30 min in einem Uber-
Kopf-Schittler bei 28°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Zellextrakt in 2 ml Eppendorf-
Cups uberfihrt und 25 min bei 20000 x g in einer in der Anaerobenbox stehenden
Zentrifuge zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der zellfreie Uberstand
abgenommen und entweder direkt verwertet oder in luftdicht verschlieBbaren
GlasgefalRen bei —20°C bzw. —80°C gelagert. Alle eingesetzten Kunststoffgefalte wurden

vor ihrer Verwendung mindestens 24 h in der Anaerobenkammer gelagert.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Aufschlusspuffers

Substanz Konzentration
Tris-HCI 100 mM
Fumarat 5 mM
Dithiothreitol 8 mM
Natriumdithionit 4 mM
Titan (ll1)-Citrat 4 mM
Glycerin (anoxisch) 20 % (viv)

Der pH-Wert des Aufschlusspuffers wurde auf 8,0 eingestellt.
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3. Molekularbiologische Methoden

3.1. Vektoren und Primer

Tabelle 4: Verwendete Vektoren

Vektor Resistenz Hersteller
(Konzentration im Medium (ug/ml))

pET-42a—c(+) Kanamycin (30) Novagen

pT7-SBP-2 Expressionsvektor Ampicillin (100) Sigma

pCR 4-TOPO Vektor Ampicillin (100) Invitrogen

pCC1Fos Chloramphenicol (12,5) Epicentre

Primer wurden von MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert. Bis zu einer Lange von 50

Nukleotiden wurden die Primer chromatographisch nach HPST (high purity salt free)-

Technik (MWG interner Standard) aufgereinigt. Bei einer Lange von Gber 50 Nukleotiden

wurden die Primer mittels HPLC gereinigt.

Tabelle 5: Verwendete Primer

Zielgen
Sequenz (5 - 3')

Restriktions-

schnittstelle

Uberexpression der a-Untereinheit (masD) von Stamm HxN1

o-fw: GCGGATCCACTGCAACTTCAACACTATCCA BamHI
o-rev: CCGCTCGAGTTAGCCTAGCCCCTGGACGGT Xhol
Uberexpression der p-Untereinheit (masE) von Stamm HxN1

B-fw: CAGAAGCTTCCAAATGCACAGAATGTGGCCA Hindlll
B-rev: AGCTCGAGCTAACCTTCGGCCAAGTTTT Xhol
Uberexpression der y-Untereinheit (masC) von Stamm HxN1

y-fw: CGGATCCTCTACATGCAAAGAGTGTC BamHI
y-rev: GCCAAGCTTCTAATGCGCTTTTGCTGTTC Hindlll
Uberexpression der Aktivase (masG) von Stamm HxN1

Ac-fw: AATAAGCTTCCATCGTCCGTGCCATCGCCAA Hindlll
Ac-rev: CGAGATCTTCAGTCAGACCGTTTGCAGT Bglll
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Fortsetzung Tab 5: Verwendete Primer

Zielgen
Sequenz (5" — 3')

Restriktions-

schnittstelle

Uberexpression des masCDE-Konstrukts von Stamm HxN1

y-Untereinheit mit zusatzlicher Ribosomenbindungsstelle

YRBS-fw: GCGCATATGTCTACATGCAAAGAGTGTGC

YRBS-rev: CCGCATATGTATATCTCCTTCGCGGTCAATGCGCTTTTGCTGTTCTG
GTATTTTCCAGAT

a- und B-Untereinheit

afp-fw. CGGATCCACTGCAACTTCAACACTATC

ap-rev:  TGTGCGGCCGCCTAACCTTCGGCCAAGTTTTCGA

Ndel
Ndel

BamHI
Notl

Sondenprimer Stamm OcN1(masD)
43-fw: T(TA)(CT)GA(GC)GA(GT)AAGAAGTACAC
44-rev: (AC)(AC)GTTGAACTGIA(CT)(AG)TG(AG)TC

Primer zum Luckenschluss zwischen OcN1 Shotgun-Klonen (an Fosmid-DNA und genomischer DNA)

137-fw.  ACGCGTATGGTTCAGATGGT
138-rev. GTTGCAAGCATCGGTACCAT

Primer fir das masD-Gen in Stamm Pnd3

213-fw:  AATGGTGGTGG(AG)T(GC)GC(GT)GAA
214-rev:  AAAGTG(GT)GCGCTGTA(AGT)CC(AGC)G
249-fw:  TCCGGCTTTGAAGACGCAAA

244-rev:  AGGGCGTATTCCACCATCTT

246-fw:  CTCGGCCGTTTTGAAATCCT

250-rev: GATTTCCAATCCGTGTTCCG

Primer fir das masD-Gen in Stamm TD3
213-fw: siehe Primer fir Pnd3

214-rev: siehe Primer fiir Pnd3

Primer zur Unterscheidung von Alkan-und Aromaten-Abbauern im mas- bzw. bss-Gen, allgemeine

Screening-Primer

159-fw: TGAAG(TG)TGGTTCTTGAGGCG (Alkan-Abbauer)

147-rev: TCA AGC GCA TCG A(CT)G A(GC)T TG (Alkan-Abbauer)
148-fw:  TGG GTC AAC GTG CTG TGC AT (Aromaten-Abbauer)
149-rev. TCC TCG (AT)(AG)(AG) CCT TCC CAG TT (Aromaten-Abbauer)
150-fw:  CC(AGC) AA(AG) TGG GG(CT) AA(CT) GA(CT) GA

151-rev: TTG AAC TG(AGC) A(CT)(AG) TG(AG) TC(AG) AT
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Primer fir die Sequenzierung des OcN1-Fosmid-Klons, zur Sequenzierung der PCR-
Produkte, sowie generelle Vektor-Sequenzierprimer sind im Anhang (Kapitel G)
aufgefiihrt. Abb.7 zeigt eine Ubersicht (iber die Bindungsstellen einzelner Primer, die zur

Ermittlung der mas-Gensequenz eingesetzt wurden.

a-Untereinheit E

43 >——=< 44 Sondenprimer OcN1
213 214 Pnd3-Primer
249 244
246 250
240 > 241> 242 > 243 > 245 > 246 > 253 >
<251 <252 <244 <247
213 214 TD3-Primer
230 > <231
159 147 Primer zur Unterscheidung
von Alkan - und Aromaten -
148 >——=<149 Abbauern

Abbildung 7:  Zielregion der Primer zur mas-Gen Ildentifizierung in verschiedenen Stdmmen
Primer, die zur Amplifizierung von PCR-Produkten eingesetzt wurden, sind fett dargestellt, kursiv
gedruckte Primer wurden zur Sequenzierung eingesetzt ( > forward-Primer; < reverse-Primer).

3.2. Plasmidkonstrukte zur heterologen Expression

Die a-, B- und y-Untereinheit der Methylalkylsuccinat-Synthase von HxN1, sowie das
masCDE-Konstrukt wurden in dem pET-42a—c(+)-Vektor lUberexprimiert. Die Konstrukte
sind N-terminal mit dem Glutathion-S-Transferase —Tag (GST-Tag) verbunden, iber den
auch die Reinigung erfolgte. Bei dem masCDE-Konstrukt besitzt nur die a-Untereinheit
N-terminal den GST-Tag, die beiden anderen Untereinheiten verblieben ohne Tag. Dafur
wurde  zunachst die  y-Untereinheit  (masC) mit  einer  zusatzlichen
Ribosomenbindungsstelle von E.coli Uber zwei Ndel-Schnittstellen oberhalb des GST-
Tags in den Vektor eingebracht. AnschlieRend wurde ein weiteres Konstrukt, bestehend
aus der a- (masD) und der B-Untereinheit (mask), in frame unterhalb zum GST-Tag

kloniert. Durch den Erhalt der intergenen Region zwischen masD und masE wird flr die
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Translation der B-Untereinheit die Ribosomenbindungsstelle von Stamm HxN1 genutzt.
Die Aktivase wurde in den pT7-SBP-2 Expressionsvektor kloniert und besitzt, ebenfalls
N-terminal, einen Streptavidin-Bindungs-Peptid-Tag (SBP-Tag), eine Weiterentwicklung
des Strep-Tag.

YRBS-fw yRBS-rev ap-fw of-rev

H GSTlag o-Untereinheit d

Abbildung 8: Konstrukt zur  Uberexpression der drei mas-Untereinheiten  im
pET 42 a-c(+)-Vektor
Die Primer sind analog zu Tabelle 5 benannt.

3.3. DNA-Isolierung

3.3.1. Isolierung von chromosomaler DNA

Zur Gewinnung von chromosomaler DNA wurden die Zellen zunachst pelletiert und im
Verhaltnis 1:2 (Pellet : Puffer) in B1-Puffer (50 mM Na;EDTA; 50 mM Tris basisch; 0,5%
Tween-20; 0,5% Triton X-100; pH 8,0) mit 200 pg/ml RNase A resuspendiert.
AnschlieRend wurden Lysozym und Proteinase K in einer Endkonzentration von 5 mg/ml
bzw. 2 mg/ml zugesetzt und der Ansatz fur mindestens eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Zur Deprotonierung der DNA wurde zu der Lésung Vs (v/v) Puffer B2 (3M Guanidin HCI;
20% Tween-20) hinzugegeben und der Gesamtansatz ca. eine Stunde bei 50°C
gehalten. Danach wurde die DNA mittels Isopropanol (1:1 (v/v)) gefallt, auf einen
Glasstab aufgewickelt, in 1-fach TE-Puffer (10 mM Tris; 1 mM Na,EDTA; pH 8,0)
Uberfuhrt und durch mehrmalige Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) Extraktion
weiter gereinigt. Nach der letzten Extraktion wurde die wassrige Phase durch Zugabe
von Natrium-Acetat (Endkonzentration 0,3 M) angesauert und die DNA erneut mit
Isopropanol gefallt. AnschlieRend wurde der Ansatz zentrifugiert (5000 rpm; 1 h; 4°C)
das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und die DNA
anschlieltend bei 60°C in H,O geldst. Die Lagerung erfolgte bei 4°C. Bei der Isolation
von Sulfatreduzierer-DNA wurde die DNA nach der ersten Fallung nicht auf einen
Glasstab aufgewickelt, sondern tber Zentrifugation (5000 rpm, 1h, 4°C) pelletiert und in

1-fach TE Puffer resuspendiert. Alle weiteren Schritte erfolgten wie oben beschrieben.
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3.3.2. Isolierung von Plasmid DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei gréRerem Kulturvolumen erfolgte eine
Isolierung der Plasmide basierend auf den Pufferzusammensetzungen des Kits fir
Resuspensions-, Lysis- und Deprotonierungspuffer. Als abschlielRender
Reinigungsschritt wurde eine Isopropanolfallung durchgefiihrt und die Plasmid-DNA mit

70% Ethanol gewaschen. Die Lagerung der Plasmide erfolgte bei - 20°C bzw. 4°C.

3.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Vervielfaltigung von Genen, zur
Uberexpression und zur Kontrolle von klonierten DNA-Fragmenten eingesetzt. Die
Reaktionen wurden in 0,2 ml PCR-Reaktionsgefallen (Eppendorf, Hamburg)
durchgeflhrt.

Tabelle 6: Pipettierschema in der PCR-Reaktion

Zusatz Volumen (ul) Endkonzentration
Reaktionspuffer, 10-fach 1,5 1-fach

dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 0,34 mM

Primer 1 (10 uM) 1,0 0,67 uM

Primer 2 (10 uM) 1,0 0,67 uM
Taqg-Polymerase 1,0 ~1U

DNA 1,5-10 ng/pl

H,O ad 15

Als DNA-Material wurde sowohl gereinigte chromosomale DNA oder Plasmid-DNA als
auch direkt Koloniematerial (,whole cell PCR") eingesetzt. Bei groReren Ansatzen (bis
zu 50 ul) wurden die eingesetzten Mengen entsprechend angepasst.

Fir die Uberexpression verschiedener Gene wurden sogenannte ,proofreading
Polymerasen® (High Fidelity Polymerase, Roche Diagnostics, Mannheim bzw. 9° North,
NEB, Frankfurt) verwendet, die durch ihre Exonuklease-Aktivitat eine geringere
Fehlerrate beim Nukleotideinbau als die Taq-Polymerase aufweisen. Fir diese PCR-

Reaktionen wurden die Protokolle der Firmen angewendet.
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Die PCR wurde in Thermocyclern (Eppendorf, Hamburg) nach folgendem

Standardprogramm durchgefihrt.

1 Initiale Denaturierung 94°C 2—-10 min
2 Denaturierung 94°C 0,5 min
3 Annealing (Hybridisierung) 48 - 56°C 0,5 min
4 Elongation 68 - 72°C 0,5—-6 min
5 Finale Elongation 72°C 5 min
6 Standtemperatur 20°C 0

Die Amplifikation der PCR-Produkte erfolgte in der Regel in 30 Zyklen (Wiederholung
Schritt 2-4). Die geeignete Hybridisierungstemperatur wurde experimentell ermittelt; die
Elongationszeit und -temperatur richtete sich nach der Produktgrole und der

Prozessivitat der verwendeten Polymerase.

3.5. Reinigung und Sequenzierung von PCR-Produkten

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes zur Kontrolle auf
einem Agarosegel (1% (w/v); NEEO Agarose, Roth, Karlsruhe) analysiert. Die Reinigung
des verbleibenden Reaktionsansatzes erfolgte mit dem Qiaquick PCR-Purification-Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Alternativ wurde die gesamte PCR-
Reaktion Uber ein Agarosegel aufgetrennt, die entsprechende Bande ausgeschnitten
und Uber das Qiaquick Gel-Extraction-Kit (Quiagen, Hilden) nach Herstellerangaben

aufgereinigt.

3.5.1. Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmiden

Die PCR-Produkte und Plasmidkonstrukte wurden mit einem ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, Darmstadt) sequenziert. Durch den Einbau von
verschiedenen fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden (ddCTP, ddATP, ddGTP,
ddTTP) werden in der Sequenzierungs-PCR unterschiedlich lange Einzelstrang-DNA-
Moleklle gebildet. Diese werden in dem Kapillarsequenzierer chromatographisch

aufgetrennt und die endstandigen Farbstoffe detektiert, so dass die Nukleotidsequenz
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ermittelt werden kann. Zur Sequenzierung wurde das BigDye Terminator v3.0 Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems) verwendet.

Tabelle 7:  Pipettierschema in der Sequenzierungs-PCR

Zusatz Volumen Endkonzentration
BigDye Reaktionspuffer 1,5 ul 1-fach

Primer (5 uM) 1,0 1uM

BigDye-Lsg 1,0 ul

DNA 2,0 yl 5-20 ng/ul

Fir die PCR wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet:

1 Initiale Denaturierung 96°C 20 sek
2 Denaturierung 96°C 10 sek
3 Annealing 53°C 5 sek
4 Elongation 60°C 4 min
5 Standtemperatur 15°C 0

Fir die Sequenzierungs-PCR wurden 40 Amplifikationszyklen (Schritt 2 bis 4)
verwendet. Die Reinigung erfolgte Uber Sephadex G-50 Superfine (GE Healthcare,
Minchen) Material. Daflir wurden 45 ul des Sephadex in MultiScreen Platten (Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA) drei Stunden bei Raumtemperatur mit 300 pl H,O
gequollen, abzentrifugiert (5 min, 910 g) und mit 150 ul H,O gewaschen. Auf das
vorbereitete Sephadex-Material wurde die verdinnte Sequenzierungs-PCR (5 pl PCR-
Ansatz + 10 ul H,O) aufgetragen und ebenfalls zentrifugiert.

Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit dem DNASTAR Lasergene Modul
Segman (GATC, Konstanz).

3.5.2. Sequenzierung von Fosmid Klonen

Die Sequenzierung des OcN1-Fosmid Klons wurde von GATC Biotech (Konstanz)
durchgefihrt. In einem ersten Schritt wurde aus dem Fosmid-Klon eine Shotgun
Bibliothek erstellt und die Shotgun-Klone mit einer 2-fachen Abdeckung ansequenziert.

Der Lickenschluss zwischen den einzelnen Shotgun-Klonen bis zum Single-Contig und
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die Sequenzierung bis zu einer 4-fachen Abdeckung erfolgte tUber Primerwalking nach
dem Sequenzierungsprotokoll flir Plasmide in dieser Arbeit. Die Analyse der
Sequenzdaten wurde mit dem DNASTAR Lasergene Modul Segman durchgefiihrt. Die
Isolierung der Fosmid-DNA erfolgte Uber das Qiagen Large-Construct Kit (Qiagen,

Hilden) nach Herstellerangaben.

3.6. Restriktion

Die DNA-Fragmente wurden mittels Restriktionsenzymen gemal den Angaben des
Herstellers gespalten. Ein Verdau mit zwei verschiedenen Enzymen wurde soweit wie
modglich in dem empfohlenen Puffersystem fir einen Doppelverdau (2-fach Tango
Puffer, Fermentas) durchgefiihrt bzw. die Konzentrationen der Enzyme den geanderten
Pufferbedingungen angepasst. Wenn dies nicht mdglich war, wurden die
Restriktionsansatze nach dem ersten Einzelverdau ber das Qiaquick PCR-Purification-
Kit (Qiagen, Hilden) gereinigt und anschlieRend erfolgte der Verdau mit dem zweiten
Restriktionsenzym unter neuen Pufferbedingungen.

Die Inkubationszeit flir die Restriktion betrug in der Regel eine Stunde bei 37°C.
Die Reaktion wurde entweder durch Hitzeinaktivierung (20 min bei 65°C bzw. 80°C) oder
durch Reinigung mittels des Qiaquick PCR-Purification-Kit (Qiagen, Hilden) gestoppt.

Verdaute Plasmid-DNA wurde Uber ein Agarosegel gereinigt.

3.7. Ligation von Plasmid- und Insert-DNA

Die Ligationsreaktion erfolgte in 1,5 ml Reaktionsgefa3en in einem Volumen von 15 pl
bei 4°C Uber Nacht. Dabei wurden Plasmid- und Insert-DNA in einem molaren Verhaltnis
von 1:1 bzw. 1:3 zugesetzt. Als Ligase wurde die T4-DNA-Ligase von Fermentas

verwendet.
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Tabelle 8: Pipettierschema fiir einen Ligationsansatz

Zusatz Volumen (ul) Endkonzentration

10-fach Ligasepuffer 1,5 1-fach

Plasmid-DNA - ca. 10 ng/pl

Insert-DNA - entsprechend des molaren Verhaltnisses
T4-DNA-Ligase 1,0 0,34 U/ul

ATP (90 mM) 1,0 6 mM

H.O ad 15

Der Ligationsansatz wurde direkt zur Transformation von chemisch kompetenten Zellen

verwendet.

3.8. Transformation von Escherichia coli

Es wurden 50-100 pl chemisch kompetenter E.coli-Zellen (Top 10 oder BL21(DE3);
Invitrogen, Karlsruhe) aufgetaut und mit 10 pl Transformationsansatz fir 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock (1 min bei 42°C) wurde der Ansatz erneut flr 2 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 400-450 ul LB-Medium wurden die Zellen fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert und anschlieRend auf selektiven LB-Agarplatten
ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank.

Gewachsene Kolonien wurden mittels PCR auf das richtige Insert untersucht.

3.8.1. Klonierung- und Transformation mittels TA-Klonierung

Fir Screeningprozesse und ,back-up“-Klonierungen wurden bei der Erstellung des
masCDE-Konstrukts einige amplifizierte PCR-Produkte zunachst tber das TOPO TA-
Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe) in den pCR4-TOPO Vektor eingebracht und
anschlielBend in E.coli TOO 10-Zellen transformiert. Die Ligation und Transformation
erfolgte nach Herstellerangaben. Bei der Verwendung von Polymerasen, die keine
A-Uberhange in der PCR erzeugen, wurde das PCR-Produkt nach der Reinigung fiir 20
min bei Raumtemperatur unter Zusatz von 2 ul dATP (100 mM) und 2 ul Tag-
Polymerase (1U/ul) inkubiert. Anschlielend wurde der Ansatz iber das Qiaquick PCR-
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Purification Kit aufgereinigt und fir die TA-Klonierung eingesetzt. Die Screening-PCR
erfolgte dabei mit M13 fw /M13 rev Primern.

3.9. Erstellen von Fosmid-Bibliotheken

Von den Stdmmen OcN1 und Desulfothermus naphthae wurden fur das Screening nach
den mas-Genen und der Aktivase-Nukleotidsequenz Fosmid-Bibliotheken erstellt. Die
InsertgroRe bei Fosmid-Libraries liegt bei ca. 40 kb, so dass grolere,
zusammenhangende Bereiche auf der chromosomalen DNA untersucht werden kénnen.
Die DNA beider Stdamme wurde wie unter Abschnitt 3.3.1 beschrieben isoliert und ca.
20 ug (OcN1) bzw. 4 ug (TD3) an DNA fur die Bibliothek eingesetzt. Zur Herstellung
wurde das CopyControl Fosmid Library Production Kits (Epicentre, Madison, Wisconsin,
USA) verwendet. Die GroRenselektion der DNA-Fragmente erfolgte Uber eine
Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Als Startbedingungen flir die Elektrophorese waren
dabei eine Spannung von 6 Volt und ein Winkel von 120° eingestellt. Der Puls betrug zu
Beginn 1, am Ende 10 bei einer Laufzeit von 16 Stunden. Zur weiteren Verwendung
wurden DNA-Fragmente mit einer Groé3e von ca. 40 kb ausgeschnitten und 4 mal 30 min
in 1-fach TE-Puffer pH 8,0 umgepuffert, alle weiteren Arbeitsschritte wurden nach
Herstellerangaben ausgefiihrt. Abweichend zu den Herstelleranweisungen wurde die
DNA in den Zwischenschritten nicht durch Fallung prazipitiert, sondern (ber
Microcon-100 Filter (Millipore, Billerica, Massachusetts, USA) aufkonzentriert. Die
erzielten Fosmid-Klone wurden in LB-Medium gepoolt, pelletiert und unter Zusatz von
25% Glycerin in LB-Medium mit Chloramphenicol (12,5 pg/mL) resuspendiert. Die
Lagerung der Bibliothek erfolgte bei -80°C.

3.10. Koloniehybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden

DNA-Transfer

Das Screening der Fosmid-Klone (siehe Material und Methoden 3.10) mittels
Koloniehybridisierung wurde nach Grunstein und Hogness (1975) modifiziert. Hierzu
wurden die Fosmid-Klone auf 150 x 20 mm-LB-Platten mit Chloramphenicol ausplattiert
(ca. 1500 Kolonien/Platte) und tUber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die

Kolonien auf einen Nylonfilter (Hybond-N+, GE Healthcare, Minchen) transferiert. Zur
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Lyse der Zellen wurde der Filter mit der Kolonie-behafteten Seite nach oben fir drei min
auf mit 10% SDS-L6sung getranktem Whatman-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel)
inkubiert. AnschlieBRend wurde die Membran zum Denaturieren flr drei min auf 1,5 M
NaCl; 0,5 M NaOH getranktes Whatman-Papier gelegt und dann auf Whatman-Papier
mit 1,5 M NacCl; 0,5 M Tris-HCI pH 7,4 fir 5 min neutralisiert. AbschlieRend erfolgte eine
5-minutige Inkubation auf mit 2-fach SSPE (20 mM NaH,PO,; 0,3 M NaCl; 2 mM
NaEDTA) getranktem Whatman-Papier. Die DNA wurde durch UV-crosslinking (2 x

0,125 Joule) kovalent an den Filter gebunden und mit Sonden hybridisiert.

Herstellung der Sonde

Als Sonde diente ein ca. 500 bp PCR-Fragment, dass aus der a-Untereinheit des
Radikalenzyms amplifiziert werden konnte. Das Fragment wurde Uber ein Agarosegel
aufgereinigt und mittels des HexalLabel DNA Labeling Kits (Fermentas, St. Leon-Rot)
nach Herstellerangaben mit [o-**P]-dATP radioaktiv markiert. Die Reinigung der Sonde
erfolgte Uber MicroSpin G-25 Saulen (GE Healthcare, Minchen). Zur Denaturierung
wurde die Sonde fur 10 min bei 95°C gehalten und anschlielend auf Eis abgekunhlt. Die

Lagerung der Sonde erfolgte bei 4°C.

