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1. Einleitung 

 

 

 
1.1 Das Tetrapyrrol Vitamin B12  

 

 

1.1.1 Tetrapyrrole – ubiquitäre Bestandteile zellulärer Biochemie 

 

Tetrapyrrole finden sich in nahezu allen erforschten Organismen dieser Erde. Sie 

besitzen sowohl zentrale Funktionen im Rahmen der elektronentransportabhängigen 

Energiekonservierung, als auch als prosthetische Gruppen einer Vielzahl von Enzymen. 

Man unterscheidet sieben verschiedene Tetrapyrrolklassen: Häme, Chlorophylle, 

Bacteriochlorophylle, Sirohäm, Coenzym F430, offenkettige Tetrapyrrole sowie die 

Corrinoide wie z.B. Vitamin B12. Allen Tetrapyrrolen ist gemein, dass die vier 

Pyrroleinheiten mit Ausnahme des Corrinringes der Corrinoide, durch vier 

Methinbrücken miteinander verknüpft sind. Sie komplexieren verschiedene zentral 

angeordnete Metallionen wie Eisen, Magnesium, Cobalt und Nickel. Die Corrinoide 

und damit auch Vitamin B12, weisen nur drei der vier Methinbrücken auf. Die 

verschiedenen Reduktionszustände, die Diversität der Ringsubstituenten, die 

unterschiedlichen komplexierten zentralen Metallionen und im Falle der Corrinoide 

auch weitere vom Zentralion Cobalt komplexierte Liganden unterschiedlicher Art, sind 

Grundlage für die mannigfaltigen biologischen Funktionen dieser Stoffklasse.  

Die in der Natur vorkommenden Endprodukte der Corrinoid-Biosynthese sind 5`-

Desoxyadenosylcobalamin (Coenzym B12) und Methylcobalamin (MeCbl), während 

Vitamin B12 per Definition für Cyanocobalamin (CNCbl) steht, das die hauptsächlich 

von der Industrie hergestellte und gehandelte Form darstellt. In dieser Arbeit soll aber, 

wenn nicht speziell angegeben, Vitamin B12 einheitlich für die Bezeichnung aller drei 

analogen Moleküle stehen. Die Abbildung 1 gibt einen kurzen Überblick über die 

Strukturen von sechs biologisch bedeutungsvollen Tetrapyrrolen (Jahn et al., 1996). 
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Abb. 1: Strukturen von sechs biologisch wichtigen zyklischen Tetrapyrrolen zusammen mit ihrem 

gemeinsamen Vorläufermolekül Uroporphyrinogen III. 
 

 

 

1.1.2 Vitamin B12: Entdeckung, Struktur und historischer Überblick 

  

Bereits in den zwanziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde Vitamin B12 über seine 

zentrale Bedeutung für den menschlichen Körper durch Minot und Murphy beschrieben. 

Im Jahre 1948 konnte Vitamin B12 erstmals gereinigt und isoliert werden (Rickes et al., 

1948a, b), so dass bereits wenige Jahre später, im Jahre 1955, die Aufklärung der 

komplexen dreidimensionalen Kristallstruktur von CNCbl durch die Gruppe von 

Hodgkin gelang (Hodgkin et al., 1955, 1956, 1957). Diese herausragenden Arbeiten 

wurden wenige Jahre später nach der Isolierung und erfolgreichen Kristallisation durch 

Barker mit der Bestimmung der dreidimensionalen Röntgenstruktur von Coenzym B12 

gekrönt (Barker et al., 1958; Lenhert und Hodgkin, 1961). In Abbildung 2 ist die 

Sirohäm 

Chlorophyll -a

Faktor F430 

Uroporphyrinogen III 

Häm 

Vitamin B12 
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dreidimensionale Kristallstruktur von Coenzym B12 dargestellt, während Abbildung 3 

die Struktur von Vitamin B12 in Valenzstrichformelschreibweise wiedergibt.  