Hybridisierung
Die Nylonfilter mit Fosmid-DNA wurden fur zwei Stunden in Church-Puffer (1 mM

NaEDTA; 250 mM NaPO, pH7,4; 7% SDS; 1% BSA) im Hybridisierungsofen
(Biometra, Goéttingen) bei 65°C prahybridisiert. AnschlielRend wurde die markierte Sonde
zugegeben und die Filter Uber Nacht bei 65°C mit der Sonde hybridisiert. Die Filter
wurden zweimal fur 30 min in Waschpufffer (0,1% SDS; 0,1-fach SSC; SSC-
Puffer:150 mM NaCl; 15 mM Najs-Citrat) gewaschen und das Signal mit einem Storage
Phosphor Screen aufgezeichnet. Der Screen wurde dann Uber einen Typhoon Scanner
(alles GE Healthcare, Miinchen) im ,Storage Phosphor‘ Modus ausgelesen. Positive
Kolonien, die mit der Sonde hybridisierten, wurden auf der Originalplatte identifiziert und

im Anschluss ihre DNA sequenziert.
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4. Biochemische Methoden

4.1. Uberexpression in Escherichia coli

Fir die Uberexpression einzelner Gene (siehe Material und Methoden 4.1) wurden die
Plasmidkonstrukte frisch in E.coli transformiert und eine Vorkultur in LB-Flissigmedium
mit Antibiotikum angezogen. Mit 500 ul der gewachsenen Vorkultur wurden 50 ml LB-
Medium mit Antibiotikum angeimpft und bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Bei einer
ODegoo 0,6—0,8 wurde die Transkription der Gene durch Zugabe von 1 mM Isopropyl-3-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Nach dreistiindigem Wachstum bei 37°C, 180
rom wurde die Kultur durch Zentrifugation pelletiert und das Pellet bis zur Reinigung der
rekombinanten Proteine bei -20°C gelagert. Zur Uberwachung der Proteinexpression
wurden wahrend des Versuchsverlaufs Proben genommen und mittels SDS-PAGE

analysiert.

4.2. Reinigung rekombinanter Proteine

Die eingefrorenen Zellpellets aus der Uberexpression wurden aufgetaut und 1:1 (v/v) in
eiskaltem PBS-Puffer (140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,PO,)
resuspendiert. Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurde in drei Zyklen (45 Sekunden; 40
Cycle; 50% Power) mittels Ultraschallsonde (SonoPuls 70, Bandelin, Berlin)
aufgeschlossen. Alternativ wurde Lysozym in einer Endkonzentration von 1 mg/ml
zugesetzt und die Suspension fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand
nach der Zentrifugation (20 min; 13000 rpm; 4°C) wurde fir die Proteinreinigung

eingesetzt. Alle Reinigungsschritte wurden aerob bei Raumtemperatur durchgefihrt.

4.2.1. GST-Affinitatschromatographie

Der Uberstand der drei einzeln Uberexprimierten Untereinheiten sowie des MasCDE-
Konstrukts wurde auf eine 1 ml GSTrap HP-Saule (GE Healthcare, Munchen)
aufgetragen, die zuvor mit dem funffachen S&ulenvolumen PBS-Puffer equilibriert
wurde. Im Anschluss wurde die Saule mit zehn Saulenvolumen PBS-Puffer gewaschen,
bevor durch das Anlegen von zehn Saulenvolumen Elutionspuffer (10 mM reduziertes
Glutathion in 500 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0) das Protein mit GST-Tag eluiert wurde.
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Die Elutionsfraktionen wurden Uber SDS-PAGE und Western-Blot Analyse auf das
richtige Protein Uberprift. In allen Reinigungsschritten betrug die Flussrate 1 ml/min.

Nach der Elution wurde die Saule in 20% Ethanol bei 4°C gelagert.

4.2.2. Strep-Tactin-Affinitdtschromatographie

Fir die Reinigung der Aktivase (MasG) mit dem SRB-Tag wurde eine 2,5 ml Saule mit
Strep-Tactin-Sepharose nach Herstellerangaben (IBA BioTAGnology, Goéttingen)
gegossen. Die Saule wurde mit zwei Saulenvolumen Grundpuffer (100 mM Tris-HCI pH
8; 150 mM NaCl) equilibriert und 2 ml Uberstand auf die Saule gegeben. Nachdem der
Zellextrakt komplett in das Sdulenmaterial eingedrungen war, wurde die Saule mit funf
Saulenvolumen Grundpuffer gewaschen. AnschlielRend wurde die Aktivase mit drei
Saulenvolumen Grundpuffer, der mit 2,5 mM Desthiobiotin versetzt war, eluiert. Die
Elutionsfraktionen wurden dann Uber SDS-PAGE und Western-Blot Analyse auf das
richtige Protein Uberpruft. Zur Regeneration der Sdule wurde nach der Elution so lange
mit Grundpuffer mit 1 mM HABA (Hydroxy-Azophenyl-Benzoesaure) gewaschen, bis die
Saule deutlich rot gefarbt war. Abschlieend wurde die Saule bis zur Farblosigkeit

wieder in den Grundpuffer gesetzt und bei 4°C gelagert.

4.3. Gewinnung von Antikdrpern

Die Antikorper gegen die a-, B- und y-Untereinheit wurden nach der Standardprozedur
von Pineda Antikorperservice (Berlin) hergestellt. Die heterolog exprimierten Proteine
wurden aerob aufgereinigt (siehe Material und Methoden 4.2) und ohne Abspaltung des
Tags fur die Immunisierung eingesetzt. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug
ca. 1 mg/ml. Fir jeden Antikdrper wurden zwei Kaninchen mit dem entsprechenden
Protein immunisiert und nach 60 Tagen die Serumproben erstmals getestet. Fur die -
und y-Untereinheit war die Immunantwort zu diesem Zeitpunkt bereits ausreichend, fur

die a-Untereinheit wurde das Immunisierungsprotokoll auf 90 Tage verlangert.
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4.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Die quantitative Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte photometrisch mit dem
Bio-Rad-Protein-Assay (Biorad, Munchen) basierend auf der Methode von Bradford
(1976). Es wurden 800 ul der (verdinnten) Probe bzw. Standardlsg. mit 200 ul
Coomassie Brilliant Blue G-250-Farbreagenz gemischt und die Probe 30 min im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend wurde die Extinktion bei 595 nm gemessen. Die
Proteinkonzentration in den Proben wurde anhand einer Standardkurve mit

Rinderserumalbumin ermittelt. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeflihrt.

4.5. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ermdglicht eine Auftrennung der Proteine allein nach ihrer Grofie, wobei
die Eigenladung der Proteine durch SDS-Zugabe maskiert wird.

Zur Vorbereitung wurden 18 ul Probe (Proteinkonzentration ca. 1,5 ug/ul) mit 6 pl
4-fach SDS-Probenpuffer (1M Tris-HCI, pH 6,8; 40% (v/v) Glycerol; 1% (v/v) einer
einprozentigen Bromphenolblaulsg.; 10% (v/v) B-Mercaptoethanol, 8% (w/v) SDS)
versetzt und 10 min bei 99°C (Thermomixer, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Proben mit

geringeren Proteinkonzentrationen wurden zunachst tiber Acetonfallung aufkonzentriert.

Tabelle 9: Zusammensetzung der SDS-Gele (10 x 7,5 cm)

Trenngel Sammelgel

10% 12% 15% 4%
H2O (ml) 4,17 3,50 2,50 2,83
4-fach Puffer* (ml) 2,50 2,50 2,50 1,50
Acrylamidlsg. (30%) (ml) 3,33 4,00 5,00 0,67
Ammoniumpersulfat
(APS, 10%) (ul) 50 50 50 30
Tetramethylethylendiamin
TEMED (ul) 5 5 5 3

* Trenngelpuffer (4-fach): 1,5 M Tris pH 8,8; 0,4% SDS
Sammelgelpuffer (4-fach): 0,5M Tris pH 6,8; 0,4% SDS
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Das fertige Trenngel wurde mit Isopropanol Uberschichtet und fir ca. eine Stunde
auspolymerisiert. AnschlieRend wurde das Isopropanol abgegossen und das Sammelgel
mit Taschenkamm hinzugefiigt. Bei grofteren Gelen (20 x 20 cm) wurden die Volumen
aller Lé6sungen entsprechend angepasst.

Die Analysebedingungen flr die Gele betrugen 150 V mit einem 200 mM Glycin;
25 mM Tris Base; 0,1% SDS Laufpuffer fir ca. 1,5 Stunden. Die Gele wurden in
Coomassie R250-Ldsung (2,5 g/l Coomassie R250; 400 ml/I Ethanol; 100 ml/l Eisessig,

filtriert) gefarbt. Zum Entfarben wurde 20% Ethanol verwendet.

4.6. Identifizierung von Proteinen Uber Peptidmassen-Fingerprint (PMFP)

Zum Farben von SDS-PAGE Gelen die zur ldentifizierung von Proteinen eingesetzt

werden sollten wurde folgendes Farbeprotokoll angewendet:

Tabelle 10: Farbeprotokoll fiir SDS-PAGE Gele mit Coomassie G250 fiir PMFP

Schritt Lésung Inkubtionszeit

Fixierung 50% Methanol Uber Nacht
2% H3PO4 (85%)

Waschen H,O 3 x 30 min

Inkubation 34% Methanol 1h

2% HyPO,4 (85%)
17% (NH4),SO.

Farbung Inkubationslsg. mind. 2 Tage
+ 0,066% Coomassie G250

Waschen 25% Methanol biszu 1 h

Lagerung H,O

Proteinbanden von Interesse wurden ausgestochen und zur PMFP-Analyse zu der

Firma Toplab (Martinsried) geschickt.
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4.7. Tricin-PAGE

Zur Auftrennung kleiner Proteine wurde ein 16,5% Tris-Tricin-Gel (BioRad, Munchen)
verwendet. Die Probenvorbereitung verlief analog zur SDS-PAGE. Als Laufpuffer in der
Elektrophorese wurde ein 0,1 M Tris, pH 8,25; 0,1 M Tricin; 0,1% SDS-Puffer eingesetzt,

die Spannung betrug 120 V bei einer Laufzeit von 1,5 Stunden.

4.8. Acetonféallung von Proteinen

Zur Fallung der Proteine wurde zu der Proteinldsung das fiinffache Volumen an
eiskaltem Aceton (-20°C vorgekiihlt) zugegeben und das Gemisch flir eine Stunde bei
-20°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation fir 10 min bei 14 000 g in
einer Tischzentrifuge. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet fiir ca. 30 min bei
Raumtemperatur getrocknet. Danach wurde das Pellet, abhangig von der weiteren

Verwendung, in einem entsprechenden Puffer gelést und bei —20°C eingefroren.

4.9. Western-Blot

Die aufgetrennten Proteine wurden Uber eine Nassblot-Apparatur (Mini Trans-Blot Zelle,
Biorad, Minchen) flr 1 Stunde bei 100V in einem Transferpuffer (4,8 mM Tris base,
3,9 mM Glycerin, 0,0375% (w/v) SDS und 20% (v/v) Methanol) auf eine Nitrocellulose-
Membran (Optitran BA-S 83, Schleicher & Schuell, Dassel) Gbertragen. Beim Blotten
kleiner Proteine (<10 kDa) wurde die Blotzeit auf 45 min verkirzt. Zur Uberpriifung des
Transfers wurde die Membran mit Ponceau-Rot (0,5% (w/v) Ponceau S; 1% (v/v)
Essigsaure in H,O) reversibel gefarbt. Die Membranen wurden zur weiteren

Verwendung in destilliertem H,O gelagert.

Immunnachweis
a) Streptavidin-Bindungs-Peptid-Tag (SBP-Tag)
Zur Detektion der rekombinanten Aktivase mit SBP-Tag wurde das Strep-Tag HRP

Detection Kit von IBA BioTAGnology (Goéttingen) verwendet. Die Durchfiihrung

erfolgte nach Herstellerangaben.
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b) GST-Tag/ Mas-Antikérper
Zur Uberpriifung der Expression der rekombinanten o-, - und y-Untereinheit mit
GST-Tag, sowie bei der Detektion der drei Untereinheiten mit den neu generierten

Antikdrpern wurde folgendes Protokoll angewendet:

Blocken unspezifischer Bindungsstellen

Zum Blocken wurde die Membran fur zwei Stunden in 5% (w/v) Magermilchpulver in
TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NacCl) inkubiert.

Inkubation mit primarem Antikorper

Der primare Antikérper wurde in entsprechender Verdinnung (siehe Tab.11) in
Magermilchlésung zugesetzt und die Membran fir zwei Stunden bei Raumtemperatur

auf einem Kippschdttler inkubiert. Alle verwendeten Erst-Antikdrper waren unmarkiert.

Waschen
Die Membran wurde dreimal 10 min mit 5% (w/v) Magermilchpulver in TTBS (50 mM
Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,5 ml/l Tween 20) gewaschen. Im Anschluss wurde

sie nochmals 5 min in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS geschwenkt.

Inkubation mit sekundarem Antikorper

Als Zweit-Antikdrper wurden Antikdrper verwendet, die sich gegen Wirts-spezifische
Epitope des primaren Antikdrpers richteten. Die Markierung erfolgte zum einen tber
alkalische Phosphatase, zum anderen ber Meerrettich Peroxidase. Der sekundare
Antikérper wurde in Magermilchlésung zugesetzt, die Membran darin flir 45 min

inkubiert und anschlieRend mit TBS kurz gewaschen.

Detektion
a) alkalische Phosphatase
Die Detektion erfolgte mit NBT/BCIP Tabletten (Roche Diagnostics, Mannheim) nach
Herstellerangaben. Die Detektionszeit betrug 2-10 min, solange bis Banden zu

erkennen waren.
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b) Meerrettich Peroxidase

Als Substrat fir die Peroxidase wurde das SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate Kit von Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, USA nach Herstellerangaben
eingesetzt. Nach der Inkubationszeit wurde Uberschussiges Substrat von der
Membran entfernt und die Membran in Klarsichtfolie eingeschlagen. In einer
Autoradiographiekassette wurde ein CL-X Posure Film (Pierce Biotechnology) auf
der eingeschlagenen Membran exponiert und anschliefend mit GBX-Entwickler und
Fixierer (beides Sigma-Aldrich, Taufkirchen) entwickelt. Die Entwicklungszeit betrug
dabei zwischen einer und dreiBig Minuten und wurde fir jede Anwendung

experimentell ermittelt.
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Tabelle 11: Verwendete Antikérper und Antiseren

1) Antikérper

Primarer Antikdrper Verdinnung | Sekundarer Antikérper Verdiinnung
GST-Tag-monoclonal antibody 1:10000 Goat anti mouse-alkaline 1:2000
mouse (Novagen, Darmstadt) phosphatase (Santa Cruz

Biotechnology, Heidelberg)
2) Antiseren
Priméares Antiserum Verdinnung | Sekundarer Antikérper Verdinnung
Anti-a. Untereinheit 1:10000 Goat anti rabbit-alkaline 1:2000
(diese Arbeit) bzw. phosphatase (Santa Cruz

1:20000 Biotechnology, Heidelberg)

Goat anti rabbit peroxidase 1:20000

conjugated (Pierce Biotechnology,

Inc., Rockford, USA)
Anti-p Untereinheit 1:2000 Goat anti rabbit-alkaline 1:2000
(diese Arbeit) phosphatase (Santa Cruz

Biotechnology, Heidelberg)

Goat anti rabbit peroxidase 1:20000

conjugated (Pierce Biotechnology,

Inc., Rockford, USA)
Anti-y Untereinheit 1:2000 Goat anti rabbit-alkaline 1:2000
(diese Arbeit) phosphatase (Santa Cruz

Biotechnology, Heidelberg)

Goat anti rabbit peroxidase 1:20000

conjugated (Pierce Biotechnology,
Inc., Rockford, USA
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4.10. Bestimmung der Methylalkylsuccinat-Synthase-Aktivitat

4.10.1. Enzymtest

Die Aktivitdt der Methylalkylsuccinat-Synthase in HXN1 wurde lber den Nachweis des
gebildeten Produkts 1-Methylpentylsuccinat aus Hexan und Fumarat mittels
Gaschromatographie-Massenspekirometrie (GC-MS, siehe Material und Methoden
4.10.2) bestimmt.

Fir den Test wurden frische bzw. bei -20°C / -80°C gelagerte Zellextrakte von
HxN1-Kulturen verwendet. Den gepufferten, reduzierten Zellextrakten wurde in der
Anaerobenkammer 6% (v/v) Hexan und 40 mM Fumarat zugesetzt und der Ansatz in
Serumflaschen mit Butylstopfen bei 28°C in einem Uberkopf-Schiittler (Heidolph,
Kehlheim) inkubiert. Alternative Substrate, zur Bestimmung des Substratspektrums des
Enzyms im Rohextrakt, wurden mit 2% (v/v) zugesetzt, um eventuelle toxische Effekte
zu minimieren. Als weitere Vertreter der n-Alkane wurden Butan, Pentan, Heptan, Octan,
Nonan, Decan, Undecan und Dodecan getestet, als Vertreter der Cycloalkane wurde
Cyclohexan eingesetzt. Daneben wurde Toluol als mégliches Substrat getestet. Im Fall
von Butan wurde der Enzymassay fur 2 min mit dem Gas uberspllt. Der
Reaktionsansatzes wurde Uber Nacht inkubiert; flr Zeitverlaufe wurden kontinuierlich
Proben entnommen. Die Testansatze nach Chromatographiesaulen enthielten zusatzlich

50 mg/ml BSA, welches zur Stabilsierung des Proteins zugegeben wurde.

4.10.2. ldentifikation von 1-Methylpentylsuccinat mittels Gaschromatographie-

Massenspektrometrie (GC-MS)

Probenvorbereitung

Ein Volumen von 0,5 ml des Enzymassays (siehe Material und Methoden 4.10.1)
wurden durch Zugabe von 20 ul 50%iger Schwefelsdure abgestoppt. Anschlief3end
wurden 50 pl einer 1 mM Sebacinsaurelésung in 200 mM Tris-HCI, pH 8,0 als interner
Standard zu jeder Probe zugesetzt. Zur Methylierung der freien Carboxylgruppen
wurden 100 pl Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH, 0,25 M in Methanol) verwendet und
die Proben fur 20 min bei 99°C im Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurde der
gebildete Methylester des 1-Methylpentylsuccinats durch Ausschitteln mit 3 ml Hexan
extrahiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (5 min, 3000 rpm, 15°C) wurden 2 ml der

Hexanphase abgenommen und in einer Vakuum-Zentrifuge (Concentrator 5301,
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Eppendorf, Hamburg) vollstandig verdampft. Der Ruckstand wurde in 100 pul Hexan

aufgenommen und fur die GC-MS Analyse eingesetzt.

Gaschromatographie-Massenspektrometrie

1-Methylpentylsuccinat wurde mit einem GCQ Thermo Finnigan MAT (Thermo Scientific
Fisher, Bremen) nachgewiesen. Als Tragergas diente Helium. Die chromatographische
Trennung der Probenbestandteile erfolgte durch eine OPTIMA 5MS-Kapillarsaule (30 m)
mit einer Filmdicke von 0,25 um (5% Diphenyl — 95% Dimethylpolysiloxan, Macherey-
Nagel, Duren). Die Saule wurde mit 1 ul Probe splitless Uber einen Autosampler
beladen, die Injektortemperatur betrug 250°C. In der nachfolgenden Tabelle ist das zur

Auftrennung eingesetzte GC-Programm aufgeflihrt:

Tabelle 12: GC-Programme fir die GC/MS

Rate (°C/min) Saulentemperatur (°C) Haltezeit (min)
Initial 130 3,0
Rampe 1 4 175 0,1
Rampe 2 30 280 1,0

Zur Detektion der entstehenden Additionsprodukte bei dem Substratspektrumtest wurde

das Programm folgendermalien geandert:

Rate (°C/min) Saulentemperatur (°C) Haltezeit (min)
Initial 60 3,0
Rampe 1 4 280 1,0

Das MS-Gerat wurde im EI (Elektronensto3-lonisation)-Modus gefahren mit einem
FullScan, in dem spezifisch positive lonen mit den Masseneinheiten m/z 60 bis m/z 260
detektiert wurden. FUr die Analyse der Spektren wurde die Xcalibur

Datenbearbeitungssoftware benutzt.
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Die Identifikation von 1-Methylpentylsuccinat erfolgte zum einen Uber das bekannte
Spaltmuster (Rabus et al., 2001) zum anderen mit Hilfe eines synthetisierten Standards
von Dimethyl-Methylpentylsuccinat. Der Standard ist nicht kommerziell erhaltlich und
wurde freundlicherweise an der Fachhochschule Oldenburg Ostfriesland Wilhelmshaven
von Frau Dr. Dauelsberg aus 2-Hexylquecksilberchlorid und Maleinsdureanhydrid mit

anschlieRender Veresterung (Giese und Kretzschmar, 1984) angefertigt.

+ p— _
W i l 1. NaBH,
HgCl O O o 2 Veresterung mit MeOOC COOMe

Methanol

Abbildung 9: Syntheseweg des Dimethyl-Methylpentylsuccinats

4.11. Bestimmung von Nitrat und Nitrit mittels

Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC)

Nitrat und Nitrit im Medium wurden mit einem HPLC-System von Sykam
Chromatographie Vertriebs GmbH (Eresing) bestimmt. Die Daten wurden mit der Clarity
HPLC Software von DataApex (Prag, Tschechische Republik) aufgenommen und
analysiert. Zur Auftrennnung der Probenbestandteile wurde zunédchst eine Vorsaule
eingesetzt, an die eine Anionentauschersaule (IBJ A3, High Speed NO,, Sykam GmbH)
angeschlossen war. Die S&ulentemperatur wurde konstant bei 50°C gehalten. Als
Laufmittel diente 20 mM NaCl, 45% Ethanol (v/v) bei einer Flussrate von 1 ml/min. Nitrat
und Nitrit wurden Uber einen UV-Detektor bei einer Wellenlange von 220 nm
nachgewiesen.

Zur Probenvorbereitung wurde die Kultur Gber einen 0,2 um Celluloseacetat-
Filter (F 30-0,2 CA-S, Schleicher & Schuell, Dassel) filtriert und der Uberstand per

Handinjektion Uber eine 50 ul Probenschleife auf die Sdule gegeben.
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4.12. Reinigung der Methylalkylsuccinat-Synthase von Stamm HxN1

Die Reinigung der Methylalkylsuccinat-Synthase wurde an einer AKTA Explorer-Anlage
von GE Healthcare (Minchen) unter strikt anaeroben Bedingungen in einer
Anaerobenkammer mit N,-Atmosphare bei 7°C durchgefthrt. Alle Puffer wurden vor der
Anwendung durch Vakuumfiltration Uber eine Cellulose-Acetat Membran (Filtropur BT50;
Porengrofle 0,2 um, Sarstedt) gereinigt. Um ein Ausgasen der Puffer wahrend der
Reinigung zu vermeiden wurde ein Degaser (Typ Populaire, SunChrom, Freidrichsdorf)
zwischengeschaltet. Als Reduktionsmittel wurden geringe Konzentrationen von Na-
Dithionit (0,5-1mM) zugesetzt. Die Langzeitlagerung der Saulen erfolgte in 20% (v/v)
Ethanol.

4.12.1. lonenaustauschchromatographie an ANX-Sepharose

Ein Zellextraktvolumen von 5 ml von anaerob mit Hexan gewachsenen HxN1-Zellen
wurde Uber einen Superloop auf flnf in Reihe geschaltete 5 ml HiTrap ANX FF-Saulen
(schwacher Anionentauscher, GE-Healthcare, Minchen) mit einer Flussrate von
1 ml/min aufgebracht. Als Laufpuffer diente ein 100 mM Tris-HCI Puffer, pH 8 mit 5 mM
Fumarat zur Stabilisierung des Proteins, in dem auch die Saulen zuvor equilibriert
wurden. Nach dem Auftragen des Zellextrakts wurde die Flussrate auf 3 ml/min erhéht
und die Saule mit Laufpuffer (+ 150 mM NaCl) gewaschen, bis das UV,gnm-Signal
wieder stabil war. Zur Elution der Methylalkylsuccinat-Synthase wurde die NaCl-
Konzentration im Laufpuffer auf 250 mM NaCl erhoht. Die bei dieser NaCl-Konzentration
in ca. 40 ml eluierenden Proteine wurden mittels Ultrafiltration Uber eine Zellulose-
Membran (Amicon Ultracel 100K, Millipore, Schwalbach) konzentriert. Die Membran
wurde vor ihrem Einsatz fur 24 Stunden in der Anaerobenkammer entgast und die
Zentrifugation erfolgte in speziell angefertigten, mit Butylstopfen verschliellbaren
Glasgefalen der Firma Ochs (Bovenden/Lenglern) bei 3000 rpm. Der aufkonzentrierte
Extrakt wurde fur die weitere Reinigung und fur Aktivitdtstests eingesetzt. AbschlieRend

wurden die ANX-Saulen mit 5 M NaCl gewaschen und wieder in Laufpuffer gesetzt.
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4.12.2. Gelfiltration an Sephadex G 25 zum Umpuffern

Das Konzentrat der ANX-Fraktionen wurde zum Umpuffern vor der Hydroxylapatit-Saule
auf eine Sephadex G 25-Saule aufgetragen. Als Laufmittel diente ein 50 mM
NaH,PO./Na,HPO,-Puffer pH 8,0 mit 5 mM Fumarat und 0,5 mM Dithionit, in dem die
Saule zuvor auch equilibriert wurde. Die Flussrate betrug 3 ml/min, die Proteinfraktionen

wurden flr die nachste Saule eingesetzt.

4.12.3. Hydroxylapatit-Chromatographie

Der umgepufferte Proteinextrakt wurde auf eine 2 ml Hydroxylapatit-Saule (CHT2-1,
Biorad, Miinchen) geladen, die mit dem 50 mM Natriumphosphat-Puffer (Puffer A) von
der Gelfiltration equilibriert wurde. Zur Elution wurde ein 200 mM Natriumphosphat-
Puffer pH 8,0 mit 5 mM Fumarat und 0,5 mM Dithionit (Puffer B) eingesetzt. Die Saule
wurde zunachst mit 50 mM Natriumphosphat-Puffer (100% Puffer A) gewaschen bis das
UVasonm-Signal stabil war. Fir die Elution der Methylalkylsuccinat-Synthase wurde die
Konzentration von Natriumphosphat auf 102 mM (65% Puffer A; 35% Puffer B) erhoht.
Die Flussrate betrug 3,5 ml/min. AnschlieRend wurde die Saule mit 200 mM
NaH,PO./Na,HPO, (100% Puffer B) gespiilt, bis alle Proteine von der Sdule gewaschen
waren. Die Methylalkylsuccinat-Synthase wurde Uber den AntikOrper gegen die

a-Untereinheit detektiert.

4.12.4. Gelfiltration an Superdex 200 zur Molekularmassebestimmung des nativen

Enzyms

Die HiLoad 16/60 Superdex 200 prepgrade-Saule (GE-Healthcare, Miinchen) wurde mit
Standardproteinen aus dem High und Low Molecular Weight Gel Filtration Calibration Kit
(GE-Healthcare, Miinchen) kalibriert. Dabei wurde ein Gemisch aus Ribonuklease A
(13,7 kDa), Chymotrypsin (25 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Albumin (67 kDa), Aldolase
(158 kDa), Catalase (232 kDa), Ferritin (440 kDa) und Thyroglobulin (669 kDa)
verwendet. Als Laufmittel diente ein 100 mM Tris-HCI Puffer, pH 8,0 mit 5 mM Fumarat,
die Flussrate betrug 0,5 mil/min. Es wurde eine 2-fach Kalibrierung durchgefiihrt. Uber
die Elutionsvolumina (Ve) der jeweiligen Standardproteine wurde der
Verteilungskoeffizient  (Kav-Wert; Kav = (Ve—Vo)/ (VV,)) berechnet und eine
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Kalibrierungsgerade erstellt. V, bezeichnet das Ausschlussvolumen der Saule (43,8 ml);
V; das Bettvolumen (110 ml).

Zur Ermittlung der Molekularmasse der nativen Methylalkylsuccinat-Synthase wurden
0,5 ml des konzentrierten ANX-Extraktes auf die Superdex 200 geladen, wobei
Laufmittel und Flussrate identisch zum Kalibrationslauf waren. Die Methylalkylsuccinat-
Synthase Fraktion wurde mittels des Antikérpers gegen die a-Untereinheit identifiziert

und Uber den Ky —Wert das Molekulargewicht bestimmt.
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D Ergebnisse

1. Heterologe Uberexpression in Escherichia coli

Die in dieser Arbeit erstellten Fusionskonstrukte zur Uberexpression in E.coli sollten in
erster Linie zur Produktion von spezifischen Antikdrpern gegen die drei Untereinheiten
(a-, MasD; pB-, MasE und y-Untereinheit, MasC) der Methylalkylsuccinat-Synthase
eingesetzt werden. Des Weiteren sollten aber auch Aktivierungsversuche der heterolog
exprimierten Methylalkylsuccinat-Synthase durchgefiihrt werden. Fir die Herstellung der
Fusionsproteine wurden die Gensequenzen mittels PCR amplifiziert, mit
Restriktionsenzymen verdaut und in Expressionsvektoren (Methylalkylsuccinat-Synthase
und Untereinheiten: pET-42a-c(+) mit GST-Tag; Aktivase: pT7-SBP-2 Vektor mit SBP-
Tag) ligiert. Nach der Transformation des Ligationsansatzes in E. coli TOP 10-Zellen
wurden angewachsene Zellen mittels PCR auf das Vorhandensein des Genkonstruktes
gescreent. Positive Kolonien wurden zur Plasmidisolierung im 5 ml MaRRstab angezogen.
Nach einer anschliellenden Kontrollsequenzierung wurden die Plasmide zur
Uberexpression in den E.coli Stamm BL21DE3* transformiert.

Fir die auf Affinitdt basierenden Reinigungssysteme rekombinanter Proteine
spielt die Auswahl des Fusions-Tag eine wichtige Rolle. Beide in dieser Arbeit
eingesetzte Tags, der GST-Tag und der SBP-Tag, eignen sich gut fir die Reinigung
unter physiologischen Bedingungen, so dass die Proteinaktivitat sowie die
Quartarstruktur nicht-kovalenter Proteinkomplexe erhalten werden kann. Zusatzlich
besteht bei beiden Tags die Mdglichkeit, die Fusionsproteine auch unter anaeroben
Bedingungen aufzureinigen, was im Hinblick auf mdgliche Aktivitatstests und der
Sauerstoffempfindlichkeit der aktivierten Methylalkylsuccinat-Synthase von Vorteil ware.

Wie oben beschrieben, war aber die Herstellung von Antikérpern der Hauptgrund
fur diese Uberexpressionen. Da die kleinen Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-
Synthase aufgrund ihrer Grofe von 8 kDa (B-Untereinheit) und 7 kDa (y-Untereinheit)
nur eine geringe Immunogenitat aufweisen, wurde der GST-Tag fir das Fusionsprotein
gewahlt. Durch seine Gréle von 26 kDa wirkt er sich forderlich auf die Immunitat
kleinerer Proteine aus. Aufgrund der einfachen Handhabung wurde auch die o-
Untereinheit mit GST fusioniert. Fur die Aktivase wurde der SBP-Tag (4,3 kDa) gewahlt,

da sie mehrere Fe-S Cluster enthalt und der SBP-Tag als unproblematisch bei der
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Reinigung in Gegenwart von Metallionen gilt. Alle Proteine wurden N-terminal mit dem

jeweiligen Tag fusioniert.

1.1. Uberexpression der a-, B- und y-Untereinheit

Zu Beginn der Arbeit war es noch nicht moéglich, die Aktivitat der Methylalkylsuccinat-
Synthase im zellfreien Extrakt zu bestimmen. Fir eine Proteinreinigung ist aber eine
genaue und schnelle Identifizierung des Zielproteins unabdingbar. Daher wurde die
Identifizierung des Proteins mittels Westernblotting als Methode der Wahl angesehen.
Um einen spezifischen Nachweis aller drei Untereinheiten Uber Immunodetektion zu
ermodglichen wurden die heterolog exprimierten a-, pB- und y-Untereinheiten zur
Antikorperproduktion in Kaninchen verwendet. Die Expression und Reinigung der
einzelnen Fusionsproteine wurde mittels SDS-PAGE verfolgt. In Abb. 10 (A undB) ist
exemplarisch der Verlauf der Uberexpression fir die B- und y- Untereinheit dargestellt.
Drei Stunden nach Induktion der Kultur zeigte sich fur beide Untereinheiten jeweils ein
deutlich Uberproduziertes Protein mit einer Grolie von ca. 38 kDa. Diese Grolie stimmt
mit der theoretischen Grofle, abgeleitet aus den Fusionskonstrukten, Uberein. Des
Weiteren konnte mittels eines spezifischen Anti-GST-Antikérpers gezeigt werden, dass
es sich bei den Banden um die Fusionsproteine handelt (Abb. 10, C). Die rekombinante
a-Untereinheit konnte ebenfalls im SDS-PAGE Gel an Hand ihrer Grof3e (ca. 120 kDa)

und mittels Western-Blot Analyse identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 10: Uberexpression und Western Blot der p- und y-Untereinheit (MasE und MasC)
von Stamm HxN1

Die Trennung der Proteine erfolgte auf einem 12% SDS-PAGE Gel. A, B-Untereinheit; B,
v-Untereinheit

M, Proteinstandard; 1, E. coli-Vorkulturextrakt; 2, E. coli Zellextrakt vor der Induktion; 3, E. coli
Zellektrakt nach der Induktion (3 h); 4, gereinigtes Protein mit GST-Tag
C, Western-Blot mit Anti-GST-Antikdrper; 1, B-Untereinheit; 2, y-Untereinheit

Bei der Reinigung der GST-getaggten Enzyme mittels Affinitatschromatographie
eluierten alle Untereinheiten in einem schmalen Peak (2 ml) von der Saule und zeigten
eine genigende Reinheit fir eine Immunisierung (siehe Abb. 11). Die aus einer 50 ml
E.coli Kultur gewonnene Menge an gereinigtem Protein lag bei 1-3 mg. Ruckschlisse
auf die Gesamtmenge an Protein im Uberexprimierten Rohextrakt waren aber nicht
moglich, da nur ein geringer Teil der Proteine geldst vorlag. Ein Grofteil des Proteins
konnte im SDS-PAGE Gel nach dem Aufschluss in den Zelltrimmern festgestellt
werden. Besonders bei der a-Untereinheit war die Proteinkonzentration in der I8slichen
Fraktion verglichen mit dem Expressionslevel in der induzierten Kultur gering. Um die
Léslichkeit des Proteins zu erhéhen wurden verschiedene Parameter im Protokoll

verandert, jedoch brachten weder die Absenkung der Inkubationstemperatur auf 28°C,
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noch geanderte Inkubationszeiten nach der Induktion eine Verbesserung der Loslichkeit.
Fur die weitere Anwendung war die Konzentration an geléstem Protein jedoch hoch

genug, so dass keine weiteren Optimierungen vorgenommen wurden.

M 1 2 3
E ———
120 kDa— S S
90 kDa— .
Rd
R &
Abbildung 11: Reinigungsfraktionen der

heterolog exprimierten a-Untereinheit.

Die Proteine wurden auf einem 12% SDS-PAGE Gel
aufgetrennt.

M, Proteinstandard; 1, aufgeschlossener Extrakt
E. coli mit a-Untereinheit; 2+3, Elutionsfraktionen (3
und 4 ml) der a-Untereinheit

1.1.1. Herstellung der Antikorper

Die gereinigten rekombinanten Proteine der Methylalkylsuccinat-Synthase-
Untereinheiten wurden flir die Immunisierung der Kaninchen eingesetzt (ca. 500 pug
Protein/Tier). Fur alle drei Untereinheiten konnten Antiseren generiert werden, die eine
spezifische Detektion der einzelnen Untereinheiten ermoglichen. Die Immunisierung der
Tiere erfolgte fur 60 Tage (B- und y-Untereinheit) bzw. 91 Tage (a-Untereinheit). In
Abb.12 ist exemplarisch der Immunisierungsverlauf fur Tier 1 mit der a-Untereinheit
dargestellt. Bereits nach 60 Tagen konnte die Bildung von Antikbrpern gegen die
o-Untereinheit nachgewiesen werden, jedoch war die Immunantwort nach 91 Tagen
deutlich starker. Die Detektion der Untereinheiten wurde mit Serumverdinnungen von
1:1x10* bis 1:2x10* (anti-a-Untereinheit) und 1:2x10° (anti-B- und

anti-y-Untereinheit) erzielt. Als Negativkontrolle dienten dabei Zellextrakte von auf
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Capronat gewachsenen HxN1 Kulturen (nicht gezeigt). Der Antikorper gegen die
o-Untereinheit wurde zusatzlich an Zellextrakt des nahe verwandten Stamm OcN1
getestet. In Extrakten von OcN1, die auf Octan gewachsen waren, konnte ebenfalls die
mdgliche a-Untereinheit der Methylalkylsuccinat-Synthase detektiert werden und dies
mit einer ahnlichen Effizienz wie fir HXN1 (Bandendetektion bei gleicher Gelbeladung
und Antikérperverdiinnung) (nicht gezeigt). Weitere Alkanabbauer wurden bisher noch
nicht auf Kreuzreaktionen getestet, ebenso wenig, wie die Antikbrper gegen die kleinen

Untereinheiten.

Immunserum

Praimmunserum 60.Tag 91.Tag

Abbildung 12: Immunisierungsverlauf Tier 1 bei der Herstellung des anti-a-Untereinheit
Serums.

Western Blot mit jeweiliger Serumproben nach Separation der Proteine auf einem 12% SDS-
PAGE Gel. Das Antiserum wurde 1:3000 verdiinnt, der eingesetzte sekundare Antikdrper war mit
einer alkalischen Phosphatase markiert. Die Detektion erfolgte mit NBT/BCIP-Tabletten fiir 2 min.
Die erwartete GréRRe des Fusionsproteins betragt 120 kDa, die Grofie der a-Untereinheit liegt bei
95 kDa.

M, Proteinstandard; 1, Zellextrakt HXN1 (Hexan als Wachstumssubstrat); 2, Zellextrakt E. coli mit
heterologer a-Untereinheit

1.2. Uberexpression des MasCDE-Konstruktes und der Aktivase (MasG)

In Analogie zur Benzyl-Succinat Synthase wird die Methylalkylsuccinat-Synthase
wahrscheinlich ebenfalls posttranslational von einer Aktivase aktiviert, die die

Radikalbildung in der Peptidkette der a-Untereinheit initiiert. Diese Initialisierung sollte
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durch Aktivierungsstudien der heterolog exprimierten Methylalkylsuccinat-Synthase
(MasCDE) mit der ebenfalls heterolog exprimierten potentiellen Aktivase (MasG) gezeigt

werden.

1.2.1. Aktivase

Bei der Aktivase zeigte sich drei Stunden nach der Induktion mit IPTG eine starke
Expression einer rund 40 kDa groRen Proteinbande (siehe Abb. 13). Dies entspricht der
errechneten GroRe des Fusionsproteins aus Aktivase mit SRB-Tag. Des weiteren
konnte das Fusionskonstrukt in Western-Blot Analysen Uber das Signal gegen den
SBP-Tag identifiziert werden. Jedoch zeigte sich nach der Affinitatsreinigung eine
aufkonzentrierte, unbekannte Proteinbande (ca. 60 kDa) auf dem SDS-PAGE Gel,
welche in der Negativkontrolle (induzierte E.coli BL21DE3*-Zellen ohne Insert) nicht
auftrat (Daten nicht gezeigt). Die Vermutung, dass es sich hierbei um ein biotinyliertes
E.coli Protein handelt, welches in Konkurrenz zu dem Fusionsprotein an die
Bindetaschen der Strep-Tactin-Matrix bindet, konnte somit nicht bestatigt werden. Auch
war die Proteinkonzentration der Aktivase nach der S&ule im Vergleich zum induzierten
Rohextrakt sehr gering (visuelle Abschatzung im SDS-PAGE Gel). Das unbekannte
Protein von ca. 60 kDa zeigte auch im Western-Blot kein Signal mit dem Strep-Tactin
HRP Konjugat-Antikdrper, so dass die Bildung eines falsch translatierten Proteins
(falscher Transkriptionsstartpunkt) ausgeschlossen werden kann. Auch der Zusatz von
50 mM Dithiothreitol (DTT) oder 2% (v/v) Triton X-100 zu Aufschluss- und
Reinigungspuffern flhrten nicht zur Reduzierung der Kontamination. Dabei diente DTT
zur Stabilisierung von SH-Gruppen in den Proteinen, um eine unspezifische Bindung
des unbekannten Proteins dartber zu unterbinden. Triton X-100 hingegen sollte nicht-
kovalente Bindungen von Proteinen verhindern. Aufgrund der Integritat des
Saulenmaterials konnten keine héheren Konzentrationen von DTT und Trition X-100
eingesetzt werden. Eine selektive Abtrennung des verunreinigenden Proteins Gber einen
50 MWCO Membranfilter war ebenfalls erfolglos. Bis jetzt konnte noch keine

abschlielRende Losung fir die Abtrennung der Kontamination gefunden werden.
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Abbildung 13: Reinigungsfraktionen der heterolog exprimierten Aktivase

Die Auftrennung erfolgte auf einem 12% SDS-PAGE Gel. Die zu erwartende
GroRe des Fusionsproteins liegt bei ca. 40 kDa.

M, Proteinstandard; 1+2, Elutionsfraktionen; 3, E. coli Zellextrakt nach Induktion

1.2.2. Methylalkylsuccinat-Synthase (MasCDE)

Im Genom von Stamm HxN1 konnten, analog zu Benzylsuccinat-Synthasen, drei
potentielle Untereinheiten (a-, masD; B-, masE und y-Untereinheit, masC) fir die
Methylalkylsuccinat-Synthase detektiert werden (Grundmann et al.,, 2008). Fir das
Uberexpressions-Konstrukt dieser drei Untereinheiten wurde nur die o-Untereinheit
N-terminal mit dem GST-Tag fusioniert. Eine C-terminal Fusion wurde ausgeschlossen,
da sich nach der Aktivierung das Glycinradikal am C-Terminus des Proteins bildet und
somit negative Auswirkungen auf das aktive Zentrum vermutet wurden. Die - und
v-Untereinheit wurden, wie auf der genomischen DNA von HxN1, ober- bzw. unterhalb
zu der oa-Untereinheit in den Vektor kloniert (siehe Abb. 8). Da die genauen
Bindungsverhaltnisse der drei Untereinheiten im nativen Enzym nicht bekannt sind,
wurde auf eine Fusion der B- und y-Untereinheit verzichtet. Aufgrund ihrer geringen
Molekularmasse (8 kDa und 7 kDa) kénnte Fusion mit einem Tag die korrekte Faltung
und somit die Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase beeintrachtigen.

Drei Stunden nach Induktion der Kultur zeigte sich deutlich eine Uberproduktion
des Fusionsprodukts (a-Untereinheit mit GST-Tag; ca. 120 kDa) in E.coli (Abb. 14, A).
Die Identifizierung der B- und y-Untereinheit zusammen mit der o-Untereinheit ist
aufgrund der stark unterschiedlichen relativen Molekilmassen (B- und y-Untereinheit
<10 kDa, a-Untereinheit mit GST-Tag >100 kDa) in einem SDS-PAGE-System nur
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schwer maoglich (Schagger, 2006). Daher erfolgte die Separation der Kkleinen
Untereinheiten mit 16,5% Tricin- bzw. 17% Acrylamid-Gelen, die Identifizierung Uber
Immunodetektion. Unter Verwendung der generierten Antikdrper gegen die p-und
v-Untereinheit konnte sowohl die Expression beider Proteine im MasCDE-Konstrukt in
E.coli, als auch ihr Vorhandensein in den Elutionsfraktionen der Methylalkylsuccinat-
Synthase nachgewiesen werden (Abb. 14, C). Um dabei Kreuzreaktionen des
Antikérpers gegen Wirtsproteine auszuschliefien, wurden Elutionsfraktionen von E.coli
BL21DE3*-Zellen ohne Insert als Negativkontrollen verwendet. Die l|dentifikation aller
Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-Synthase in einer Elutionsfraktion unterstellt,
dass die Peptide richtig gefaltet werden und sich daraus in E.coli das native Protein
zusammensetzt.

Wie auch bei der alleinigen Uberexpression der a-Untereinheit befand sich nur
ein geringer Teil des Methylalkylsuccinat-Synthase-Gesamtproteins in der |8slichen
Fraktion, die auf die Saule aufgetragen wurde (siehe Abb. 14, A und B). Trotzdem
konnten aus einem 50 ml Kulturansatz 24 ug Protein mit hoher Reinheit gewonnen
werden. Aufgrund der bisher nicht vollstandig gereinigten Aktivase wurden bisher jedoch

keine in vitro Aktivierungsexperimente durchgeflhrt.
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Abbildung 14: Heterologe Expression und Reinigung des Methylalkylsuccinat-Synthase (Mas)-
Gesamtkonstruktes

A, Heterologe Expression des Gesamtkonstruktes. Die Trennung der Proteine erfolgte auf einem
12% SDS-PAGE Gel, zur Farbung wurde Coomassie R250 verwendet. M, Proteinstandard; 1,
E. coli Zellextrakt nach der Induktion mit IPTG (3h); 2, E. coli Zellextrakt vor der Induktion

B, Reinigungsfraktionen der heterolog expremierten Mas. Die Proteine wurden auf einem 17%
SDS-PAGE Gel getrennt, die Farbung erfolgte mit Coomassie R250. M, Proteinstandard;
1, aufgeschlossener Extrakt E. coli mit Mas; 2-4, Elutionsfraktionen (2-4 ml) der Mas

C, Immunoblot der gereinigten Methylalkylsuccinat-Synthase mit spezifischen Antiseren gegen
die B- und y-Untereinheit. Proteine wurden auf einem 17% SDS-PAGE Gel aufgetrennt und auf
eine Nitrocellulose-Membran geblottet. Die Detektion erfolgte Uber Meerrettich Peroxidase
markierte  Zweit-Antikbrper, die Detektionszeit betrug 2 min. M, Proteinstandard;
1, Elutionsfraktion E3 der gereinigten  Methylalkylsuccinat-Synthase (ca. 4 pg);
2-4, Elutionsfraktionen (2-4ml) der Negativkontrolle (E.coli BL21DE3* ohne Insert)
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2. ldentifikation von mas-Genen in n-Alkan verwertenden Anaerobiern

Erste Hinweise auf den Aktivierungsmechanismus fiir n-Alkane unter anoxischen
Bedingungen gaben Metabolitstudien unter dentitrifizierenden (Wilkes et al., 2003) und
sulfatreduzierenden (Cravo-Laureau et al.,, 2005) Bedingungen, in denen das
Additionsprodukt verschiedener Alkane an Fumarat nachgewiesen werden konnte.
HxN1 stellte den ersten Organismus dar, fur den die Gene zur Aktivierung von n-Hexan
unter anaeroben Bedingungen identifiziert wurden (Grundmann et al., 2008). Um einen
Uberblick Uber die Diversitat der Gene des anaeroben Alkanabbaus zu erhalten, sollten

diese in weiteren Stdmmen identifiziert und sequenziert werden.