 

 

 
 
Abb. 2: Kristallstruktur von Coenzym B12. Dabei sind das Co(III)-Zentralion (blau), der Cobyrsäurering 

(rot), der 5`-Desoxyadenosylligand (grün) und der 5,6-Dimethylbenzimidazolnukleotidarm 
(gelb) farblich unterschieden (Lenhert und Hodgkin, 1961). 

 

 

 
 
Abb. 3: Struktur von Vitamin B12 in Valenzstrichformelschreibweise (R = 5`-Desoxyadenosyl ergibt 

Coenzm B12, R = Methyl ergibt MeCbl, R= CN ergibt CNCbl). 
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Coenzym B12 hat eine Mr von 1580. Zentrales Strukturelement ist der aus vier 

Pyrroleinheiten aufgebaute Cobyrsäurering. Dieser Porphonoidring unterscheidet sich 

von den Porphyrinen, wie z. B. Hämen und Chlorophyllen, signifikant durch die 

fehlende Methinbrücke zwischen den Pyrrolringen A und D, seinen Oxidationszustand, 

die Anzahl und Art seiner Seitengruppen, sowie durch das komplexierte zentrale 

Metallion. Es handelt sich dabei um ein Co (III)-Zentralion, das durch jeweils ein 

Stickstoffatom der vier Tetrapyrrolringe planar komplexiert wird. Der fünfte Ligand der 

Koordinationssphäre wird vom N7-Atom eines 5,6-Dimethylbenzimidazol (DBI) -

nukleotids geliefert. DBI ist über seine Phosphatgruppe mit einer Aminopropanolgruppe 

verestert, die wiederum über eine Amidbindung mit einer Propansäureseitenkette des 

Ringes D kovalent verknüpft ist. Die oktaedrische Koordinationssphäre des Co (III)-

Zentralions wird vervollständigt durch das C-5`-Atom eines 5`-Desoxyadenosylrestes. 

Die dadurch gebildete C-Co-Bindung ist die einzige bekannte Metall-

Kohlenstoffbindung in biologischen Molekülen. Diese Bindung ist mit einer 

Dissoziationsenergie von 130 kJ/mol relativ schwach und kann deshalb leicht gespalten 

werden (Finke, 1998). Hierbei kommt es meist zu keiner Heterolyse, wie sonst in 

biologischen Systemen üblich, sondern es entstehen durch Homolyse zwei Radikale. 

Dies ist auch die Grundlage für die katalytische Wirkung von Vitamin B12, denn es 

fungiert in nahezu allen Vitamin B12-katalysierten Reaktionen als biologischer 

Radikalgenerator. Wenige Ausnahmen dieser Regel sind nur für MeCbl-katalysierte 

Reaktionen bekannt, bei denen ein Methylanion übertragen wird. 

In einer bahnbrechenden über zehnjährigen Arbeit gelangen zwei Forschergruppen um 

Eschenmoser und Woodward in den sechziger und siebziger Jahren des letzten 

Jahrhunderts unter der Beteiligung von über 100 Wissenschaftlern die chemische 

Totalsynthese von Vitamin B12 (Eschenmoser, 1974). Parallel hierzu waren es 

hauptsächlich Forschungen an dem strikt anaeroben Bakterium Propionibacterium 

shermanii, die weitere Erkenntnisse über Vitamin B12 und seine Biosynthese erbrachten 

(Scott, 1998). 1993 wurde dann durch eine herausragende wissenschaftliche Leistung 

der gesamte aerobe Vitamin B12-Biosyntheseweg in Pseudomonas denitrificans durch 

ein Forscherteam der Firma Rhône-Poulenc Rorer (RPR) in Zusammenarbeit mit 

Battersby und Scott aufgeklärt (Thibaut et al., 1998). Ende der 80er Jahre des letzten 

Jahrhunderts begannen schließlich die ersten Untersuchungen zur Biochemie und 

Regulation der anaeroben Vitamin B12-Biosynthese in Salmonella typhimurium, die 

dann ähnlich tiefe Einsichten in das Verständnis der Vitamin B12-Biosynthese lieferten 
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wie die Untersuchungen zum aeroben Vitamin B12-Stoffwechsel in P. denitrificans 

(Roth et al., 1996, Escalante-Semerana, 1999). Neueste Forschungen werden dabei 

ergänzt durch Arbeiten zur Vitamin B12-Biosynthese in Bacillus megaterium (Raux et 

al., 1998a, b).  