2.1. Stamm OcN1

Zur ldentifizierung der mas-Gene in Stamm OcN1 wurde eine Fosmid Bibliothek mit
20 nug genomischer DNA erstellt. Die Bank umfasste ca. 5000 Klone. Dies entspricht, bei
einer angenommenen Genomgrofie von 6 Mb und einer Fosmid-DurchschnittsgréRe von
40 kb, einer Uber 99,99% Wahrscheinlichkeit, dass das Gesamtgenom von OcN1
reprasentiert ist (Carbon-Clark Formel: N = [In(1—p))/[In(1-f)]; N = Anzahl der Klone;
p = Wahrscheinlichkeit; f = Klongrélke/GenomgroRe). Fir das Screening der Fosmid-
Bank mittels Koloniehybridisierung wurden aus der gemischten Bibliothek ca. 14500
Klone ausplattiert und mit der OcN1 spezifischen, [0-**P]-dATP markierten Sonde
hybridisiert. Es konnten 56 positive Klone identifiziert werden, von denen ein Klon zur
Sequenzierung der Fosmid-DNA ausgewahlt wurde. Die von GATC Biotech (Konstanz)
gelieferten Sequenzdaten umfassten die 2-fache Abdeckung der aus dem Fosmid
erstellten 96 Shotgun-Klone. Eine Sequenzierung bis zur 4-fachen Abdeckung
ausgewahlter Bereiche und der Luckenschluss zwischen den Shotgun Klonen erfolgten
in dieser Arbeit. Dabei stellte sich heraus, dass nicht die Gesamtfosmidsequenz in den
Shotgun-Klonen abgedeckt war. Die Liicke wurde tber PCR an Fosmid-DNA, als auch
an der genomischen DNA von OcN1 geschlossen. Wie eine anschliellende
Sequenzierung des PCR-Produktes an der genomischen DNA ergab, befindet sich in
der a-Untereinheit des Fosmids ein Rasterschub, bei dem die Base Cytosin fehlt. Ohne
diese Base kann aus der Sequenz kein potentiell funktionales Protein abgeleitet werden,

so dass es sich hierbei um eine Mutation auf dem Fosmid handeln muss.
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Abbildung 15 zeigt die BLASTP-Ergebnisse (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) von
11 translatierten offenen Leserahmen (ORFs) aus der OcN1-Sequenz. Auffallend hierbei
ist die starke Ahnlichkeit in der Genomorganisation zu bereits bekannten Operons des
anaeroben Alkan-Abbaus (Grundmann et al., 2008, Callaghan et al., 2008) und
Toluol-Abbaus (Coschigano et al., 1998; Leuthner et al., 1998; Achong et al., 2001;
Kube et al., 2004). Alle ORFs zeigten als erste Treffer beim Blast Proteine der anaerob
Alkan verwertenden Organismen HxN1 und AK-01 (ORF 1-7) bzw. des anaerob Toluol
verwertenden Stamms EbN1 (ORF 8-11) an. Die ORFs 4-6 codieren Proteine ahnlich zu
der a-, B- und y-Untereinheit der Methylalkylsuccinat-Synthase (Mas) in HxN1. Die
Identitat der beiden kleinen Untereinheiten zu HxN1 betragt dabei 82% (B-Untereinheit)
bzw. 70% (y-Untereinheit). Die potentielle a-Untereinheit in OcN1 (ORF 5) zeigt auf
Proteinebene eine 86%ige Identitdt zu HxN1. Ein detaillierterer Vergleich der
a-Untereinheiten erfolgt im Ergebnisteil unter Kapitel 3.

Das Genom von AK-01 wird zurzeit sequenziert
(http://genome.ornl.gov/microbial/dalk; 26. April 2007, Draft Version) und dabei wurden
bisher nur die a-Untereinheiten annotiert. Unter Einbeziehung der Sequenzdaten von
HxN1 konnten aber zwei mogliche Proteine fir die p-Untereinheit, DalkDraft_3741
(Ass1) und DalkDraft 4989 (Ass2), in AK-01 identifiziert werden. Die Identitat zur
B-Untereinheit von OcN1 betragt 63% bzw. 61%. Potentielle y-Untereinheiten konnten in
den verfigbaren Genomdaten nicht gefunden werden, jedoch ist deren Vorhandensein
in Callaghan et al., 2008 veroffentlicht. Die bendtigte Aktivase zur Initialisierung der
Methylalkylsuccinat-Synthase ist wahrscheinlich von ORF 7 (E-Wert: 2e-154) kodiert.
Auf Proteinebene hat sie eine Identitat 77,8% zur Aktivase von Stamm HxN1.

Als weiteres Protein konnte in der OcN1-Sequenz im 5-Bereich der mas-Gene
eine Acyl-CoA-Dehydrogenase (ORF 2) ahnlich zu HxN1 gefunden werden. Die
Ahnlichkeit betragt dabei auf Proteinebene 82,6%.

Ein nicht annotierter ORF in Stamm HxN1, ebenfalls wie ORF1 aus Stamm
OcN1 direkt vor der Acyl-CoA-Dehydrogenase lokalisiert, zeigt eine Identitat von 59% zu
diesem. Eine weitere Datenbanksuche des Proteins ergibt als ersten Treffer ein
unbekanntes Protein aus Stamm AK-01 (DalkDraft_5000). DalkDraft_5000 befindet sich
jedoch nicht in direkter Nachbarschaft zu den Genen der ass2, sondern ist in deutlicher
Entfernung (~13650bp) zu AssA2 zu finden. Auch in den Toluol abbauenden
Organismen EbN1 und Thauera aromatica konnte ein orthologes Protein zu ORF 1 in

direkter Nachbarschaft zum bss-Operon gefunden werden, nicht jedoch im Operon von
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Geobacter metallireducens. Im Gegensatz zu den Stammen OcN1, HxN1 und AK-01
befindet sich das Gen sowohl bei EbN1 (bssG) als auch bei T.aromatica (bssG)
unterhalb zu den bss-Untereinheiten.

ORF 3 von Stamm OcN1 weist eine hohe Ahnlichkeit zu dem hypothetischen

Protein MasB aus Stamm HxN1 (E-Wert: 2e-44) auf. Das masB-Gen befindet sich in
einem Operon mit den drei Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-Synthase, 266 bp vor
der a-Untereinheit. Auch in Stamm AK-01 konnten zwei adhnliche Proteine identifiziert
werden, die 340 bp bzw. 377 bp vor der oa-Untereinheit der Ass kodiert sind
(DalkDraft_3743, E-Wert: 6e-24; DalkDraft 4987, E-Wert: 1e-21). Ein homologes
Protein konnte bisher in keinem Toluol-abbauenden Organismus gefunden werden.
In etwas groRerer Entfernung, ca. 300bp abwarts der mas-Gene, sind potentielle
Proteine kodiert, wie sie auch in Stamm EbN1 in unmittelbarer Nachbarschaft zu den
Genen der Benzylsuccinat-Synthase (Bss) vorkommen. ORF 8, ORF 9 und ORF 11
kodieren fir hypothetische Proteine, deren Funktion bisher unbekannt ist. Das Protein
von ORF 10 wurde als eine potentielle Zucker-Dehydratase identifiziert. Transposasen,
wie sie im Operon von HxN1 gefunden wurden, konnten in OcN1 nicht identifiziert
werden.

Die Genorganisation in OcN1 lasst vermuten, dass fur das Operon ahnlich wie in
HxN1 ein polycystronisches Transkript vorliegt. Erste RT-PCR Versuche mit RNA, die
aus mit Oktan gewachsenen Zellen isoliert wurde, zeigten, dass das Transkript
mindestens ORF 2-7 umfasst (Webner, 2008). Die co-Transkription von ORF 8-11
konnte aber noch nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Auch die fir die
nachstverwandten BLASTP-Treffer aus EbN1 (C2B001, C2A200, C2A203 und C2A204)
konnte nicht abschlieRend geklart werden, ob diese Gene Teil des bss-Operons sind
(Kube et al., 2004).
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BLASTP Ergebnisse
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ORF (Aminosauren) Protein/Accession-Nummer Organismus? E-Wert Potentielle Funktion
1 202 DalkDraft_5000/ZP_02129917 AK-01 8e-29 Hypothetisches Protein

2 379 MasA/CAO03071 HxN1 0 Acyl-CoA-Dehydrogenase

3 128 MasB/CAO003072 HxN1 2e-44 Hypothetisches Protein

4 61 MasC/CA003073 HxN1 6e-20 Mas, y-Untereinheit

5 851 MasD/CA003074 HxN1 0 Mas, a-Untereinheit

6 71 MasE/CAO03075 HxN1 7e-27 Mas, B-Untereinheit

7 325 MasG/CA003077 HxN1 2e-154 Mas, Aktivase

8 177 C2B001/CAI07165 EbN1 4e-9 Hypothetisches Protein

9 282 C2A200/CAI07166 EbN1 3e-78 Hypothetisches Protein
10 308 C2A203/CAI07167 EbN1 6e-86 Zucker-Dehydratase
11 516 C2A204/CAI07168 EbN1 5e-90 Konserviertes hypothetisches Protein,

Amidohydrolase Familie

a: AK-O1: Desulfatibacillum alkenivorans AK-01; HxN1: Azoarcus sp. HxN1; EbN1: Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1
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Abbildung 15: Das Methylalkylsuccinat-Synthase (Mas) Operon

OcN1

Pnd3

TD3

HxN1

AK-01, ass1

AK-01, ass2

EbN1

A, Genetische Organisation des Methylalkylsuccinat-Synthase (Mas) Operons in Stamm OcN1.
Die Benennung der mas-Gene (blau) erfolgte analog zu Stamm HxN1, die potentielle Aktivase

(masG) ist rot dargestellt. Die potentiellen Funktionen der anderen Proteine sind in der
aufgeflhrt. (Erklarung zu B siehe Folgeseite)
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Fortsetzung Abbildung 15: B, Vergleich der Genstruktur potentieller Alkan-Aktivierungs-Operons
in den Stammen OcN1, Desulfatibacillum sp. Pnd3, Desulfothermus naphthae (TD3) und Stamm
HxN1 (Grundmann et al., 2008), sowie Stamm AK-01 (ass1 und ass2; Callaghan et al., 2008).
Zum Vergleich mit einem Toluol-abbauenden Stamm wurde das bss-Operons aus EbN1 (Kube et
al., 2004) hinzugeflgt. Der Farbcode ist analog zu Teil A. Gene mit potentiell ahnlicher Funktion
sind einheitlich farbig (hell- und dunkelgriun, orange) dargestellt. Ihre genaue Funktion ist noch
nicht geklart. Die Daten fur OcN1, Pnd3 und TD3 wurden in dieser Arbeit generiert, die
Zuordnung und Benennung der Gene in anderen Stdmmen erfolgte nach den
Originalpublikationen. Fett dargestellt sind Neuzuordnungen von potentiellen Proteinen in AK-01,
die bisher nicht annotiert wurden. AssC-Gene wurden nach Callaghan et al., 2008 zugeordnet, in
den bisher zuganglichen Genomdaten konnten sie nicht identifiziert werden.

2.2. Desulfothermus naphthae (TD3) und Desulfatibacillum sp. (Pnd3)

Zur ldentifizierung weiterer moglicher mas-Gene wurde von Stamm TD3 ebenfalls eine
Fosmid-Library erstellt. Die Bank umfasste ca. 300 Klone. Dies entspricht nach der
Carbon-Clark Formel (siche OcN1) einer ca. 90%igen Wahrscheinlichkeit, dass das
Gesamtgenom von TD3 enthalten ist. Die geringe Anzahl an Klonen ist auf die niedrige
Ausgangsmenge der verwendeten DNA zurlickzuflihren (ca. Y5 der normalerweise
eingesetzten Menge). Die Isolierung neuer genomischer DNA zur Herstellung einer
weiteren Library war aufgrund des langsamen Wachstums von TD3 nicht mehr méglich.
Als Sondenprimer wurden die Primer Nr. 150/151 eingesetzt, die ein ca. 550 bp
Fragment aus der groRen Untereinheit amplifizieren. Ein erstes PCR-Screening an
isolierter Fosmid-DNA aus der gepoolten Bibliothek mit den Sondenprimern fiihrte zu
keinem positiven Ergebnis. Auch durch Koloniehybridisierung konnte kein positiver Klon
identifiziert werden. Daher erfolgte das weitere Screening nach potentiellen mas-Genen
uber PCR mit degenerierten Primern. Hiermit konnte ein 2379 bp Produkt der
potentiellen a-Untereinheit gewonnen werden. Das Protein zeigt ca. 76% Identitat mit
AssA1 von AK-01. Versuche mit weiteren degenerierten Primerpaaren (Lokalisation:
forward-Primer: y-Untereinheit; reverse-Primer: B-Untereinheit), die eine Amplifikation
der gesamten a-Untereinheit ermdglichen sollten, fihrten zu keinem PCR Produkt.

Die gleiche Methode wurde fir Pnd3 angewendet. Unter der Annahme eines
ahnlichen Operon Aufbaus wurden die Primerpaare aus den Sequenzdaten des
Stammes AK-01 abgeleitet, da AK-01 ebenso wie TD3 und Pnd3 n-Alkane unter
sulfatreduzierenden Bedingungen abbaut. Die PCR wurde dabei in allen Fallen mit Tag-
Polymerase an genomischer DNA durchgefiuihrt und die erhaltenen Produkte dann
kloniert und sequenziert. Bei Pnd3 konnten so drei verschiedene PCR Produkte

amplifiziert werden. Durch Uberlappung der Sequenzenden konnte daraus eine
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Gesamtsequenz von 4034 bp generiert werden aus der mittels BLASTP alle drei
potentiellen mas-Untereinheiten, sowie ein MasB ahnliches Protein identifiziert wurden.
Die Identitat aller Proteine im Vergleich mit den entsprechenden Proteinen aus Stamm
AK-01, Ass1 betragt 99%-100%. Eine Ausnahme bildet die y-Untereinheit von Stamm
AK-01, die nicht in den Datenbanken annotiert ist. Die Identitat zur y-Untereinheit in
Stamm HxN1 betragt hierbei 47%. Auch Teile eines Gens 217 bp downstram zur
B-Untereinheit wurden amplifiziert. Ein ahnliches Gen konnte bisher nur in den beiden
ass-Operons von AK-01 gefunden werde, nicht jedoch in den Genomen anderer
anaerob Alkan oder Aromaten verwertender Organismen. Die hohe Identitat der
Proteine von Pnd3 zu Ass1 konnte auch auf Nukleotid-Ebene (bei allen Genen uber
99,4% ldentitat) bestatigt werden. Da auch die 16S rRNA-Identitat beider Organismen
bei Uber 99% liegt, handelt es sich vermutlich um eine Art, was aber noch durch z. B.
DNA-DNA Hybridisierungen bestatigt werden musste (Rossell6-Mora und Amann,
2001).
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3. Vergleich der a-Untereinheiten von OcN1, Pnd3 und TD3 mit bekannten
grof3en Untereinheiten von Glycyl-Radikal Enzymen (GRE)

Die drei neu generierten Sequenzen zeigen groRere Ahnlichkeiten zu den bereits
bekannten Sequenzen der Alkanabbauer. Die Identitat zu MasD und AssA1 liegt bei
uber 70%, wohingegen die Identitdt mit bekannten Benzylsuccinat-Synthasen
Sequenzen durchschnittlich bei 40% liegt. Abbildung 16 zeigt die relative
Verwandtschaft der Sequenzen auf Aminosaureebene. Die neu generierten Sequenzen
bilden ein Cluster mit MasD und AssA1, welches sich deutlich von den Benzylsuccinat-
Synthasen (Bss) und Naphtylmethylsuccinat-Synthasen (Nms)-Clustern abhebt.
Innerhalb des Alkan-Clusters erfolgt nochmals eine Aufspaltung. Dabei bilden die
Sequenzen von AK-01, Pnd3 und TD3 einen Zweig, der andere wird duch HxN1 und
OcN1 gebildet. Inwieweit diese Aufspaltung substratspezifisch ist (HXN1 und OcN1
verwenden Cs-Cq> Alkane, AK-01, Pnd3 und TD3 nutzen eher langkettige Alkane von
Ce-C47) oder der unterschiedliche Elektronenakzeptor (HxN1 und OcN1: Nitrat; AK-01,
Pnd3 und TD3 Sulfat) verantwortlich ist, kann bis jetzt nur spekuliert werden. Die
Sequenzen der erst kirzlich entdeckten a-Untereinheiten der Naphtylmethylsuccinat-
Synthasen besitzen eine Identitdt von 38,5% bis 434% zu den
Alkanabbauersequenzen. Bei anderen GRE, die nicht die Addition von Fumarat an das
Substrat katalysieren (Pyruvat-Formiat Lyase, anaerobe Ribonukleotid Reduktase und
p-Hydroxyphenylacetat Decarboxylase) sinkt die Sequenzidentitit zu den
Alkanabbauern auf unter 30%. Eine Ausnahme bilden hierbei die Sequenzen der
Glycerol Dehydrogenasen, die eine deutlich héhere Identitat von 33,6% bis 39,7% auf

Proteinebene aufweisen.
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TutD Thauera aromatica strain T1
BssA Thauera sp. strain DNT-1
BssA Azoarcus sp. strain T
BssA Magnetospirillum sp. TS-6
BssA Aromatoleum aromaticum strain EbN1
BssA Thauera aromatica K172
BssA Geobacter metallireducens GS-15
BssA Desulfobacula toluolica Tol2
BssA Methanogenes Konsortium
NmsA NaphS3
NmsA NaphS2
NmsA NaphS6
AssA1 AK-01
a-Untereinheit Pnd3
MasD HxN1
a-Untereinheit OcN1
a-UntereinheitTD3 (Teil)
DahB1 Clostridium butyricum
DahB1 Peleobacter carbinolicus
HpdB Clostridium difficile 630
|: Pfl E.coli K12
Pfl Clostridium pasteurianum
r— NrdD Escherichia coli K12
I NrdD Haemophilus influenzae
T T T T T T T 1

350 300 250 200 150 100 50 O
Nucleotide Substitutions (x100)

Abbildung 16: Stammbaum abgeleitet vom Alignment der potenziellen a-Untereinheiten von
Glycin-Radikal Enzymen

Das Alignment wurde mittels ClustalWw in dem DNASTAR Programm (Lasergene) berechnet. Tut,
Benzylsuccinat-Synthase; Bss, Benzylsuccinat-Synthase; Nms,
Naphthylmethylsuccinat-Synthase; Ass, Alkylsuccinat-Synthase; Mas, 1-Methylalkylsuccinat-
Synthase; Dah, Glycerol Dehydrogenase; Hpd, p-Hydroxyphenylacetat Decarboxylase; Pfl,
Pyruvat Formiat Lyase; Nrd, Anaerobe Ribonukleotid Reductase (Klasse I).

Accession-Nummer (von oben nach unten, ohne Pnd3, TD3 und OcN1): AAC38454; BAC05501;
AAK50372; BAD42366; YP_158060; CAA05052; YP_384498; CAO072221; EF134965;
CAO72220; CAO72219; CAO72222; ABH11460; CAO03074; AAM54728; YP_356813;
CAJ66973; NP_415423; NP_415423; CAA63748; AAC77195; P43752

Fur Stamm AK-01 wurde nur die AssA1-Sequenz mit aufgenommen, da bisher nur die Aktivitat
dieses Proteins nachgewiesen wurde. Die Funktionalitat der zweiten a-Untereinheit in Stamm
AK-01 (AssA2) ist bisher nur spekulativ (Callaghan et al., 2008). Bei Stamm TD3 wurde eine
Teilsequenz von 2379 bp verwendet. Unter Berlicksichtigung der durchschnittlichen Lange der
anderen o-Untereinheiten von Alkanabbauern entspricht dies ca. 95% der gesamten
a-Untereinheit.
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Alle drei potentiellen a-Untereinheiten von OcN1 (ORF 5), TD3 und Pnd3 weisen in der
translatierten Proteinsequenz ein Glycin im N-terminalen Bereich (OcN1: Pos. 826,
Pnd3: Pos. 810 und TD3: Pos. 789; siehe Abb. 17) auf, wie es charakteristisch fir alle
Mitglieder der GRE-Proteinfamilie ist. Das konservierte Glycin ist wahrscheinlich
Bestandteil des aktiven Zentrums und bildet das katalytisch aktive Radikal. Der Bereich
um das Glycin ist hoch konserviert und unterscheidet sich nur in wenigen Aminosauren.
Alle Enzyme, die eine Addition an Fumarat katalysieren, weisen ein (IVRXXGXS)-Motiv
auf (Abb. 17, grauer Kasten). Innerhalb dieses Motivs kénnen die einzelnen
Substratgruppen (Alkane, Toluol, Methylnaphthalin) unterschieden werden. So befindet
sich in allen Toluol-verwertenden Organismen direkt vor dem Glycin die Aminosaure
Serin statt Alanin. Dagegen ist in allen bekannten Sequenzen von Methylnaphtalin-
Abbauern an der zweiten Position vor dem Glycin Valin gegen Isoleucin ausgetauscht.
Ein weiteres Merkmal aller GRE ist das Vorkommen eines konservierten Cysteins,
welches ebenfalls im aktiven Zentrum des Proteins lokalisiert ist und ein transistentes
Thiyl-Radikal bildet. Alle neu generierten Sequenzen weisen auch dieses Cystein-Motiv
(OcN1: Pos. 490; Pnd3: Pos 473 und TD3: Pos. 452) auf (Alignment nicht gezeigt).
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814PEGYQEVIVR-VAEYSAHORF500N1

79 P E K Y S E V|I VR- V A|G|Y S|A H a-Untereinheit Pnd3

777 P EK Y QE V|I VR - V A|G|Y S|A H o-Untereinheit TD3 (Teil)

802 PE GY QE V|I VR - V AIG|Y S|A H MasDHxN1

798 P E KY S E V|l VR- V A|G|[Y S|A H AssA1AK-01

791 PE KWQSMI VR- 1 A|G|Y S|A R a-Untereinheit Nms NaphS6
791 P EKWE S L|I VR -1 A[G|Y S| A R a-Untereinheit Nms NaphS3
791 P EKWE S L|I VR - I A|G|Y S|A R a-Untereinheit Nms NaphS2
813 P E KHQDL|I VR - V S|G|F S|A R BssAAromatoleum aromaticum strain EbN1
816 P EKHHDL|I VR- V S|G|Y S|A R TutD Thauera aromatica strain T1
816 P E KHSDTL|I VR- V S|G|Y S|A R BssAAzoarcus sp. strain T

816 P E KHHDL|I VR- V S|G|Y S|A R BssAThauera sp. strain DNT-1
813 P E KHQDL|I VR - V S|G|F S| A R BssAThaueraaromatica K172
812 P E KHMHDL|I VR- V S|G|Y S|A R BssAMagnetospirillum sp. TS-6
814 P EKHQDL|lI VR - V S|G|F S| S R BssADesulfobacula toluolica Tol2
814 P EKHOQDIL|lI VR - V S|G|F S| A R BssA Geobacter metallireducens
699 P EKHQDL|I VR- V S|G[F S| A R BssAMethanogenic consortium
723 P E K Y P QL TI R- V S|G|Y A V R PflEscherichia coli K12

733 PDKYPQLTI R- V S|G|Y AV R PflHaemophilus influenzae

668 H D AS RV SVTRRYC|G|[Y L G S NrdDEscherichia coli K12

669 HD S TKVSVTRRYVC|G[Y L G S NrdDHaemophilus influenzae
657 - - - - - - - - |1 CPTH|G|Y L A G NrdD Ralstonia eutropha H16
763 P EDF KGL VVR- V A|IG|Y S A F Dah Peleobacter carbinolicus

Abbildung 17: Partielles Alignment der N-terminalen Domane potenzieller a-Untereinheiten von
Glycinradikal Enzymen

Das Alignment wurde mittels ClustalWw mit DNASTAR (Lasergene) berechnet. Enzymnamen und
Accession-Nummern sind identisch zu Abb. 16. Aminosauren, die mit ORF 5 von OcN1
Ubereinstimmen, sind fett dargestellt; grau: konservierter Sequenzbereich von Glycyl-Radikal-
Enzymen, die eine Fumarat-Addition katalysieren; schwarz: hochkonserviertes Glycin
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4. Vergleich der Aktivase von OcN1 mit anderen SAM Enzymen

Die potentielle Aktivase von OcN1 befindet sich 173 bp unterhalb zur pB-Untereinheit.
Somit ist sie in OcN1 ebenso wie in HxN1 stromabwarts der mas-Gene kodiert. Im
Gegensatz dazu ist die Aktivase in allen bekannten Toluol-Abbauern und in AK--01
oberhalb der mas-Gene lokalisiert. Auch in Pnd3 muss die Aktivase oberhalb zu den
mas-Genen kodiert sein, da ein PCR-Produkt mit einem fw-Primer am Ende der
Aktivase (Primer-Nr. 249) und einem rev-Primer in der a-Untereinheit (Primer-Nr. 244)
erzielt werden konnte. Allerdings war die erhaltene Sequenz zu kurz, um sie in den
relativen Stammbaum (Abb. 18) einzubinden. Dieser zeigt, dass die Aktivase von OcN1
gemeinsam mit den anderen Aktivasen von Alkanabbauern ein distinktes Cluster bildet.
Die Sequenzidentitdt zu Stamm HxN1 betragt 77%, zu Stamm AK-01 dagegen nur
53,9%. Wie auch schon in dem Stammbaum der o-Untereinheiten zeigten die
nachstverwandten Aktivasen verschiedener Benzylsuccinat-Synthasen ldentitaten von
38%-40%. Die Aktivasen anderer GRE lagen um 30%, wobei die Identitat der Aktivase
der Glycerol Dehydrogenase (DahB2) von Clostridium novyi mit 36% hervorzuheben ist.
Lysine 2,3 Aminomutase (Lam), Biotin Synthase (Bio) und Lipoyl Synthase (Lip)
dagegen gehdren zu einer anderen Unterklasse der SAM-Familie (sind nicht Mitglied der
GRE-Klasse) und zeigen nur eine sehr geringe Ahnlichkeit in der Aminosauresequenz
(um 10%).
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ORF 7 OcN1
MasG HxN1

AssD1 AK-01

BssD Thauera sp. strain DNT-1
TutE Thauera aromatica strain T1
BssD Azoarcus sp. strain T
BssD Magnetospirillum sp. TS-6
_[ BssD Aromatoleum aromaticum strain EbN1
BssD Thauera aromatica K172

BssD Geobacter metallireducens

HpdA Clostridium difficile
582 Peleobacter carbinolicus
DahB2 Clostridium novyi NT
—/“— BioB Escherichia coli K 12
L4 | ipAEscherichia coli APECO1

NrdG Ralstonia eutropha H16

7 _E PfIA Escherichia coli K12
PfIA Haemophilus influenzae

Lam Clostridium subterminale
626.8
T T T T T T 1

600 500 400 300 200 100 0
Nucleotide Substitutions (x100)

Abbildung 18: Relativer Stammbaum abgeleitet vom Alignment der potentiellen Aktivase von
OcN1 und anderen Proteinen der ,Radical SAM Superfamily*

Die Aste von BioB und LipA sind verkiirzt dargerstellt und entsprechen nicht den tatsachlichen
Verhéltnissen. Mas, 1-Methylalkylsuccinat-Synthase; Ass, Alkylsuccinat-Synthase; Bss,
Benzylsuccinat-Synthase; Tut, analog zu Bss; Pfl, Pyruvat Formiat Lyase; Dah, Glycerol
Dehydrogenase; Hpd, p-Hydroxyphenylacetat Decarboxylase; Nrd, Anaerobe Ribonukleotid
Reductase (Klasse lll); Lam, Lysine 2,3 Aminomutase; Bio, Biotin Synthase; Lip, Lipoyl Synthase.
Accession-Nummern (von oben nach unten, ab MasG):CAO03077; ZP_02130616; BAC05499;
AAC38452; AAK50370; BAD42364; CAI07157; CAA05050; YP_384500; YP_001086624;
YP_356812; YP_877304; NP_415296; YP_851757; AAP85990; NP_415422; AAC21848;
AAD43134

Alle  Aktivasen von Glycyl-Radikal Enzymen werden der Proteinfamilie
S-Adenosylmethionin-abhangiger Enzyme (SAM) zugeordnet. Ein typisches Motiv dieser
Familie ist das CXXXCXXCXX—Motiv, welches ein spezielles [Fe;S,]-Cluster koordiniert.
Abb. 19 zeigt ein partielles Alignment bekannter SAM-Enzyme im Bereich dieses
Motives, welches auch in Stamm OcN1 identifiziert werden konnte. Von Aminosaure 22
bis 41 unterscheiden sich Stamm HxN1 und Stamm OcN1 nur innerhalb einer
Aminosaure, was zeigt, wie stark dieser Bereich konserviert ist. Die hohe
Sequenzahnlichkeit in unmittelbarer Nachbarschaft zu dem Motiv ist auch bei den

anderen GRE-Aktivasen zu sehen, wenn auch weniger ausgepragt. Wie auch bei der
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Betrachtung der Identitat Gber die gesamte Sequenz der Aktivase, ist auch in dieser

Teilsequenz die Ubereinstimmung mit Lam, BioB und LipA am geringsten. Neben dem
CXXCXXCXX-Motiv enthalt die Aktivase von OcN1 zwei zusatzliche Motive fir [FesS4]-
Cluster an C®*’MQCGTCARVC und C®*SYCMECVKAC, wie sie auch in HxN1 und
anderen GRE-Aktivasen (Yu et al., 2006) gefunden wurden.
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ORF 7 OcN1

MasG HxN1

AssD1 AK-O1

BssD Thauera sp. strain DNT-1
TutE Thauera aromatica strain T1
BssD Azoarcus sp. strain T

BssD Aromatoleum aromaticum strain EbN1
BssD Geobacter metallireducens
BssD Magnetospirillum sp. TS-6
BssD Thauera aromatica K172
PfIA Escherichia coli K12

PflIA Haemophilus influenzae
DahB2 Peleobacter carbinolicus
DahB2 Clostridium novyi NT
HpdA Clostridium difficile

NrdG Ralstonia eutropha H16
Lam Clostridium subterminale
BioB Escherichia coli K12

LipA Escherichia coli APECO1

Abbildung 19: Partielles Alignment der N-terminalen Domane mit dem Eisen-Schwefel-Cluster
Bindungsmotiv (CxxxCxxC) der potentiellen Aktivase von Stamm OcN1 und anderen Proteinen
der ,Radical SAM Superfamily*
Aminosauren, die mit ORF 7 von Stamm OcN1 Ubereinstimmen sind fett dargestellt. Das
Alignment wurde mittels ClustalWW mit DNASTAR (Lasergene) berechnet. Enzymnamen und
Accession-Nummern sind identisch zu Abb. 18.
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5. Unterscheidung von Alkan- und Aromatenabbauern mittels PCR

PCR basierte Methoden erlauben schnell erste Einblicke in Habitate, sowohl hinsichtlich
der Diviersitat der Organismen (16S rRNA-Gen; Dolan, 2005), als auch mdglicher
Abbauleistungen. So wird das bssA-Gen in jungster Zeit in Studien als Markergen zur
Identifizierung von Toluol-abbauenden Organismen eingesetzt (Winderl et al., 2007). Da
bisher noch kein Mikroorganismus bekannt ist, der sowohl n-Alkane als auch Toluol als
Wachstumssubstrat nutzen kann, ist eine Unterscheidung beider Gruppen unter
Ausnutzung der genetischen Unterschiede innerhalb des aktivierenden Enzyms maglich.
Fir die Entwicklung der degenerierten Primer wurden die Sequenzen der grolen bss-
Untereinheit von Thauera sp. Stamm DNT-1, Azoarcus sp. Stamm T, Magnetospirillum
magnetotacticum, T. aromatica K172 und T. aromatica Stamm T1 verglichen (~ 500 bp,
Primer Nr. 148/149) und gegen die beiden zu dem Zeitpunkt bekannten Sequenzen der
Alkanabbauer HxN1 und OcN1 (~1500 bp, Primer Nr. 147/159) abgegrenzt. Als
Teststdmme fir die Primer wurden die Nitratreduzierer HXN1 und OcN1, sowie als
Toluol verwertende Stamme Aromatoleum aromaticum Stamm EbN1 und pCyN1
eingesetzt. Hxd3 diente als Negativkontrolle, da flr diesen Stamm ein anderer
Abbauweg postuliert wird (Young und Phelps, 2005) und im Genom keine Hinweise auf
ein mas-ahnliches Operon gefunden wurden
(http://genome.ornl.gov/microbial/dpro_hx/02jul07/). Aus einem ClustalW-Alignment aller
Sequenzdaten wurden generelle Screeningprimer auf mogliche ,Fumarat-Additions*-
Gene (~500 bp, Nr. 150/151) abgeleitet. Diese Primer wurden zusatzlich zu den oben
genannten Stdmmen an den Sulfatreduzieren Pnd3 und TD3 und Desulfobacula
toluolica (Tol2) und OxyS1 getestet. Die PCR wurde an ganzen Zellen durchgefihrt. Als
Kontrolle fir die PCR dienten allgemeine 16S Primer (fw: GM5 F (5-CCT ACG GGA
GGC AGC AG-3’), rev: 907 R (5-CCG TCA ATT CCT TTR AGT TT-3’), ~550 bp).
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Tabelle 13: PCR-Screening zur Identifikation von Alkan- und Aromatenabbauern

Alkanabbauer Toluolabbauer

Primer HxN1 OcN1 Pnd3 TD3 Hxd3 | EbN1 pCyN1 Tol2  OxyS1
147/159

+ + n.d. n.d. - - - n.d. n.d.
(Alkanabbau)
148/149

- - n.d. n.d. - + + n.d. n.d.
(Toluolabbau)
150/151

+ + + + - + + + +
(allgemein)

+: PCR Produkt erhalten; -: keine PCR Produkt erhalten; n.d.: nicht durchgefuhrt; fett: PCR an genomischer

DNA (alle anderen an ganzen Zellen)

Wie Tabelle 13 zeigt, ist eine Abgrenzung von Alkan- und Toluol verwertenden
Organismen mittels PCR mdglich. Die gebildeten Produkte sind spezifisch fir die
jeweilige Abbaugruppe. Allerdings wurden hierbei nur Organismen eingesetzt die Nitrat
als Elektronenakzeptor nutzen, d. h. die Primer decken mdglicherweise nur einen
geringen Teil der Alkanabbauer ab. Sicherlich ware fir die Alkan-Primer eine
Neuentwicklung auf Basis der in dieser Arbeit generierten Sequenzdaten sinnvoll. Das
Primerpaar zum generellen Screening fir Fumarat-Addition zeigte mit allen Stammen,
mit Ausnahme der Negativkontrolle, ein positives Ergebnis und kann somit zur schnellen
Identifikation wahrscheinlicher ,Fumarat-Additions“-Gene eingesetzt werden, ohne
jedoch das potentiell genutzte Substrat hervorsagen zu kdnnen. Es zeigte sich, dass fur
jeden Organismus die Annealing-Temperatur neu bestimmt werden muss. Die
Temperatur fir HXN1 und OcN1, anhand denen auch die Primersequenzen bestimmt
wurden, liegt mit 53°C deutlich tber der fir TD3 und Pnd3 bestimmten Temperatur von
48°C. An diesen beiden Stammen konnte nur an genomischer DNA ein PCR-Produkt
amplifiziert werden, nicht jedoch an ganzen Zellen. Bei den Toluolabbauern lag die
Annealing-Temperatur ebenfalls bei 48°C. Auch Primer flr ein generelles Screening
kénnten durch die in den letzten Jahren verdffentlichten Alkan- und Toluol-Sequenzen,
sowie durch Sequenzdaten anderer durch Fumarat-Addition aktivierter Substrate (z. B.

2-Methylnaphthalin; Musat et al., 2009), erweitert werden.
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6. Entwicklung und Validierung eines Aktivitatstests fur die

Methylalkylsuccinat-Synthase von Stamm HxN1

Der Aktivitdtstest wurde wie unter 4.10.1 (Material und Methoden) beschrieben
durchgefuhrt. Als Grundlage fur die Berechnung der Enzymaktivitat diente die gebildete
Menge an Methylpentylsuccinat (MPS). MPS entsteht aus der Addition von Hexan an
Fumarat und bildet somit das erste Produkt im anaeroben Abbau von Hexan. Die
gaschromatographische Analyse gekoppelt mit Massenspektrometrie (GC-MS) des
Reaktionsproduktes erfolgte wie unter 4.10.2 (Material und Methoden) beschrieben. Zur
Identifikation von MPS wurden die Spektren mit der Retentionszeit und dem
Massenspektrum eines synthetisierten MPS-Standards (in Form des Dimethylesters)
und dem verdffentlichten Massenspektrum (Rabus et al.,, 2001) verglichen. Die
Retentionszeit des Standards lag bei 7,9 min, wohingegen in den Aktivitdtsansatzen
zwei Peaks mit dem fir MPS charakteristischen Spaltungsmuster auftraten. Die beiden
Verbindungen eluierten nach 7,9 min bzw. 10,5 min, wobei der Peak nach 7,9 min eine
sehr geringe Intensitdt aufwies und deshalb nicht in allen Proben detektiert werden
konnte. Zur Uberpriifung der Daten wurden Proben zu Dr. Heinz Wilkes
(GeoForschungsZentrum, Potsdam) geschickt. Hier konnte der Peak nach 10,3 min als
die 1-fach methylierte Form der MPS identifiziert werden, wohingegen nach 7,9 min, wie
erwartet, der Dimethylester eluiert. Abbildung 20 (A) zeigt exemplarisch das
Elutionsprofil einer Aktivitdtsprobe nach 24 h Inkubationszeit in der sowohl die 1-fach
methylierte, als auch die 2-fach methylierte Form von MPS auftraten. Die
entsprechenden MS-Spektren (B) und mdgliche Fragmentierungsmuster (Abb. 21, A und
B) der jeweiligen Ester sind mit abgebildet. In der Nullkontrolle, die direkt nach

Reaktionsbeginn abgestoppt wurde, konnte dagegen kein MPS detektiert werden.
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A
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Abbildung 20: Elutionsprofil und MS-Spektren von Methylpentylsuccinat

A, GC-MS Elutionsprofil einer Methylalkylsuccinat-Synthase-Aktivitdtsprobe. Der Dimethylester
des Reaktionsproduktes (Methylpentylsuccinat) eluiert nach 7,9 min, der relativ haufiger gebildete
Methylester nach 10,3 min. Als interner Standard wurde Sebacinsdure verwendet. Die
Sebacinsaure wurde immer vollstandig methyliert. Die Nullkontrolle (0 h Reaktionszeit) zeigt
keine Produktbildung.

(Teil B, Elutionprofile siehe Folgeseite)
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Abb. 20: Elutionsprofil und MS-Spektren von Methylpentylsuccinat (Teil B)

B, MS-Spektren des Dimethylesters (7,9 min Retentionszeit) und des Methylesters (10,3 min
Retentionszeit) von Methylpentylsuccinat. Das m/z lon 100 tritt nur bei unvollstédndiger
Methylierung auf, das fir die Verbindung charakteristische m/Z 114 lon stellt bei beiden MPS-
Formen das Hauption dar.
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Abbildung 21: Fragmentierungsmuster potentieller Ester von Methylpentylsuccinat
(A) Methylpentylsuccinat-Dimethylesters; (B) mdgliche Methylpentylsuccinat-Methylester Der
Kasten markiert m/z 114 Peaks, die bei den einfach methylierten Formen entstehen kénnen.

Die Methylierungsreaktion in den Aktivitdtsansatzen wurden, im Gegensatz zu den
Extraktionsversuchen von Rabus et al. (2001), nicht mit Diazomethan als
Derivatisierungsmittel durchgefiihrt, sondern mit Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH).
Der Grund hierfur ist die wesentlich bessere Handhabbarkeit von TMSH bei groRem
Probendurchsatz in mdglichst kurzer Zeit, was fir eine spatere Aktivitatsmessung bei
der Proteinreinigung essentiell ist. Problematischer Weise scheint die Methylierung mit
TMSH nur unvollstdndig abzulaufen, da kaum die Bildung des Dimethylesters
beobachtet wurde. Aufgrund dieser Tatsache erfolgte die Bestimmung der gebildeten
MPS-Konzentration Uber die Flache des Peaks nach 10,5 min (einfach methylierte Form
der MPS) im Totalionenstrom (TIC). Fir eine stabilere Quantifizierung wurde zusatzlich
Sebacinsaure, ein Konstitutionsisomer des Methylpentylsuccinats, als interner Standard

verwendet. In Vorversuchen hatte sich namlich gezeigt, dass im Zuge der vielschrittigen
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Probenvorbereitung groRere Abweichungen in den Replikaten auftraten. Diese
Abweichungen konnten mit Hilfe des internen Standards minimiert werden. Die
Sebacinsaure  wird hierzu  vor der  Methylierung der  Proben mit
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH) zugesetzt. Im Gegensatz zum MPS wird die
Sebacinsdure dabei vollstandig methyliert. Die Retentionszeit der methylierten
Sebacindure lag bei ca. 11,9 min und wurde Uber einen kommerziell erhaltlichen
Standard bestatigt, der auch einen Vergleich der MS-Daten ermdglichte. Weiterhin
wurden die Proben bei zu geringer Konzentration an MPS (< 20 uM) nicht Gber die
Flache des MPS-Methylesters im TIC quantifiziert, da der Hintergrund das Ergebnis zu
stark beeinflusste, sondern erfolgte in diesen Fallen Gber die Flache des m/z 114-lons,
die ins Verhaltnis zur Flache im TIC gesetzt wurde. Proben mit einer hohen MPS-
Konzentration (geringer Einfluss des Hintergrunds) zeigen ein Verhaltnis des m/z
114-lons zum TIC von 1:17. Zur Quantifizierung niedriger Konzentrationen von MPS
wurde die Flache des m/z 114-lons mit siebzehn multipliziert, um so auf die Flache im
TIC zurlGckzuschlieRen.

Die wichtigsten auftretenden lonen bei der Spaltung von MPS sind in Tab. 14
aufgeflhrt. Charakteristisch ist das m/z lon 114, welches durch die Abspaltung und
Fragmentierung von Succinat gebildet wird. Wie in den bereits beschriebenen MS-Daten
(Rabus et al., 2001), stellte das m/z-lon 114 in den mit dem GCQ Thermo Finnigan
MAT-Gerat erzeugten Massenspektren das Hauption dar. Die 2-fach methylierte Form
des MPS zeigte dabei ein sehr ahnliches Fragmentierungsmuster zu den
veroffentlichten Daten. Es traten dort die gleichen lonen mit &hnlichen relativen
Haufigkeiten auf. Der einzige Unterschied lag beim m/z lon 146 (alt: 40,6%, neu: 22,2%
relative Haufigkeit), so dass die Verbindung zweifelsfrei an Hand des Spektrums
identifiziert werden konnte. Unterschiede im Spaltmuster traten dagegen bei der 1-fach
methylierten Form auf, in der keine m/z lonen von 199 bzw. 157 vorkamen. Statt dessen
traten ein m/z 185 und m/z 143-lon auf. Diese beiden lonen entstehen analog, wenn nur
eine Carboxylgruppe methyliert wird (siehe Abb. 21). Eine weitere Bestatigung, dass es
sich bei der Verbindung nach 10,5 min um den Methylester von MPS handelt, lieferte
das zusatzliche Auftreten des m/z-lons 100. Auch dieses lon wirde man nur bei einer
unvollstandigen Methylierung neben dem m/z- lon 114 erwarten, unabhangig davon, an
welcher Stelle im Molekdl der Ester gebildet wurde. Eine zweifelsfreie Aussage darlber,
ob immer nur eine bestimmte Carboxylgruppe methyliert wurde (praferierte

Carboxylgruppe zur Esterbildung), ist aufgrund der Fragmentierungsmuster nicht
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mdglich. Bei keinem der beiden MPS-Formen konnte ein Molekil-lon bzw. ein M*-lon
detektiert werden. Mdgliche isomere Formen der MPS, wie in Rabus et al. (2001)

beschrieben, konnten ebenfalls nicht beobachtet werden.

Tabelle 14: Massenspektrum-Daten fir MPS (Methylester und Dimethylester)

Zur Reduktion des Hintergrundes wurde von allen Spektren das Spektrum eines inaktiven
Rohextraktes abgezogen. Bericksichtigt wurden alle lonen mit einer Haufigkeit von 15% des
Maximums.

Retentionszeit Wichtige lonen Verbindung Referenz
(min) (% des Maximums)
199 (17,6), 157 (25,0), Methylpentylsuccinat
7.9 ( ) ( ) Yp y diese Arbeit
146 (22,2), 114 (100) (Dimethylester)
105 143 (28,7), 125 (16,0), Methylpentylsuccinat g Arbeit
' 114 (100), 85 (20,9), (Methylester) 165¢ ATbel
81 (16,7)
cht leichb 199 (11,0), 157 (27.5), Methylpentylsuccinat Rabus et al.,
nicnt vergleicnpar
g 146 (40,6), 114 (100), (Dimthylester) 2001
55 (12,3)

6.1. Einfluss von Nitrit auf die gemessene Enzymaktivitat im Rohextrakt

Zur Bestimmung der hdchsten Aktivitat des Enzyms Uber den Wachstumsverlauf wurde
HxN1 im 20 Liter-Mal3stab anaerob mit Hexan als Kohlenstoffquelle kultiviert. Die Kultur
wurde zunachst mit einer konstanten Nitratzugabe von 0,5 mM/h angezogen und der
Nitratzufluss im weiteren Wachstumsverlauf variiert. Die Probennahme erfolgte mittels
einer diskontinuierlichen Ernte-Methode, wobei die Nitrat- und Nitritkonzentration mittels
HPLC bestimmt wurde. Im Kulturmedium wurde innerhalb der ersten 8 h unter
steigender Nitratzugabe (bis zu 1 mM/h) kein Nitrat und Nitrit detektiert, d. h. es fand ein
sofortiger Umsatz des Nitrat und Nitrit zu weiteren Produkten der Denitrifikation in den
Zellen statt. Gleichzeitig verdoppelte sich die optische Dichte der Kultur, was ein
weiteres Zeichen fiir die ,Fitness® der Zellen ist. Allerdings konnte auffalligerweise
wahrend dieses Zeitraums keine bzw. nur eine geringe Aktivitat der Methylalkylsuccinat-
Synthase in in vitro-Assays nachgewiesen werden (siehe Abb. 22). Nach ca. 8 % h kam
es zu einer Anhaufung von Nitrat und Nitrit im Medium; so dass die Nitratzufuhr gestoppt

wurde. Die Anhaufung von Nitrit fihrte zu einer geringen Beeintrachtigung des
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Kulturwachstums, die optische Dichte sank leicht ab, blieb dann aber Uber die restliche
Versuchszeit konstant. Ca. 30 min nachdem die Nitratzufuhr gestoppt wurde, konnten
weder Nitrat noch Nitrit im Medium detektiert werden und es wurde erneut kontinuierlich
Nitrat (0,5 mM/h) zugefuhrt. Die hochste in vitro Aktivitat zeigte sich zu dem Zeitpunkt,
an dem kein Nitrat zugefuhrt wurde und kein Nitrat oder Nitrit im Medium nachweisbar
waren. Dagegen sank die Aktivitdt des Enzyms bei einem Anstieg von Nitrat im Medium
erneut. Das Protein konnte aber zu allen Probenahmepunkten tber SDS-PAGE in der
Kultur in ungefahr gleicher Menge identifiziert werden (Daten nicht gezeigt), was eine
verstarkte Induktion des Proteins in einer bestimmten Wachstumsphase in diesem
Versuch ausschliet. Moglicherweise variiert die Menge an aktiviertem
Methylalkylsuccinat-Synthase-Enzym (mit Radikal in der Seitenkette), jedoch konnte,
entgegen dieser Theorie, bei hoher invivo Enzymaktivitdt (schneller Nitratumsatz,
Verdopplungszeit von ca. 8 h) die geringste in vitro Aktivitat detektiert werden. Daher ist
ein negativer Effekt von Nitrat bzw. Produkten der Nitratreduktion wahrend des
Zellaufschlusses auf die Aktivitat des Enzyms wahrscheinlicher. Aus diesem Grund
wurden alle nachfolgenden Zellernten nicht wahrend der Log-Phase der Kulturen
durchgeflhrt, sondern erst, nachdem die Kultur ohne Nitratzufuhr Gber 3-4 h fir Nitrat

und mogliche Reduktionsprodukte ,ausgehungert® wurde.
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Abbildung 22: Aktivitadt der Methylalkylsuccinat-Synthase wahrend des Wachstums von Stamm
HxN1

Es wurden wahrend des Wachstums von Stamm HxN1 Proben genommen, die auf Nitrat-, Nitrit-
(Uber HPLC) und Methylpentylsuccinat-Gehalt (iber GC-MS) untersucht wurden. Die grofdte in
vitro Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase zeigte sich bei ,Nitrat ausgehungerten® Zellen, die
kein Nitrat und Nitrit im Medium enthielten und nicht kontinuierlich mit Nitrat versorgt wurden.