 

 

1.1.3 Biologische Funktionen von Vitamin B12 

 

Vitamin B12 tritt in der Natur in zwei bekannten Formen in Erscheinung, zum einen als 

Coenzym B12, zum anderen als MeCbl. In beiden Fällen handelt es sich um einen für 

Vitamin B12-abhängige Enzyme essentiellen Cofaktor, der drei Reaktionstypen 

katalysiert (Stroinsky und Schneider, 1987): 

 

1. Methyltransfer zwischen zwei Molekülen. Cofaktor hier ist ohne Ausnahme 

MeCbl. 

2. Intramolekularer Austausch zweier an benachbarten Kohlenstoffatomen 

befindlicher Gruppen. Hierbei ist ein Substituent immer ein Wasserstoffatom, 

während der andere Substituent eine Aminogruppe, eine Hydroxylgruppe oder 

ein substituierter Kohlenstoff sein kann. Cofaktor in diesen Fällen ist Coenzym 

B12. 

3. Die Reduktion von Ribonukleotiden zu Desoxyribonukleotiden durch Coenzym 

B12. 

 

Eine interessante Vitamin B12-abhängige Reaktion ist die Bildung von Acetyl-CoA 

durch Methylcorrinoide in einigen anaeroben Bakterien (Ragsdal, 1991). Hier wird eine 

Methylgruppe von Methyltetrahydrofolat über ein Methylcorrinoid/Eisen-Schwefel-

Protein zur Kohlenmonoxid-Dehydrogenase übertragen, welche aus CoenzymA, der 

übertragenen Methylgruppe und Kohlenmonoxid Acetyl-CoA synthetisiert. Ein weiteres 

Beispiel für einen faszinierenden, Vitamin B12-abhängigen Methyltransfer ist die 

Übertragung einer Methylgruppe von Methyltetrahydromethanopterin auf CoenzymM 

in obligat anaeroben, methanproduzierenden Archaea (Poirot et al., 1987). Diese 

Reaktion setzt soviel Energie frei (∆G0´ ≅ -30 kJ/mol), dass mit ihr eine 

Natriumionentranslokation durchgeführt werden kann, die letztendlich zur Ausbildung 

einer protonenmotorischen Kraft führt (Becher et al., 1992).  
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Für Säugetiere und den Menschen sind zwei Vitamin B12-abhängige Enzyme bekannt. 

Dies ist zum einen die Homocystein-Methyltransferase, die durch Übertragung der 

Methylgruppe von Methyltetrahydrofolat auf Homocystein Methionin synthetisiert. Bei 

dem anderen Enzym handelt es sich um die (R)-Methylmalonyl-CoA-Mutase, die die 

intramolekulare Umlagerung von (R)-Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA 

katalysiert. (R)-Methylmalonyl-CoA tritt im Stoffwechsel z.B. beim oxidativen Abbau 

der Aminosäuren Methionin, Isoleucin und Valin, sowie am Schluß der ß-Oxidation 

ungeradzahliger Fettsäuren auf. Die genannten Edukte werden bis zum Propionyl-CoA 

abgebaut, in dessen weiteren Metabolismus (R)-Methylmalonyl-CoA entsteht. Die 

beiden genannten Reaktionen sind in Abbildung 4 wiedergegeben. 
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Abb. 4: Durch Vitamin B12 katalysierte Reaktionen in Säugern (Martens et al., 2002). A) zeigt die 

Reaktionsabfolge, in der die Vitamin B12-abhängige (R)-Methylmalonyl-CoA-Mutase von 
Bedeutung ist, während B) die Reaktion der Vitamin B12-abhängigen Methioninbiosynthese 
darstellt. THF: Tetrahydrofolat. 
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Menschliche Krankheitsformen, die auf Vitamin B12-Mangel zurückzuführen sind, sind 

z. B. die Perniziöse Anämie und die Methylmalonazidurie. Bei letzterer kommt es zu 

einer Akkumulation von Methylmalonyl-CoA, das zu CoA und Methylmalonsäure 

hydrolisiert wird. Die vermehrt gebildete Methylmalonsäure verringert den pH-Wert 

und löst dadurch die Azidurie aus. Zusätzlich wird das angehäufte Propionyl-CoA durch 

Citrat Synthase mit Oxalessigsäure kondensiert und es entsteht giftiges 2-Methylcitrat, 

ein vermutlicher Inhibitor der Aconitase (Martens et al., 2002). Die einst unheilbare 

Perniziöse Anämie, die zur Entdeckung von Vitamin B12 führte, ist augenscheinlich eine 

Autoimmunkrankheit, bei der Antikörper gegen den Intrinsischen Faktor gebildet 

werden; einem Bindeprotein, das hauptverantwortlich für die Vitamin B12-Resorption 

im Magen ist (Stabler, 1999).  

Da Vitamin B12-Mangel, ebenso wie Vitamin B6- und Folsäuremangel zu einem 

erhöhten Homocysteinspiegel im menschlichen Organismus führt, handelt es sich somit 

um einen Hauptrisikofaktor für Herzkrankheiten, Schlaganfall, Arteriosklerose etc.. 

Dieses Risiko nimmt gerade auch für ältere Menschen deutlich zu (Joosten et al., 1993) 

und kann, zumindest im Fall einer Vitamin B12-Unterversorgung, auf eine immer 

schlechtere Resorption des Vitamins aus der täglichen Nahrung zurückgeführt werden 

(Allen und Casterline, 1994), die jedoch durch Nahrungsergänzung mit Folsäure und 

Vitamin B12 leicht korrigiert werden kann. Schließlich spielt Vitamin B12 auch für die 

ausreichende Myelinisierung der Nervenzellen eine wichtige Rolle und sein Mangel 

wird heutzutage vermehrt mit dem Auftreten psychiatrischer Symptome wie Spastik, 

Dementia, Psychosen oder sogar der Alzheimer`schen Krankheit in Verbindung 

gebracht (McCaddon und Kelly, 1994; Delva, 1997).  

 

 

1.1.4 Theorien zur Entstehungsgeschichte von Vitamin B12 

 

Die Synthese und Nutzung von Vitamin B12 zeigt eine charakteristische Verteilung 

zwischen den Lebewesen. So scheint die Fähigkeit der de novo Biosynthese von 

Vitamin B12 auf einige Bakterien und Archaea beschränkt zu sein, während Tiere und 

Protisten Vitamin B12 für ihren Stoffwechsel benötigen, es aber nicht synthetisieren 

können. Pflanzen und Pilze schließlich sind weder in der Lage Vitamin B12 zu 

synthetisieren, noch nutzen sie es (Duda et al., 1967). Des weiteren existiert eine 

Vielzahl von Indizien, wie z. B. die essentielle Beteiligung von RNA-Molekülen an 
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Biosynthese, Regulation und molekularem Aufbau von Vitamin B12, die auf einen 

evolutionären Grund für die Verteilung von Vitamin B12-Biosynthese und -Nutzung 

innerhalb der Lebewesen hindeutet (Martens et al., 2002). Deshalb geht man heute 

davon aus, dass Vitamin B12 ein Relikt einer frühzeitlichen Lebensform ist. In einer 

noch anaeroben Welt ohne Energiegewinnung mittels Elektronentransport und 

Protonengradient standen nur kleine organische Moleküle zum Energiegewinn zur 

Verfügung (Roth et al., 1996). Das phylogenetisch älteste Tetrapyrrol war danach 

voraussichtlich Vitamin B12, da es die Fermentation kleiner organischer Moleküle wie z. 