6.2. Einfluss von NO auf die Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase

Fir die gereinigte Benzylsuccinat-Synthase (equivalentes Startenzym aus dem
anaeroben Toluolabbau) wurde eine komplette Hemmung durch eine 280 uM
NO-Lésung im Rohextrakt beschrieben (Feil, 2006). Im Zusammenhang mit den
Ergebnissen der vermeintlichen Korrelation von Nitrat (oder Reduktionsprodukten von
Selbigen) und der Methylalkylsuccinat-Synthase-Aktivitat wahrend des Wachstums lasst
sich fir die Methylalkylsuccinat-Synthase ebenfalls eine Inaktivierung durch z. B. NO
(als Produkt der Denitrifikation) vermuten. Um dies ndher zu untersuchen wurde in
Doppelbestimmungen  aktiver Rohextrakt von HxN1 mit unterschiedlichen
Konzentrationen von mit NO-gesattigtem Wasser (NO-Konzentration im Wasser ca.
2 mM) verdunnt. Um durch Verdinnungen bedingte Aktivitatsverluste bestimmen zu
kénnen, wurde in Kontrollansatzen die Aktivitat bei einer entsprechenden Verdiinnung
mit Wasser geprift. Die gebildete Konzentration an Methylpentylsuccinat (MPS) im

Rohextrakt ohne Verdinnung wurde dafur auf 100% gesetzt. Bei einer Endkonzentration
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von 0,5 mM NO im Ansatz ist die Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase um ca. 25%
geringer, als in der Kontrolle. Bei 1 mM NO verstarkt sich dieser Effekt weiter (42%
Aktivitatsverlust). Allerdings zeigten sich keine Aktivitdtsunterschiede bei einer
NO-Konzentration von 1,5mM im Ansatz. Inwieweit dies auf den starken
Verdinnungsfaktor zuriickzufihren ist oder andere Effekte eine Rolle spielen, konnte
nicht eindeutig geklart werden. Im Gegensatz zur Benzylsuccinat-Synthase konnte fur
die Methylalkylsuccinat-Synthase keine komplette Inhibierung durch NO beobachtet
werden. Des Weiteren zeigten niedrige NO-Konzentrationen (Endkonzentration 50 uM
und 100 uM) keinen Einfluss auf die Aktivitat. Eventuell reagiert sich NO aber aufgrund
seiner hohen Reaktivitat an anderen Bestandteilen des Rohextrakts ab, so dass nur eine
sehr viel geringere Konzentration wirklich auf die Methylalkylsuccinat-Synthase
einwirken kann, was zu einer Verfalschung des Ergebnisses fiihrt. Deshalb miRte der
Versuch, um eine verlasslichere Aussagen treffen zu kdnnen, nochmals mit gereinigter

Methylalkylsuccinat-Synthase durchgefiihrt werden.

90 +
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NO-Konzentration im Ansatz

0 NO gesattigtes Wasser @ Wasser

Abbildung 23: Einfluss von NO auf die Methylalkylsuccinat-Synthase-Aktivitat

Die Testansatze wurden mit NO-gesattigtem Wasser auf Endkonzentrationen von 500 uM bis
1500 uM NO verdiinnt. Als Kontrolle dienten Ansatze, die nur mit Wasser verdiinnt wurden. Die
Konzentration an Methylpentylsuccinat einer unverdinnten Probe wurde auf 100% gesetzt.
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6.3. Optimierung der Aktivitatstest-Bedingungen im Rohextrakt

6.3.1. Bestimmung der optimalen Fumarat-Konzentration

Die Bestimmung der optimalen Fumarat-Konzentration in dem Aktivitatstest ist von
grolRer Bedeutung, da Fumarat als Substrat bei der Bildung von Methylpentylsuccinat
(MPS) dient. Daher wurden in den Testansatz variierende Fumarat-Konzentrationen von
25mM — 60 mM zugesetzt. Die hochste Aktivitat zeigte sich bei einer Fumarat-
Konzentration von 40 mM. Hohere Konzentrationen flhrten nicht zu einer erhdhten
Produktbildung, inhibitorische Effekte wurden dadurch nicht beobachtet (siehe Abb. 24).
Der relativ hohe Bedarf an Fumarat, verglichen mit der Konzentration des gebildeten
Methylpentylsuccinats (85 uM), lasst sich Uber die zentrale Rolle von Fumarat im
Stoffwechsel erklaren. Als zentrales Metabolit finden evtl. Umsetzungen von Fumarat
durch andere, im Rohextrakt noch aktive Enzyme (z. B. ATP-unabhangige Fumarase im
Citratzyklus), statt. Daher wird fir den Aktivititstest im Rohextrakt eine hohe
Konzentration an Fumarat bendtigt, welche gegebenenfalls im gereinigten

Methylalkylsuccinat-Synthase-Enzym gesenkt werden kann.
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Abbildung 24: Bestimmung der optimalen Fumarat-Konzentration flir den Methylalkylsuccinat-
Synthase Aktivitatstest im Rohextrakt

Es wurden steigende Konzentrationen an Fumarat in den Testansatzen eingesetzt die zusatzlich
6% Hexan, 4 mM Dithiothreitol (DTT) und 0,5 mM Dithionit enthielten. Die Ansatze wurden mittels
GC-MS auf Methylpentylsuccinat (MPS) Bildung untersucht.
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6.3.2. Einsatz verschiedener Reduktionsmittel

Der Einfluss verschiedener Reduktionsmitteln auf die Aktivitat der Methylalkylsuccinat-
Synthase wurde durch Kombination steigender Konzentrationen von Titancitrat mit
Dithionit und Dithiothreitol (DTT) untersucht (siehe Abb. 25). Die Ansatze wurden dabei
Uber Nacht inkubiert. Unabhangig von der eingesetzten Konzentration des
Reduktionsmittels und der Kombination selbiger lag die gebildete Methylpentylsuccinat-
Konzentration (MPS) in allen Ansatzen bei ca. 120 uM Eine &hnliche Aktivitdt konnte
auch ohne Titancitrat nur mit 5 mM DTT und 4 mM Dithionit (Abb. 25, Nr. 3) detektiert
werden, allerdings mit stark schwankenden Messergebnissen. Bei Aktivitdtsansatzen, in
denen Kombinationen von DTT (0,5 mM - 4,5 mM) und Dithionit (1 mM - 3 mM) jedoch
in geringerer Konzentration eingesetzt wurden, nahm die Produktbildung messbar ab
(Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Daten scheint somit das Reduktionsmittel selbst von
geringerer Bedeutung zu sein. Vielmehr ist nur das gesamte Reduktionspotential des
Puffers ausschlaggebend fir die Aufrechterhaltung der Enzymaktivitat. Dennoch war die
Enzymaktivitdt und Reproduzierbarkeit mit 4 mM Titancitrat, 5 mM DTT und 4 mM
Dithionit in diesem Versuch am Besten (Abb. 25, Nr. 2c). Spatere Versuche ergaben
allerdings, dass die Konzentrationen von DTT auf 4 mM und von Dithionit auf 2 mM
ohne Aktivitatsverluste gesenkt werden kénnen, so dass diese Kombination fiir weitere

Versuche eingesetzt wurde.
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Abbildung 25: Einfluss verschiedener Reduktionsmittel auf die Methylalkylsucinat Synthase-
Aktivitat

In den Aktivitatstest wurden steigende Konzentrationen an Titan(lll)-Citrat bei unterschiedlichen
Dithiothreitol (DTT) und Dithionit-Konzentrationen eingesetzt. Die Fumarat-Konzentration betrug
40 mM. Die Ansatze wurden mittels GC-MS auf Methylpentylsuccinat (MPS) Bildung untersucht.
1a, 1 mM Titancitrat, 1 mM DTT; 1b, 2 mM Titancitrat, 1 mM DTT; 1c, 4 mM Titancitrat, 1 mM
DTT; 1d, 6 mM Titancitrat, 1 mM DTT. 2a, 1 mM Titancitrat, 5 mM DTT, 4 mM Dithionit; 2b, 2 mM
Titancitrat, 5 mM DTT, 4 mM Dithionit; 2c, 4 mM Titancitrat, 5 mM DTT, 4 mM Dithionit; 2d, 6 mM
Titancitrat, 5 mM DTT, 4 mM Dithionit. 3, 5 mM DTT, 4 mM Dithionit.

6.3.3. Verfugbarkeit von Hexan

Der Verfligbarkeit von Hexan als Substrat der Enzymreaktion kommt in dem
Aktivitatstest grolte Bedeutung zu. Dabei war zum einen ein moéglicher toxischer Effekt
von Hexan, zum anderen eine Limitierung des Hexans im Versuchsansatz
auszuschlielen. In ersten Ansatzen wurde 1% (v/v) Hexan direkt zu den Proben
zugegeben. Dies entspricht in einem 500 ul Ansatz einer Menge von 3,3 mg. Die in
diesen Ansatzen detektierte Konzentration von 120 uM Methylpentylsuccinat (MPS)
entspricht, unter Berlicksichtigung, dass ein Moleklil Hexan pro gebildetem Molekil
MPS verbraucht wird, einem Hexan-Bedarf von 5,16 ug. Somit sollte Hexan im
Uberschuss vorgelegen haben und ist damit nicht limitierend fiir die Reaktion. Allerdings
betragt die maximale Ldslichkeit von Hexan in Wasser lediglich 9,5 mg/l (Mackay und
Shiu, 1981), d. h. in einem Ansatz sind maximal 4,75 ug Hexan geldst. Nur geldstes
Hexan steht fur die Reaktion zur Verfugung und muss im Reaktionsverlauf in die

wassrige Phase nachdiffundieren. Da Hexan leicht flichtig ist und bei einem zu
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pipettierendem Volumen von nur 5 pl eine hohe Fehlerrate des tatsachlichen Volumens
erwartet wurde, wurde die Hexan-Konzentration in den Ansatzen auf 6% (v/v) erhoht,
ohne dass dabei ein denaturierender Effekt durch Hexan festgestellt werden konnte.

Um die Verfligbarkeit des Hexans in der wassrigen Phase weiter zu erh6hen wurden a-,
B- und y-Cyclodextrin als mogliche Komplexbildner mit Hexan getestet. Cyclodextrine,
die durch enzymatischen Abbau von Starke entstehen, bilden aufgrund ihrer Struktur
einen hydophoben Hohlraum aus, in den lipophile Molekile eingelagert werden (Hanna
et al., 2004) koénnen. Dadurch kann die Diffusionsstrecke verklrzt und damit die
Verfligbarkeit von Hexan in der wassrigen Phase erhoht werden. Aufgrund des
Hohlraumdurchmessers von ca. 4,7 Angstrbm wirde sich fir Hexan vor allem
o-Cyclodextrin (6 Glucosemolekiile) eignen. Dies konnte auch schon durch die
Stimulation des Wachstums auf Hexadecan fir Stamm Hxd3 mit 5 mM oa-Cyclodextrin
im Medium nachgewiesen werden (Aeckersberg et al, 1998). In den
Methylalkylsuccinat-Synthase-Testansatzen betrug die Konzentration aller Cyclodextrine
8 mM; es wurden Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Die Inkubationszeit betrug 4 72 h.
Wie Abb. 26 zeigt, stieg die Konzentration an gebildetem MPS in dem Ansatz mit
a-Cyclodextrin (Abb. 26, Nr.2) gegenuber dem Kontrollansatz (6% (v/v) Hexan, ohne
Cyclodextrin (Abb. 26, Nr.1)) um ca. 50%. Bei den Proben mit - und y-Cyclodextrin
dagegen sank die gebildete Produktmenge leicht um 10-20%. Dies steht im Einklang mit
Ergebnissen von Aeckersberg et al.,, 1998, wo ebenfalls keine Anregung des
Wachstums von Stamm Hxd3 durch B- und y-Cyclodextrin detektiert werden konnte.
Jedoch entspricht die gemessene MPS-Konzentration auch in den Ansatzen mit a-
Cyclodextrin nicht der theoretisch zu erwartenden Aktivitat der wachsenden Zellen und
wurde daher nicht weiter verfolgt. Dafir war die gemessene Erhéhung der Mas-Aktivitat
zu gering im Vergleich zum Aufwand. Zusatzlich wurde fiir den Aktivitatstest der
Methylalkylsuccinat-Synthase die Zugabe von Hexan in einer inerten Oberphase
(5% (v/v) Hexan in HMN) getestet, wie sie auch bei der Zellanzucht verwendet wird.
Allerdings konnte in der Rohextrakt-Phase nur eine verringerte Konzentration an MPS

detektiert werden.
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Abbildung 26: Einfluss von Cyclodextrinen und HMN auf die Bildung von Methylpentylsuccinat
(MPS)

Allein durch den Einsatz von a-Cclodextrin (Endkonzentration 8 mM) konnte die Bildung von
MPS gegenuber dem Kontrollansatz gesteigert werden. Die Detektion von MPS erfolgte Uber
GC-MS Messungen. 1, Kontrollansatz mit 6% (v/v) Hexan (100%); 2, 6% (v/v) Hexan, 8 mM
o-Cyclodextrin, 3, 6% (v/v) Hexan, 8 mM B-Cyclodextrin; 4, 6% (v/v) Hexan, 8 mM y-Cyclodextrin;
5, 5% (v/v) Hexan in HMN. Die Fumarat-Konzentration betrug in allen Ansatzen 40 mM.

6.4. Bestimmung der Methylalkylsuccinat-Synthase-Aktivitat im Zeitverlauf

Um den linearen Produktbildungsbereich zu erfassen, wurden von einem 15 ml
Aktivitatsansatz regelmafig Proben entnommen und diese auf gebildetes
Methylpentylsuccinat (MPS) untersucht. Dieses wurde mit Rohextrakten aus
unterschiedlichen Zellernten wiederholt. Ein exemplarischer Zeitverlauf ist in Abb. 27
dargestellt. Abhangig vom jeweiligen Rohextrakt variierte die Konzentration an MPS zu
den jeweiligen Probenahmepunkten stark. Jedoch zeigten alle Zeitverlaufe eine
Anlaufphase (lag-Phase), in der nur eine geringe MPS-Bildung stattfand. Im Anschluss
an die lag-Phase folgte eine Phase in der die Konzentration an MPS linear zunahm. Die
Dauer der einzelnen Phasen variierte dabei relativ stark abhangig vom eingesetzten
Rohextrakt. Auf Grundlage des linearen Produktbildungsbereiches (schwarz
gekennzeichneter Bereich in Abb. 27) konnte die spezifische Aktivitdt der
Methylalkylsuccinat-Synthase im Rohextrakt berechnet werden. Die Enzymaktivitat lag,
je nach Rohextrakt, bei 0,004-0,027 nmol/(min - Mgerotein) - Nach der linearen Phase war

die Produktbildungsrate deutlich verlangsamt. Auch tUber Nacht war noch eine Zunahme
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der MPS-Konzentration messbar (ca. 25-30%). Dies deutet auf eine hohe Stabilitat der
Methylalkylsuccinat-Synthase unter den Versuchsbedingungen hin. Als Kontrollen
wurden ein Ansatz ohne Hexan sowie ein Ansatz mit durch Sauerstoff inaktiviertem
Enzym verwendet. Die Sauerstoffempfindlichkeit des Enzyms war aufgrund der
Ahnlichkeit zur Benzylsuccinat-Synthase postuliert worden, die durch 20-30 Sekunden
Luftkontakt inaktiviert wird (Leuthner et al., 1998). Zur Inaktivierung der
Methylalkylsuccinat-Synthase wurde der Rohextrakt an der Luft dreimal durch eine
Spritze gezogen und anschlieRend 6% (v/v) Hexan zugesetzt. In beiden Kontrollen
konnten auch nach 8 h Inkubationszeit nur sehr geringe Konzentrationen (<3 uM,
genauso wie der Wert nach Null Minuten) von MPS detektiert werden, so dass bei der
Methylalkylsuccinat-Synthase ebenfalls von einer hohen Sauerstoffempfindlichkeit
ausgegangen werden kann. Die Detektion geringer Mengen an MPS in den Kontrollen
kann durch Hexan-Reste im Rohextrakt bzw. durch zuvor (wahrend des Wachstums)
von den Zellen gebildetes MPS erklart werden, welches beim Aufschluss noch in den

Zellen vorlag und wahrend der Reaktion nicht weiter umgesetzt wurde.
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Abbildung 27: Methylalkylsuccinat-Synthase-Aktivitat im Zeitverlauf

Nach einer lag-Phase mit nur geringer Methylpentylsuccinat (MPS)-Bildung nahm die
Konzentration von MPS linear zu (dunkelgrau, mit linearer Trendkurve), bevor sie nach ca. 8 h
ein Plateau erreichte. Kontrollen ohne Hexan () und mit inaktiviertem Enzym (A) zeigten keine
Bildung von MPS.
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6.5. Temperaturabhangigkeit der Methylalkylsuccinat-Synthase

Das Temperaturspektrum der Methylalkylsuccinat-Synthase wurde im Rohextrakt
bestimmt. Die 1 mL Ansatze enthielten 40 mM Fumarat, 6% (v/v) Hexan und wurden flr
4 h im Wasserbad (ohne Schutteln) inkubiert. Dabei wurden Temperaturen von 8,4°C bis
41,4°C im Abstand von ca. 3°C untersucht. Negativkontrollen ohne Hexan wurden bei
26,7°C und 41,5°C inkubiert, zeigten untereinander jedoch keinen signifikanten
Unterschied. Allerdings lag der Mittelwert der Negativkontrollen mit 23,5 uM MPS in den
Ansatzen deutlich hdher als in anderen Versuchen, jedoch unter den Werten, die bei
den verschiedenen Temperaturen gemessen wurden. Dies kann nur durch eine relativ
hohe Konzentration an MPS in den Zellen vor dem Aufschluss erklart werden und
unterstreicht, wie auch der Zeitverlauf, dass die aus unterschiedlichen Ernten erhaltenen
Rohextrakte untereinander verhaltnismaRig inhomogen sind. Der Mittelwert der
Nullkontrollen wurde von den Temperaturansatzen subtrahiert. Wie Abb.28 zeigt, fand
die Bildung von MPS (ber einen weiten Temperaturbereich von 12,1°C bis 41,5°C statt.
Bei Temperaturen < 8°C konnte kein MPS detektiert werden. Das Maximum der Aktivitat
lag zwischen 29,7°C und 32,7°C, wobei jedoch bereits bei 24,2°C ein deutlicher
Aktivititsanstieg zu beobachten war. Uber 33°C fallt die Aktivitat der
Methylalkylsuccinat-Synthase schnell ab, bei 39°C liegt sie noch bei ca. 30% der
maximalen Aktivitdt. Hierbei dirften Denaturierungseffekte aufgrund der Temperatur
eine entscheidende Rolle spielen. In der Literatur ist flir Stamm HxN1 ein Wachstum auf
Hexan in einem Temperaturbereich zwischen 10°C und 35°C mit einem Optimum
zwischen 25°C und 28°C (Behrends, 1999) angegeben. Dies deckt sich gut mit den

experimentell ermittelten Werten flir die Aktivitat der Mas.
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Abbildung 28: Temperaturabhangige Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase

Die Testansatze enthielten 1 mL Rohextrakt mit 6 % (v/v) Hexan. Die Inkubation erfolgte in
temperierten Wasserbadern fur  4h. Das ermittelte Temperaturoptimum der
Methylalkylsuccinat-Synthase liegt zwischen 30°C und 33°C. (Nullkontrollen abgezogen).

Die Arrhenius-Auftragung (Abb. 29) zeigte Uber einen breiten Bereich innerhalb der
getesteten Temperaturen (12,1°C bis 32,7°C) eine nahezu lineare Abhangigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur. Aus der Geradengleichung ergibt sich
daraus fur die Bildung von Methylpentylsuccinat eine Aktivierungsenergie von ca. 100
kd/mol.

In [fmol/(mg x min)]

O T T T
3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6

1000/T (K™

Abbildung 29: Arrhenius-Graph der Temperaturabhangigkeit fir die Bildung von
Methylpentylsuccinat
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6.6. Substratspektrum der Methylalkylsuccinat-Synthase

Zur Bestimmung des Substratspektrums der Methylalkylsuccinat-Synthase wurden
unterschiedliche n-Alkane (Butan bis Dodecan) sowie Cyclohexan und Toluol als
Substrate in den Aktivitdtstest eingesetzt. Um mogliche toxische Effekte durch die
Substrate auszuschlieBen wurde deren Konzentration auf 2% (v/v) im Rohextrakt
gesenkt. Bei n-Butan, als bei Raumtemperatur gasférmigem Substrat, wurden die
Ansatze fur 1 min mit Butan Uberspilt und mit leichtem Uberdruck inkubiert. Als
Negativkontrollen dienten Ansatze ohne Substrat. Die Fumarat-Konzentration betrug in
allen Ansatzen 40 mM; die Inkubation erfolgte (ber Nacht bei 28°C im Uber-Kopf-
Schiittler. Mdgliche Additionsprodukte der Substrate an Fumarat wurden tber GC-MS-
Messungen qualitativ identifiziert. Dabei zeigte sich neben Hexan eine deutliche
Aktivierung von Heptan (119% im Vergleich zu Hexan) und Octan (55% im Vergleich zu
Hexan). Des Weiteren konnte eine geringe Konzentration Methylbutylsuccinat durch die
Aktivierung von Pentan detektiert werden. Allerdings wurden nur 5,4% der Aktivitat mit
Hexan erreicht. Hexan, Heptan und Octan dienen in Stamm HxN1 auch als
Wachstumssubstrate unter anaeroben Bedingungen. Auf Pentan dagegen wurde kein
Wachstum beobachtet (Behrends, 1999). Bei keinem weiteren Substrat konnte eine
Aktivierung durch die Methylalkylsuccinat-Synthase im Rohextrakt festgestellt werden.
Abbildung 30 =zeigt den prozentualen Anteil an gebildetem Additionsprodukt
verschiedener Substrate im Verhaltnis zu Methylpentylsuccinat (MPS, 100%). Eine
Negativkontrolle ohne Hexan zeigte kein gebildetes MPS.

Da flr kein Substrat auf’er Hexan ein Standard zur Identifizierung zur Verfigung
stand, wurden andere Additionsprodukte Uber die relative Retentionszeit und die
Ahnlichkeit des Fragmentierungsmusters identifiziert. Eine Verlangerung der Alkan-Kette
um ein C-Einheit fliihrte zu einer Verschiebung der Retentionszeit um ca. 2,2 min. Fir
Toluol und Cyclohexan erfogte ein Vergleich der Daten auch auf Grundlage bekannter
Massenspektren (Beller und Spormann, 1997; Florin Musat, MPI Bremen,

unverodffentlichte Daten).
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Abbildung 30: Alkanspektrum der Methylalkylsuccinat-Synthase

Die Ansatze wurden mit 2% (v/v) Substrat im Rohextrakt inkubiert, der Ansatz mit Butan wurde
Uberspdlt und mit leichtem Uberdruck inkubiert. Als Vergleichsgrundlage wurde die Konzentration
an gebildetem Methylpentylsuccinat (umol/l im Hexan-Ansatz) als 100 % gesetzt. Butan und die
Alkane Nonan bis Dodecan wurden nicht aktiviert.
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7. Reinigung der nativen Methylalkylsuccinat-Synthase

Native Methylalkylsuccinat-Synthase wurde aus dem Rohextrakt mit Hexan
angezogener HxN1-Zellen (ber drei Chromatographieschritte isoliert. Alle
Reinigungsschritte erfolgten bei 7°C unter anaeroben Bedingungen in einer
Anaerobenkammer mit No-Atmosphare. Zur Identifikation der Methylalkylsuccinat-
Synthase wurden die Proteinfraktionen mittels SDS-PAGE und Western Blot-Analyse
(anti-a-Untereinheit)  untersucht.  Zum  Zeitpunkt  der  Entwicklung  des
Reinigungsprotokolls stand noch kein stabiler Aktivitatstest zur Verfigung, so dass die
Methylalkylsuccinat-Synthase-Fraktionen nicht Uber die spezifische Aktivitat des Enzyms
identifiziert werden konnten. Ein exemplarischer Reinigungsverlauf ist in Abb. 31
abgebildet. Dabei konnten aus 533 mg I6slichem Gesamtprotein 7,5 mg gereinigte

Methylalkylsuccinat-Synthase erhalten werden.

7.1. Anionenaustauschchromatographie an ANX-Sepharose

Auf die ANX-Saule wurden 3 x 5 ml Zellextrakt mit einer spezifischen Aktivitat von
0,0052 nmol x (min x Mg@prowein)” T aufgetragen. Die Elution der Methylalkylsuccinat-
Synthase erfolgte mit einem Stufengradienten bei 250 mM NaCl in einem
Gesamtvolumen von ca. 70 ml. Fir den Aktivitdtstest und das Umpuffern Uber eine
Gelfiltrationssdule  wurden die  Methylalkylsuccinat-Synthase-Fraktionen  Uber
Ultrafiltrationsmembranen auf ein Volumen von ca. 16 ml eingeengt. In den
Tris-gepufferten Ansatzen konnte dabei keine Aktivitdt der Methylalkylsuccinat-Synthase
detektiert werden, erst nach dem Umpuffern auf Natriumphosphat-Puffer war Aktivitat
nachweisbar. Des Weiteren konnte die Aktivitdt durch Zugabe von BSA erheblich
gesteigert werden. Daher wurde nach allen Chromatographieschritten BSA

(Endkonzentration ca. 50 mg/ml) in den Aktivitatstest zugesetzt.
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7.2. Gelfiltration an Sephadex G 25

Zum Umpuffern in einen 50 mM Natriumphosphat-Puffer wurde das Konzentrat der
ANX-Chromatographie auf die Gelfiltrationssaule aufgegeben, die zuvor mit dem
Phosphat-Puffer equilibriert wurde. Durch die Saule trat eine ca. 1,5-fache
Volumenvergrof3erung der Proteinfraktion (24 ml) ein. Die Proteinmenge in dieser
Fraktion betrug 80 mg. Die spezifische Aktivitdt lag nach dem Umpuffern bei 0,0039

nmol x (Min x Mgprotein) -

7.3. Hydroxylapatit-Chromatographie

Die Proteinfraktion nach der Gelfiltrationssdule wurde auf eine Hydroxylapatit-Saule
aufgetragen und mit einem 250 mM Natriumphosphat-Puffer (ber einen
Stufengradienten eluiert. Die Methylalkylsuccinat-Synthase eluierte bei einer
Konzentration von 102 mM Natriumphosphat in einem Volumen von 15 ml. Fir den
Aktivitatstest wurde das Eluat auf ein Volumen von 5 ml eingeengt. Der Proteingehalt lag

bei 1,5 mg/ml, die spezifische Aktivitat betrug 0,0018 nmol x (min x mgprotein)‘1.

Tabelle 15: Reinigungstabelle der nativen Methylalkylsuccinat-Synthase aus Stamm HxN1

Fraktion Volumen  Gesamt- Aktivitat Spezifische Aktivitat Anreicher-  Aktivitats-

(ml) protein (nmol x min‘1) (nmol x (Min x Mgproten) ") ungsfaktor Ausbeute
(mg) (%)

Rohextrakt 12 533 2,760 0,0052 1 100

ANX

(+G25) 24 80 0,310 0,0039 0,75 11,2

Hydroxyl-

apatit 5 7,5 0,0138 0,0018 0,35 0,5
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Denoch ermdglichte die die Detektion der spezifischen Aktivitat nach der Hydroxylapatit-
Saule eine zweifelsfreie Identifikation des gereinigten Enzyms als Methylalkylsuccinat-
Synthase. Neben der gut im SDS-PAGE Gel zu erkennenden a-Untereinheit konnten
auch die beiden kleinen Untereinheiten in dem gereinigten Enzym Uber spezifische
Antikérper nachgewiesen werden (siehe Abb. 32). Allerdings wies das SDS-PAGE Gel
auch nach dem letzten Chromatographieschritt noch ein unbekanntes Protein
(ca. 13 kDa) auf. Zur weiteren Uberpriifung wurden deshalb die Banden der drei
potentiellen Untereinheiten, sowie des unbekannten Proteins ausgestochen und uber
einen Peptidmassen-Fingerprint (PMFP) bestimmt. Eine zweifelsfreie Identifizierung der
B- und y-Untereinheit Uber den PMFP war nicht mdglich, da beide Proteine nahezu mit
der Lauffront liefen und Verunreinigungen durch andere niedermolekulare Proteine
auftraten. Jedoch konnte die Identitat der a-Untereinheit zweifelsfrei bestatigt (Protein
Score 412; Konfidenzintervall 100%) werden. Die vermeintliche Kontamination wurde als
MasB identifiziert (Protein Score 32, Konfidenzintervall 100%), ein Protein welches
34 bp oberhalb von MasC kodiert ist und mit den Genen der anderen drei
mas-Untereinheiten co-transkribiert wird (Grundmann et al., 2008). Wahrscheinlich bildet
MasB eine vierte, bisher noch nicht vorhergesagte Untereinheit der Methylalkylsuccinat-
Synthase. Das Auftreten einer Doppelbande in Hbhe der a-Untereinheit, die bei
Benzylsuccinat-Synthasen durch die oxygenolytische Spaltung an der Radikal-

aktivierten Seitenkette entsteht, konnte jedoch nicht beobachtet werden.
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Abbildung 31: 12%ige SDS-PAGE der Reinigungsschritte der Methylalkylsuccinat-Synthase
aus Stamm HxN1.

Die Mas-Fraktionen der einzelnen Chromatographieschritte wurden aufgetrennt und die Proteine
anschlieBend mit Coomassie R250 angefarbt. M, Proteinstandard; 1, Rohextrakt von mit Hexan
angezogenen HxN1-Zellen; 2, ANX-Fraktion; 3,Hydroxylapatit-Fraktion. Die relative
Molekilmasse der Standardproteine ist links gezeigt, die einzelnen Untereinheiten der
Methylalkylsuccinat-Synthase sind rechts markiert. Beide Proteine wurden Uber PMFP
identifiziert. Die B- und y-Untereinheit laufen hierbei mit in der Lauffront und konnten nicht
aufgetrennt werden.
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Abbildung 32: Immunoblot zur Identifizierung der B- und y-Untereinheit in der gereinigten
nativen Methylalkylsuccinat-Synthase

M, Proteinstandard; 1, Rohextrakt von mit Hexan gewachsenen HxN1-Zellen; 2, ANX-Fraktion; 3,
Hydroxylapatit-Fraktion; 4, Rohextrakt von mit Capronat gewachsenen HxN1-Zellen
(Negativkontrolle). Die Proteine wurden auf einem 15% SDS-PAGE Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran geblottet. Die Detektion erfolgte Uber Meerrettich Peroxidase markierten
Zweit-Antikdrper, die Detektionszeit betrug 1 min. Das Auftreten einer zweiten Bande oberhalb
der y-Untereinheit im Rohextrakt kann bis jetzt noch nicht befriedigend erklart werden.

7.4. Bestimmung der relativen Moleklilmasse der Methylalkylsuccinat-Synthase

Die Methylalkylsuccinat-Synthase eluierte von einer Superdex 200 Gelfiltrationssaule
nach einem Volumen von ca. 61 ml. Daraus ergibt sich ein Verteilungskoeffizient (K,y)
von 0,257 fir die Saule. Aus diesen Daten konnte, basierend auf der
Kalibrierungsgeraden mit Standardproteinen (log MW = -2,1285 x K,, + 2,9031), eine
relative Molekilmasse der Methylalkylsuccinat-Synthase von ca. 237 kDa bestimmt
werden. Unter Bertcksichtigung der postulierten o,f3,y,-Komposition flr Benzylsuccinat-
Synthasen und der neu identifizierten vermutlichen vierten Untereinheit (MasB), ware fur

die Methylalkylsuccinat-Synthase eine a,f.y2MasB, Komposition (247kDa) denkbar.
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E Diskussion

1. Heterologe Expression der Methylalkylsuccinat-Synthase und der

Aktivase

Fir biochemische Studien (z. B. in vitro Aktivierungsexperimente) wurden die Gene der
drei Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-Synthase (masCDE) und die Aktivase
(mask) aus Stamm HxN1 heterolog in E. coli exprimiert. Dies hatte erstens den Vorteil,
dass man sehr schnell groRe Mengen des Enzyms gewinnen und zweitens die
Reinigung unter aeroben Bedingungen durchfiihren konnte, da die Methylalkylsuccinat-
Synthase und Aktivase in verschiedenen Stdmmen Gberexprimiert wurden und somit die
Mas inaktiv war. Allerdings musste danach noch eine Moglichkeit gefunden werden, sie
nach der Reinigung wieder zu reduzieren (mdgliche Eisen-Schwefel-Cluster) und dann
zu aktivieren, was wahrscheinlich einer langeren Optimierung bedurft hatte, wenn man
sich die Probleme bei der Aktivierung der heterolog exprimierten Benzylsuccinat-
Synthase (Feil, 2006) anschaut.

1.1. Klonierungsstrategie und Reinigung der Methylalkylsuccinat-Synthase

Fir die Methylalkylsuccinat-Synthase wurde der pET-42a-c(+)-Vektor als
Expressionsvektor ausgewahlt. Dieser Vektor ermoglicht die Fusion des Zielproteins mit
einem Gluthation-S-Transferase Tag, Uber den eine schnelle Reinigung des
rekombinanten Proteins mittels Affinitatschromatographie stattfinden kann (Smith und
Johnson, 1988). Des Weiteren kann dieser Tag, wenn nétig, Uber eine Protease-
Schnittstelle nachtraglich (nach der Reinigung) mit Hilfe von Faktor X, abgespalten
werden. Dies ist von Vorteil, wenn die Funktion des Proteins durch die Fusion mit einer
Affinitadtssequenz in weiteren Studien moglicherweise beeinflusst ist.

Bei der Methylalkylsuccinat-Synthase wurde nur die a-Untereinheit N-terminal
mit dem GST-Tag fusioniert. Um einen Einfluss auf die katalytischen Aktivitat
auszuschlieBen, wurde von einer C-terminalen Fusion abgesehen, da sich am
C-Terminus der a-Untereinheit das aktive Zentrum des Enzyms befindet. Die
erfolgreiche Expression aller drei potentiellen mas-Untereinheiten in E.coli konnte

mithilfe eines Western Blot nachgewiesen werden. Aufgrund der Tatsache, dass auch
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nach der Affinitatschromatographie nicht nur die groRRe, sondern ebenfalls die zwei
kleinen nicht getagten Untereinheiten detektiert werden konnten (siehe Abb. 32), gehe
ich davon aus, dass es in in Escherichia coli zu einer nativen Faltung der drei
Untereinheiten und zur Bildung des Holoenzyms kommt. Allerdings konnte nur eine
geringe Ausbeute an |6slichem Protein erzielt werden (0,48 ug/ml Kultur). Der weitaus
grolRere Anteil des Proteins befand sich nach dem Aufschluss in der Zelltrimmer-
Fraktion. Wahrscheinlich wird der Grofdteil des rekombinanten Proteins in
Einschlusskérpern (inclusion bodies) gelagert. Es wurden keine Versuche zum Ldsen
der inclusion bodies unternommen, da befiirchtet wurde, dass durch den Ldseprozess
(z. B. mit Harnstoff) keine korrekte Faltung der drei Untereinheiten mehr moglich ist. Es
wurde deshalb vorgezogen die KulturgréRen von E. coli anzupassen, da dies wesentlich

einfacher erschien.

1.2. Klonierungsstrategie und Reinigung der Aktivase

Fur die Expression der Aktivase wurde der pT7-SBP-2-Vektor als Expressionsvektor
verwendet. Der Vektor ist mit einem SBP-Tag ausgestattet, einer Weiterentwicklung des
Strep-Tag. Dieser wurde erstmals 1993 fur die Affinitatsreinigung von Proteinen
(Schmidt und Skerra, 1993) eingesetzt und kontinuierlich weiterentwickelt (Strep Tag II,
Schmitdt et al., 1996; SBP-Tag, Kefee et al. 2001). Wie beim Strep-Tag erfolgt die
Reinigung beim SBP-Tag uber eine Streptavidin-haltige Matrix. Der SBP-Tag wurde
ausgewahlt, da reduzierende Agenzien im Puffer die Funktionalitdt des Systems nicht
beeinflussen und somit eine Elution des Proteins auch unter anoxischen Bedingungen
moglich ist. Dies ware von Vorteil, wenn eine Reaktivierung von aerob produziertem
Protein nicht méglich ist. Des Weiteren eignen sich Streptavidin-bindende Tags gut fur
Metall-enthaltende Enzyme (Terpe, 2003), so dass eine moégliche Beeintrachtigung der
drei Eisen-Schwefel Cluster der Aktivase minimiert wird.

Eine erfolgreiche Expression der fusionierten Aktivase in E.coli konnte in
SDS-PAGE Gelen nachgewiesen werden. Allerdings war die Ausbeute an isoliertem
Protein, wie bei der Mas, sehr gering und das Protein konnte nicht vollstandig
aufgereinigt werden (eine Kontaminante; siehe Abb. 13) Fir weitere

proteinbiochemische Untersuchungen, wie z. B. der in vitro Aktivierung der Mas, ist es
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allerdings noétig, dass Enzym in grofleren Mengen zu produzieren. Daher muss die
Reinigung der heterolog exprimierten Aktivase noch optimiert werden.

In vitro Aktivierungsstudien, mit der heterolog exprimierten Methylalkylsuccinat-
Synthase und der Aktivase wurden noch nicht durchgeflihrt. Ausschlaggebend fur diese
Entscheidung war, dass im Laufe dieser Arbeit fir die Methylalkylsuccinat-Synthase eine
weitere potentielle Untereinheit entdeckt wurde. Diese Untereinheit ist nicht in dem
genetischen Uberexpressionskonstrukt enthalten. Daher ist eine erfolgreiche in vitro
Aktivierung mit dem bestehenden Konstrukt eher unwahrscheinlich. Neben den
Aktivierungsstudien der Mas bietet aber auch die Aktivase selbst interessante
Studienansatze. Aufschlussreich waren sicherlich EPR-Studien, um die genetisch

postulierten Eisen-Schwefel Zentren des Enzyms naher zu charakterisieren.

2. ldentifikation potentieller Methylalkylsuccinat-Synthase (mas)-Gene

Die Aktivierung von Toluol und anderer Methyl-substituierter Aromaten wird unter
anaeroben Bedingungen durch die Addition der Methylgruppe an die Doppelbindung von
Fumarat eingeleitet. Diese Reaktion wurde flir unterschiedliche Elektronenakzeptoren
beschrieben und die genetische Organisation der beteiligten Enzyme naher untersucht
(Leuthner et al., 1998; Coschigano et al., 1998; Kane et al., 2002; Kube et al., 2004;
Shinoda et al., 2005). Ein analoger Aktivierungsmechanismus wurde bei der anaeroben
Aktivierung von Hexan in dem denitrifizierenden Stamm HxN1 nachgewiesen
(Grundmann et al., 2008). Die identifizierten mas-Gene (nach dem entstehenden
Reaktionsprodukt  Methylalkylsuccinat) besitzen dabei Ahnlichkeiten zu den
entsprechenden Genen der Toluolabbauer. Ein alternativer anaerober Abbauweg flr
Alkane Uber Carboxylierung wurde bisher nur auf Grundlage von Metabolitstudien
postuliert, aber weder genetisch noch proteinbiochemisch belegt (So et al., 2003,
Callaghan et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit sollte die Verbreitung des Fumarat-
Additionsmechanismus und die genetische Diversitdt der Gene an Hand bereits isolierter
Alkanabbauer untersucht werden. Dabei konnten in drei weiteren Stdmmen mas-Gene
identifiziert werden.

In Stamm OcN1, einem weiteren denitrifizierendem Bakterium, konnte eine
ahnliche genetische Organisation der mas-Gene wie in Stamm HxN1 nachgewiesen
werden. Ebenso wie Stamm HxN1 nutzt Stamm OcN1 kurzkettige n-Alkane beim

Wachstum unter anaeroben Bedingungen.
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Abbildung 33: Genetische Organisation des OcN1 Operons
(mas, Methylalkylsuccinat-Synthase-Gen; UE, Untereinheit des Proteins)

Neben den drei potentiellen Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-Synthase (masC,
B-Untereinheit; masD, a-Untereinheit und masE, y-Untereinheit) konnte auch das Gen
einer moglichen Aktivase (masG) entdeckt werden. Dieses ist, analog zu Stamm HxN1,
direkt unterhalb zur B-Untereinheit kodiert. Im Gegensatz dazu liegen alle bekannten
Aktivasen von Toluolabbauern oberhalb der homologen Benzylsuccinat-Synthase (bss)-
Gene. Auch bei dem unter sulfatreduzierenden Bedingungen Hexadecan abbauenden
Stamm Desulfatibacillum alkenivorans AK-01 (Callaghan et al., 2008) ist die Aktivase
oberhalb der Alkylsuccinat-Synthase (ass)-Gene lokalisiert. Fur diesen Stamm wurden
auBerdem erstmals zwei ass-Operons im Genom beschrieben, wobei bisher nur die
Expression einer der beiden groflen Ass-Untereinheiten bestatigt werden konnte.
Vermutlich ist nur das ass1-Operon funktional. In dem zu AK-01 eng verwandten Stamm
Desulfatibacillum sp. Pnd3 konnte ebenfalls ein masC-, masD- und mask-Gen (d. h. alle
drei potentiellen Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-Synthase) nachgewiesen
werden. Ferner deuteten Metabolitstudien in einem weiteren sulfatreduzierenden
Bakterium, dem thermophilen Stamm TD3, auf einen Fumarat-Additionsmechanismus
hin. Dabei wurden wahrend des Wachstums auf n-Decan succinylierte
Additionsprodukte identifiziert (personliche Mitteilung R. Rabus). Auch in diesen Stamm
konnten weite Teile des masD-Gens (ca. 2400 bp) gefunden werden. Interessant ist die
Identifikation von masB in Stamm OcN1. Dieses Gen codiert ein hypothetisches Protein
und wurde erstmals im mas-Operon von Stamm HxN1 gefunden. Dort wird es
zusammen mit den mas-Genen und dem Gen der Aktivase co-transkribiert. In der
Diplomarbeit von K.Webner konnte dieses auch fir das masB-Gen aus OcN1 gezeigt
werden. Obwohl in der Genomannotation von Stamm AK-01 ein homologes Gen bisher
unbekannt war, konnte es durch Sequenzvergleich in den verdffentlichten Genomdaten
identifiziert werden. Untersuchungen in weiteren Alkanabbauern, wie Stamm Pnd3,
zeigen ebenfalls ein masB-Homolog. Dem entgegen konnte das masB-Gen bisher in

keinem Toluol-abbauenden Organismus gefunden werden. Das Vorkommen dieses
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Proteins scheint auf Alkan-verwertende Organismen beschrankt zu sein, was auf eine
spezifische Funktion im anaeroben Alkanabbau hindeutet.

Studien zur Quantifizierung (quantitative PCR) von anaerob Kohlenwasserstoff-
abbauenden Bakterien in Ol-kontaminierten Wasserschichten (Winderl et al., 2007;
Winderl et al., 2008) nutzen das bssA-Gen als funktionellen Marker. Durch die
Ahnlichkeit der bss- und mas-Gene ist eine Abgrenzung von Alkan- und
Aromaten-Abbauern nur schwer méglich. Das masB—Gen bietet gegebenenfalls eine

Mdglichkeit zur genaueren Unterscheidung.

3. Methylalkylsuccinat-Synthasen als Glycinradikalenzyme (GRE)

Enzymatisch werden Methylalkylsuccinat-Synthasen (Mas) in die Familie der GRE
eingeordnet. Die Familie der GRE wachst stetig, 2007 zeigten mehr als 600 Proteine in
den Datenbanken das fiur diese Familie charakteristische IVRXXGXS-Motiv (Marquet
et al.,, 2007). Dieses umfasst das konservierte aktive Zentrum der Enzyme mit einem
Glycin am C-Terminus der Polypeptidkette. Das Motiv konnte in den drei untersuchten
Stammen (OcN1, Pnd3 und TD3) in der katalytisch aktiven a-Untereinheit nachgewiesen
werden. Weiterhin typisch fir GRE ist ein konserviertes Cystein, welches wahrend der
Reaktion durch Elektronenlibertragung ein transistentes Thiyl-Radikal bildet (Selmer et
al., 2005). Auch das konservierte Cystein konnte in allen Sequenzen identifiziert werden.
Damit gehoren die anaerob Alkan-aktivierenden Enzyme der Stamme OcN1, Pnd3 und
AK-01 zweifelsfrei zu der Familie der GRE. Bis Ende 2007 waren fiinf verschiedene
Subgruppen bekannt (1) Pyruvat-Formiat Lyasen (Knappe et al., 1984), (2) anaerobe
Ribonukleotid-Reduktasen (Eliasson et al., 1990), (3) (R)-Benzylsuccinat-Synthasen
(Leuthner et al., 1998), (4) p-Hydroxy-Phenylacetat-Decarboxylase (Selmer und Andrei
2001) und (5) CoenzymB12-unabhangige Glycerin-Dehydratasen (Raynaud et al.,
2003). In Grundmann et al. (2008) wurde jedoch postuliert, dass Methylalkylsuccinat-
Synthasen eine neue Gruppe von GRE bilden. Dies konnte durch die neu generierten
Sequenzen bestatigt werden. Die Sequenzidentitadt zu Stamm HxN1 und untereinander
liegt auf Proteinebene bei ca. 76%. Die geringen Homologien zur Gruppe der
Benzylsuccinat-Synthasen (Sequenzidentitat auf Proteinebene zur nachst verwandten
Benzylsuccinat-Synthase ca. 30%) lassen eine spezifische Adaption des Enzyms an die

Gegebenheiten des anaeroben Alkanabbaus vermuten.
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Methylalkylsuccinat-Synthasen besitzen neben der katalytisch wirksamen grolien
Untereinheit mindestens zwei weitere kleine Untereinheiten. Ein Aufbau aus mehreren
Untereinheiten ist bei GREs ansonsten nur noch bei Benzylsuccinat-Synthasen (zwei
kleine Untereinheiten) und bei der p-Hydroxy-Phenylacetat-Decarboxylase bekannt, die
eine zusatzliche Untereinheit aufweist. Alle anderen GRE Gruppen enthalten keine
weiteren Untereinheiten. Die y-Untereinheiten der Methylalkylsuccinat-Synthasen sind
untereinander diverser als die o-Untereinheiten und weisen nur eine geringe
Sequenzidentitdt zu den entsprechenden Benzylsuccinat-Synthase-Proteinen auf.
Auffallend fur y-Untereinheiten ist jedoch ein hoher Cystein-Anteil im Molekdl (OcN1 5/62
Aminosauren, Pnd3 4/55 Aminosauren; HxN1 5/61 Aminosauren; AKO1 4/54
Aminosauren). Diese konservierten Cysteine bilden im N-Terminus ein CXXC-Motiv und
sind moglicherweise an der Bindung eines Eisen-Schwefel Clusters beteiligt (Leuthner et
al.,1998).

Zur Einflhrung des Radikals in die Peptidkette bendtigen alle GRE ein weiteres
Enzym, eine sogenannte Aktivase. Die Aktivasen gehdren zur Familie der
S-Adenosymethionin  (SAM)-Radikalenzyme. Das  Hauptcharakteristikum  aller
GRE-Aktivasen ist das CXXXCXXC-Motiv in der Peptidkette (Sofia et al., 2001; Frey
etal., 2008). Dieses koordiniert ein spezielles [Fe;S;]-Cluster. Im N-Terminus der
potentiellen Aktivase von Stamm OcN1 konnte dieses Motiv ebenfalls identifiziert
werden (siehe Abb.19), so dass flir diesen Stamm ebenfalls ein
Aktivierungsmechanismus Uber die reduktive Spaltung von SAM angenommen werden
kann. Daneben enthalt die Aktivase zwei zusatzliche Motive flr [Fe,S4]-Cluster
(C’MQCGTCARVC und C®SYCMECVKAC), welche typische Ferredoxin-Motive
reprasentieren. Ahnliche Sequenzen wurden auch in den Aktivasen von Stamm HxN1
und anderen GRE-Aktivasen (Yu et al., 2006; Selmer et al., 2005) gefunden, nicht aber
in den Aktivasen der Pyruvat-Formiat Lyasen. Die genaue Rolle der zusatzlichen

[Fe4S4]-Cluster ist noch nicht bekannt.
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4. Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase von Stamm HxN1 im
Rohextrakt

Die bisherige Charakterisierung der Methylalkylsuccinat-Synthase (Mas) aus Stamm
HxN1 umfasst den genetischen Hintergrund des Enzyms sowie die ldentifikation der
Gene auf Proteinebene. Transkriptionsstudien der Gene fur die Methylalkylsuccinat-
Synthase zeigten ein polycistronisches Ablesen des Operons. Die Expression der
vermutlichen a- und y-Untereinheit konnte zusatzlich in 2D-Gelelektrophorese-Studien
nachgewiesen werden (Grundmann et al., 2008). Zur weiteren Beschreibung des
Enzyms ist nun die Bestimmung der in vitro Aktivitat von grofter Wichtigkeit. In der
vorliegenden Arbeit konnte erstmal die Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase im
Rohextrakt bestimmt werden. Je nach Extrakt lag die Aktivitat bei
0,004-0,027 nmol x (min x mgpmtein)‘1. Dieser Wert ist viel zu niedrig, um das Wachstum
von Stamm HxN1 auf Hexan erklaren zu koénnen. Unter Bericksichtigung des
Nitratverbrauchs der Kulturen musste der Wert um den Faktor 200-1000 héher liegen.
Ein dhnliches Phdnomen beobachtet man ebenfalls bei den Benzylsuccinat-Synthasen,
wenn auch weniger ausgepragt. Fur die Benzylsuccinat-Synthase aus Thauera
aromatica wurde im Rohextrakt eine Aktivitdt von 0,02-0,2 nmol x (min x mgprotein)‘1
detektiert (Leuthner et al., 1998). Versuche mit wachsenden Zellen ergaben eine
Aktivitat von 12  nmol x (min x mgpmtem)‘1 (Biegert und Fuchs, 1995). Bei
Azorcus sp. Stamm T lag die Aktivitdt im Rohextrakt bei 5,9 nmol x (min x mgpmtem)‘1
(Beller und Spormann, 1999). Verglichen mit der in vivo Aktivitat liegt die gemessene
Aktivitat von Azoarcus sp. Stamm T damit bei 35-40%.

Mogliche Ursachen fur die geringe in vitro Aktivitat in Stamm HxN1 kdnnten darin
liegen, dass (1) das Enzym nur in bestimmten Wachstumsphasen gebildet wird und
somit zum Erntezeitpunkt nicht in ausreichender Menge vorhanden ist, (2) die
Methylalkylsuccinat-Synthase zu spezifischen Zeitpunkten in der Zelle aktiviert wird
(Aktivierung/Deaktivierung des Enzyms) oder (3) das Protein wahrend der Ernte und
weiteren Aufarbeitung inaktiviert wird.

Zu (1) Eine verstarkte Expression des Enzyms 2zu bestimmten
Wachstumsphasen der Kultur konnte nicht beobachtet werden. Uber den
Versuchsverlauf mit steigender ODgy der Kultur und unterschiedlichen
Nitratkonzentrationen war der Mas-Anteil in der Zelle annadhernd konstant. Daher ist eine

Wachstumsphasen-bedingte Expression des Enzyms eher unwahrscheinlich.
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Zu (2): Um Aussagen Uber den Aktivierungszustand des Enzyms zu ermoéglichen
wurde der Proteinextrakt mittels SDS-PAGE und Western-Blot Analysen untersucht. Fir
alle bisher bekannten GRE wird eine dimere Zusammensetzung postuliert, wobei nur
eine der beiden groRen Untereinheiten aktiviert wird und das Radikal tragt. Gestutzt wird
diese Hypothese durch das Auftreten einer zweiten, verkirzten a-Untereinheit in der
Benzylsuccinat-Synthase von Thauera aromatica. Diese Untereinheit unterscheidet sich
nur im C-Terminus von der aktivierten a-Untereinheit. Ihr Zustandekommen wird durch
die oxygenolytische Spaltung der Polypeptidkette am Radikal erklart (Leuthner et al.
1998). Fur Stamm HxN1 konnte bisher jedoch keine verkirzte a-Untereinheit
nachgewiesen werden. Es trat immer nur eine Bande entsprechender Grofe auf.
Entweder lieRen sich also die beiden Untereinheiten unter den gegebenen
Analysebedingungen nicht auftrennen oder bei der Methylalkylsuccinat-Synthase
werden beide Untereinheiten aktiviert und dementsprechend oxygenolytisch gespalten.
Dem widersprachen die Western-Blots mit einem Peptidantikdrper gegen das maégliche
Abspaltungsprodukt. Diese ergaben ein positives Signal auf Hohe der a-Untereinheit, so
dass mindestens eine Kette ungespalten vorliegen muss. Eventuell liegt daher nur ein
sehr geringer Teil des Enzyms in den Zellen aktiviert vor (Konzentration des
Spaltproduktes zu niedrig fir Coomassie-Farbung). Diese Vermutung korrespondiert mit
den geringen in vitro Aktivitdten, die fir die Methylalkylsuccinat-Synthase gemessen
wurden. Eine reversible Deaktivierung des Radikals, wie sie flir die Pyruvat-Formiat
Lyase (Pfl) beschrieben wurde (Kessler et al., 1992), konnte bisher allerdings in keinem
weiteren GRE nachgewiesen werden. Demnach wird das Glycinradikal der Pyruvat-
Formiat Lyase durch ein weiteres Enzym (AdhE) gequenscht und so vor einer
irreversiblen Inaktivierung durch Sauerstoff geschiitzt. Neuere Ergebnisse bestatigten
die Rolle von AdhE jedoch nicht (Nnyepi et al.,, 2007), sondern deuteten auf einen
Einfluss der verwendeten Reduktionsmittel auf die Aktivitdt. Kleine Molekile wie
Dithiothreitol fihrten zu einer starkeren Deaktivierung der Pfl, bei gréReren Molekilen
konnte keine Deaktivierung beobachtet werden. Eventuell kénnte sich in Stamm HxN1
die hohe Konzentration an Reduktionsmitteln im Aktivitatstest zusammen mit der langen
Inkubationszeit negativ auf die Aktivitdt der Methylalkylsuccinat-Synthase auswirken.
Demgegenuber steht aber der geringe Einfluss variierender
Reduktionsmittelkonzentrationen auf die Enzymaktivitat.

Weiterhin bleibt fraglich, inwieweit die Methylalkylsuccinat-Synthase im

Rohextrakt erneut Uber die Aktivase aktiviert werden kann, bzw. inwieweit die Aktivase

-107 -



Diskussion

nach dem Aufschluss Uberhaupt noch funktional ist. Erkenntnisse darliber koénnte die
Zugabe von S-Adenosyl-Methionin (SAM) zum Rohextrakt geben, welches als
Co-Substrat bei der Aktivierung dient. Bisher gibt es jedoch keinen eindeutigen Hinweis,
die auf eine reversible Deaktivierung der Methylalkylsuccinat-Synthase in der Zelle
schlief3en lassen.

Zu (3): Von grofder Bedeutung flur die in vitro Aktivitdt der Methylalkylsuccinat-
Synthase ist der Erntezeitpunkt der Kultur. Wie die Versuche gezeigt haben, muss die
Ernte der Zellen zu einem Zeitpunkt stattfinden, an dem die Zugabe von Nitrat eingestellt
und im Medium kein Nitrat und Nitrit mehr zu detektieren ist. D. h. eine Ernte in der
exponentiellen Wachstumsphase der Kultur, in der eine hohe Aktivitdt der
Methylalkylsuccinat-Synthase zu vermuten ist, ist nicht moglich. Proteinextrakte von zu
diesem Zeitpunkt geernteten Kulturen zeigten keine Aktivitat. Dies legt die Vermutung
nahe, dass Nitrat oder Produkte der Denitrifikation (Nitrit, Stickstoffmonooxid,
Distickstoffmonoxid) sich negativ auf die Methylalkylsuccinat-Synthase auswirken.
Méoglicherweise wird das Radikal in der Seitenkette durch Nitrit, NO oder N,O
geschadigt. Ein bekannter, regulatorischer Effekt ist z. B. die S-Nitrosylierung von
Proteinen durch NO (Ding und Demple, 2000; Broillet, 1999). Ein toxischer Effekt durch
diese Substanzen lag wahrend des Wachstums allerdings nicht vor, da die
Verdopplungszeit der Kultur 9 h betrug. Friihere Verotffentlichungen ergaben fir Stamm
HxN1 eine Verdopplungszeit von 11 h beim Wachstum auf Hexan (Ehrenreich et al.,
2000). Eine vermutete Schadigung des Enzyms wirde demnach erst durch den direkten
Kontakt wahrend des Aufschlusses erfolgen. Versuche mit Zusatz von NO zu den
Testansatzen zeigten jedoch eine nicht so starke Auswirkung auf die Aktivitat der
Methylalkylsuccinat-Synthase wie erwartet. Uber die Betrachtung mdglicher toxischer
Effekte hinaus muss berlcksichtigt werden, dass der Reaktionsmechanismus ein
Radikal involviert. Dieses Radikal ist méglicherweise im Rohextrakt weniger stabil als in
der Zelle und reagiert sich an anderen Zellbestandteilen ab. So liegt der lineare
Reaktionsbereich der Benzylsuccinat-Synthase aus T. aromatica bei 20 min (Leuthner et
al., 1998). Fir die Methylalkylsuccinat-Synthase ist dieser lineare Bereich allerdings bis
zu 8 h (siehe Abb. 27). Dies deutet auf eine sehr viel hdhere Stabilitdt des Enzyms im
Rohextrakt hin als bisher angenommen, was wiederum nahe legt, dass das Enzym eher

wahrend der Isolierung inaktiviert wird.
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5. Reinigung der nativen Methylalkylsuccinat-Synthase

Fur einen eindeutigen Funktionsnachweis von Enzymen muss das entsprechende
Protein aufgereinigt und die postulierte Reaktion in vitro bestatigt werden. Auch
ermdglicht die Reinigung eines Enzyms eine Aussage Uber die potentielle
Zusammensetzung (Quartarstruktur). In dieser Arbeit gelang es, die Bildung eines
Alkylsuccinats durch die gereinigte Methylalkylsuccinat-Synthase nachzuweisen und

somit die vorhergesagte katalytische Funktion des Enzyms zu bestatigen.

5.1. Aktivitat der gereinigten Methylalkylsuccinat-Synthase

Die Methylalkylsuccinat-Synthase wurde Uber drei Chromatographieschritte aus dem
Rohextrakt Hexan-gewachsener Zellen aufgereinigt. Dabei war in den einzelnen
Chromatographieschritten ein  hoher  Aktivitatsverlust zu beobachten. Die
Gesamtaktivitdtsausbeute betrug nur 0,5% (siehe Tab. 16). Daneben sank
untypischerweise die spezifische Aktivitat des Enzyms im Reinigungsverlauf. Mégliche
Ursachen hierflir liegen in (1) einer denkbaren Interaktion der Methylalkylsuccinat-
Synthase mit den Chromatographiematerialien und einer damit einhergehenden
Inaktivierung des Enzyms oder in (2) einem gegeniber dem Rohextrakt stark

veranderten Puffersystem (inklusive Zusatzstoffen).

Tabelle 16: Spezifische Aktivitdt und Ausbeute der Methylalkysuccinat Synthase in den

Reinigungsfraktionen

Der zweite Chromatographieschritt Uber eine Gelfiltrationssaule brachte keinen

Reinigungseffekt, war jedoch zum Umpuffern und zur Aktivitdtserhaltung notwendig.

Fraktion Spezifische Aktivitat Aktivitats-Ausbeute
[nmol x (Min x MGerotein) '] [%]

Rohextrakt 0,0052 100

ANX (+G25 Gelffiltration) 0,0039 11,2

Hydroxylapatit 0,0018 0,5
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Zu (1): Von der Benzylsuccinat-Synthase aus Thauera aromatica ist bekannt,
dass diese wahrend der Reinigung stark inaktiviert wird. Besonders starke
Anionentauscher beeintrachtigen die Aktivitat des Enzyms (Leuthner et al. 1998). Nach
dieser Saule betrug die Aktivitdt nur noch 1% der Ausgangsaktivitat. Aus diesem Grund
wurde in dem Reinigungskonzept von Beginn an versucht, auf dieses Material zu
verzichten. Nicht auszuschlieRen ist aber, dass die ANX-Sepharose (schwacher
Anionentauscher mit einer funktionellen Diethylaminopropyl-Gruppe) eine ahnliche
Auswirkung auf die Methylalkylsuccinat-Synthase hat. Der ebenfalls schwache
Anionentauscher DEAE-Sepharose zeigte allerdings keinen gravierenden Effekt auf die
Aktivitat der Benzylsuccinat-Synthase (90% Aktivitats-Ausbeute) in T.aromatica. Auch
bei der Hydroxylapatit-Chromatographie sank die Aktivitdt zwar splrbar (40%
Ausbeute), aber nicht so stark wie hier fir die Methyalkylsuccinat Synthase beobachtet.
Auch in der Reinigung der Benzylsuccinat-Synthase aus Azoarcus sp. Stamm T traten
starke Aktivitatsverluste wahrend der Reinigung auf. Die Gesamtausbeute lag bei nur
0,7% der ursprunglichen Aktivitat (Beller und Spormann, 1999). Vergleichend mit den
Reinigungsergebnissen beider Benzylsuccinat-Synthasen liegen die Werte flir Stamm
HxN1 auf einem &ahnlichem Niveau. Bei allen aufgereinigten Enzymen trat ein fast
99% -iger Aktivitatsverlust auf, was die enorme Reaktivitat dieser Enzyme demonstriert.

Zu (2): Proteine kénnen an Aktivitdt verlieren, wenn sie sich aulierhalb ihrer
natirlichen Zellumgebung befinden. Intrazellular herrschen oft andere Bedingungen
(z. B. lonenstarke, Proteinkonzentration, Co-Substrate), so dass es zu
Aktivitdtsverlusten  durch  Proteolyse,  Agglomerisation oder die falschen
Pufferbedingungen kommen kann. Auch bei der Methylalkylsuccinat-Synthase
beeinflussen die Pufferbedingungen die Aktivitdt des Enzyms. Der Tris-gepufferte
Ansatz nach dem ersten Chromatographieschritt zeigte auch nach Aufkonzentrierung
keine Aktivitdat. Erst in einem Phosphat-gepufferten System war diese wieder
nachweisbar. Des Weiteren schien die Proteinkonzentration im Ansatz von Bedeutung
zu sein. Durch Zugabe von Rinderserumalbumin als ,Fullprotein® wurde eine klnstlich
hohe Proteinkonzentration erzeugt, die zu einer deutlichen Aktivitadtssteigerung in den
Reinigungsfraktionen fihrte. Allerdings liegen die gemessenen Aktivitdten nach wie vor
weit unter den theoretisch zu erwartenden Werten. Eventuell fehlen also noch weitere
Faktoren, um die Aktivitat der Methylalkylsuccinat-Synthase aufrecht zu erhalten. Es

kénnte sich dabei z. B. um lonen handeln, die wahrend der Chromatographie abgetrennt
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werden. Weiterfihrende Versuche dazu wéren z. B. der Zusatz von inaktivem oder

proteinfreiem Rohextrakt, um die Enzymaktivitat wieder herzustellen.

5.2. Zusammensetzung der Methylalkylsuccinat-Synthase

Fir die Methylalkylsuccinat-Synthase wurde aufgrund ihrer genetischen und
funktionellen Ahnlichkeit zu Benzylsuccinat-Synthasen eine o,Bzy2-Zusammensetzung
auf Proteinebene postuliert. In dem aufgereinigten Enzym konnten eben diese drei
Untereinheiten zweifelsfrei Uber Western-Blot Analysen (- und y-Untereinheit) und
Peptidmassenfingerprint (a-Untereinheit) identifiziert werden. Zusatzlich wurde jedoch
auch das potentielle Genprodukt von masB, einem Gen direkt oberhalb der
v-Untereinheit gelegen, nachgewiesen. Dieses Protein konnte auch durch eine
zusatzliche Gelfiltration an Superdex 200 nicht abgetrennt werden. Es ist daher
wahrscheinlich, dass MasB eine vierte, bisher unbekannte Untereinheit (3-Untereinheit)
der Methyllkylsuccinat Synthasen darstellt. Diese These wird unterstlitzt durch die
Tatsache, das masB polycistronisch mit den anderen Genen der Methylalkylsuccinat-
Synthase transkribiert wird und auch bei allen bisher untersuchten Alkanabbauern
identifiziert werden konnte. Damit sind die Methylalkylsucinat Synthasen die einzigen
bekannten Glycinradikalenzyme mit drei weiteren Untereinheiten neben der Radikal-
tragenden a-Untereinheit. Dies unterstreicht die Einordnung der Methylalkylsuccinat-
Synthasen in eine neue Gruppe von Glycinradikalenzymen. Die Funktionen der kleinen
Untereinheiten sind zur Zeit jedoch noch unbekannt. In der Dissertation von C. Felil
(2006) wird spekuliert, dass diese ein weiteres “aktives Zentrum® der Benzylsuccinat-
Synthasen bilden und an der Reaktion des Benzylsuccinylradikals mit Fumarat beteiligt
sind (ping-pong Mechanismus). Vergleicht man die bekannten Proteinsequenzen der
kleinen Untereinheiten, so sind die y-Untereinheiten starker konserviert als
die B-Untereinheiten. Moglicherweise ist die p-Untereinheit daher wichtig fur die
Substratspezifitat des Enzyms. Erste Arbeiten an einem genetischen System fir Stamm
HxN1, das den gezielten Austausch von Genen ermdglichen wirde, laufen bereits
(Webner, 2008). Die Etablierung des genetischen Systems wird das Verstandnis fiir den
Mechanismus der Methylalkylsuccinat-Synthase deutlich verbessern, denn es ermdglicht
z. B. den gezielten Austausch der kleinen Untereinheiten oder gezielte Punktmutationen
in der Peptidkette.
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Die erfolgreiche Reinigung der Methylalkylsuccinat-Synthase ermdglicht nun die
Kristallisation des Enzyms, was zur genauen Strukturaufklarung fihren kénnte. Dies
ware sehr interessant, da bisher nur von Glycinradikalenzymen bestehend aus einer
Polypeptidkette Kristallstrukturen vorliegen. Es ist bislang keine Kristallstruktur von
einem Glycinradikalenzym mit mehreren Untereinheiten bekannt. Kristallisiert und naher
analysiert wurden bisher eine Pyruvat-Formiat Lyase aus E.coli (Becker et al., 1999),
eine Glycerol Dehydratase aus Clostridium butyricum (O’Brien et al., 2004) und eine
anaerobe Ribonukleotid Reduktase des T4 Bakteriophagen (Logan et al.,, 1999).
Daneben wurde die Struktur eines weiteren Pyruvat-Formiat ahnlichen Enzyms mit
bisher unbekannter Funktion (PFL2) aus Archaeoglobus fulgidus beschrieben (Lehtid
etal.,, 2006). Allerdings ist die Bedeutung der kleinen Untereinheiten in den
Glycinradikalenzymen noch nicht eindeutig geklart. Fir die aus zwei Untereinheiten
bestehende Hydroxyphenylacetat Decarboxylase aus Clostridium difficile konnte bereits
gezeigt werden, dass die kleine Untereinheit essentiell fir die Aktivitat des Enzyms ist
(Andrei, 2004). Um die genaue Rolle der Untereinheiten klaren zu kdnnen ist allerdings
eine Strukturaufklarung unerlasslich.

Die oben genannten Proteine wurden zur Strukturaufklarung heterolog
exprimiert, gereinigt und kristallisiert. Jedoch wurde dabei fir alle Enzyme die
Kristallstruktur der nicht-aktiven Form (ohne Radikal) ermittelt. Die Struktur eines nativ
gereinigten, aktiven Glycinradikalenzyms konnte bisher nicht aufgeklart werden, kénnte
aber weitere wichtige Erkenntniss Uber die Bindungen im aktiven Zentrum vermitteln.
Die in dieser Arbeit aufgereinigte native Methylalkylsuccinat-Synthase kann nun die

Grundlage fur diese Kristallisationsexperimente bilden.
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Anhang

G Anhang

Primer Sequenzen

Primer-Name

Sequenz (5 —» 3’)

Vektor-Sequenzierprimer

pCC1 Fosmid Sequenzierprimer FW
pCC1 Fosmid Sequenzierprimer REV
fw Sequenzierprimer fir pET 42

rev Sequenzierprimer fir pET 42
(T7 Terminator Primer)

fw Sequenzierprimer pT7- SBR2

rev Sequenzierprimer pT7- SBR2
T3 Promotor-Sequenzierprimer

T7 Promotor Sequenzierprimer

M13 forward Sequenzierprimer

M13 reverse Sequenzierprimer

GGATGTGCTGCAAGGCGATT
GTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC
TAATACGACTCACTATAGG

GCTAGTTATTGCTCAGCGGT
CTATCATGCCATACCGCGAAAGG
CTGCGTTCTGATTTAATCTG
ATTAACCCTCACTAAAG
TAATACGACTCACTATAGGG
GTAAAACGACGGCCAGT
CAGGAAACAGCTATGAC

OcN1-Fosmid-Sequenzierprimer (fiir Shotgun-Klone und Fosmid-Klon)

OG 87
OG 88
0OG 89
0G 90
0OG 91
0G 92
0G93
0G94
0G 95
0OG 96
0G 97
0G 98
0G99
OG 100
OG 101
0G 102
0OG 103
0OG 104
0G 105
OG 106
0G 107

CTGAGTGTCAGACGGTAGTT
GCCAATAGCTGGATGCTCAA
CTGCGTCAGAACTACAACCC
GTCGATGCCGGCCGTCTCACA
GGGAACGCTCCGCTTAGGTTT
CACGATAGCGAACCTTCACA
CGGACATTGTCCGAACTGAA
GGCTGATCGAACCGTTCTAC
CACTAAATCCGCTGCTTCCC
CTGGCTTAACTATGCGGCAT
ACAGATAGGTCGGCCATGAA
AGAGATTGGAGTTTCGGTGC
TTCGACAATCTCGGCCTCGT
TAAACCTCGTTGGACTGGAC
TTCGAGGCGCTCAACTGATA
AATGAAAGCCGGCAGTACGC
AAAGACAGGTTAGCGGTGGC
AGGACTGTCGTTCGTCGGTA
GGCTATTCACTGCTGACGAT
ACACCTAGGAAACCACCGCT
GCAGATGCAGGAAGCGATGT
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Anhang

OG 108
0OG 109
0G 111
0G 112
0OG 113
0G 126
0G 127
0G 128
0G 129
0OG 130
0OG 131
0G 132
0G 133
0G 134
0G 135
OG 136
0G 222
0G 223
0G 224
0G 225
0OG 226
0G 227
0G 228
0G 229

CCGGAATTGCGAACGAACCT
CTGGGCGGAATCTAATGATG
AAGCGCATCGCATGGAGCAA
CTGTGACAAATTACCCTCAG
GCCAGCTTCTCTGTTTAACA
GTGAAGTCCTGCGACATGTA
TGCATAGCCAGCGCACTAAT
ATAACTGCGCCTGCTTGCAA
TGCAACCGTAACTCTGTCCA
TGGACAGAGTTACGGTTGCA
CTGGTGCCAGAACAAGTATC
CCGAACGATTCATCGTCGAT
CTTGCTGACATAGTGTTGGT
CGACAATCACCATATCCGGA
TTGGTGTTGATCTGCAGTCC
ATTAATCGTCTCCGCCAAGG
TAATTTCGGCGGAGCATGAA
CGGTAGCCGCAGATAACTTA
AAGGTCTTCAGGGTGTCACT
AGTGACACCCTGAAGACCTT
ACCGGCTACACGAACGATAA
GATGAACTGAAGCGGGAAGT
TTCCTGAGAGTGCTAACCAG
GGATTCATGCGGCAAATTGC

Sequenzierprimer fir mas-PCR Produkte in Stamm Pnd3 und Stamm TD3

OG 230 (TD3)
0G 231 (TD3)
OG 240 (Pnd3)
OG 241 (Pnd3)
OG 242 (Pnd3)
OG 243 (Pnd3)
OG 244 (Pnd3)
OG 245 (Pnd3)
OG 246 (Pnd3)
OG 247 (Pnd3)
0G 251 (Pnd3)
0G 252 (Pnd3)
OG 253 (Pnd3)

TCAAGACCGGTCTCAACAGA
ACGTGTACCAGCAAAACCTC
GTCCATGGTCAACGAGGAAG
TTCAGAACTGGGACGCCATG
TGAACGTCGACAAAACCCTC
AAGATGGTGGAATACGCCCT
AGGGCGTATTCCACCATCTT
CGCGGTCAAAAAGCTGGTTT
CTCGGCCGTTTTGAAATCCT
AGGATTTCAAAACGGCCGAG
AGTTCTTGGACAGACTGGTC
AGTATCCGTAGGCGGAGGAA
AGCTCATGTCATGTTCTCCC
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