B. 1,2-Propandiol (Diol-Dehydratase), Ethanolamin (Ethanolamin-Ammoniak-Lyase) 

oder Glycerin (Glycerin-Dehydratase) ermöglichte und auch heute noch ermöglicht. Die 

erwähnten Reaktionen sind in Abbildung 5 dargestellt, unter gleichzeitiger Angabe der 

weiteren Verwendung des gebildeten Moleküls als Kohlenstoff- und Energiequelle 

(Propionyl-CoA und Acetyl-CoA) bzw. als Oxidationsmittel entstandener 

Reduktionsäquivalente (Propionaldehyd, Acetaldehyd und ß-Hydroxypropionaldehyd). 

In einer Evolution des Vitamin B12-Biosyntheseweges spaltete sich zuerst die Synthese 

von Sirohäm vom Vitamin B12-Biosyntheseweg ab. Damit war die Nutzung alternativer 

anorganischer Elektronenakzeptoren wie Sulfit und Nitrit möglich. Danach entstand die 

Chlorophyllbiosynthese, welche die Produktion von molekularem Sauerstoff zur Folge 

hatte. Schließlich bildete sich die Hämbiosynthese aus, deren Endprodukt der 

Veratmung von Sauerstoff diente und bis heute dient. Ein weiteres Indiz für diese 

Annahme gibt die Präsenz eines „altertümlichen“ Hämbiosyntheseweges in 

Desulfovibrio vulgaris, der die ersten Schritte der Vitamin B12-Biosynthese nutzt (Ishida 

et al., 1998). Je mehr Sauerstoff den Organismen zur Verfügung stand, desto mehr 

verlor Vitamin B12 seine ursprüngliche zentrale Funktion und wurde in neuartige, 

spezialisierte Funktionen eingebunden, die Vitamin B12 auch heute noch für viele 

Lebewesen, wie auch den Menschen, essentiell machen. Abbildung 6 zeigt eine 

Einordnung der Vitamin B12-Biosynthese in die allgemeine Tetrapyrrolbiosynthese.  
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Abb. 5: Anaerobe Fermentation von kleinen organischen Molekülen durch Coenzym B12-katalysierte 

Reaktionen zur Bildung von Energie- und Kohlenstoffquellen (Propionyl-CoA und Acetyl-CoA) 
und von Oxidationsmitteln für Reduktionsäquivalente (NADH) (Roth et al., 1996). 
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Abb. 6: Übersicht über die Tetrapyrrolbiosynthese und Einordnung der Vitamin B12- (Corrinoid-) 

Biosynthese darin. Zwei Pfeile bedeuten, dass zwei verschiedene Enzyme die gleiche Reaktion 
katalysieren, unterbrochene Pfeile kennzeichnen Biosynthesewege, die nicht komplett 
dargestellt sind oder deren Abfolge noch ungeklärt ist. (Jahn et al., 1996). 

 

 

 

1.1.5 Der Biosyntheseweg aller Tetrapyrrole bis zum Uroporphyrinogen III 

 

Das erste gemeinsame Vorläufermolekül aller bis heute bekannten Tetrapyrrole ist die 

5-Aminolävulinsäure (ALA). Ihre Biosynthese geht in Pflanzen, Archaea sowie in allen 

Bakterien, außer der α-Gruppe der Proteobakterien, vom C5-Gerüst des Glutamats aus. 
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Am ersten Schritt, der Reduktion des Glutamats zu Glutamat-1-Semialdehyd, ist eine 

tRNA beteiligt. Der Aldehyd wird im zweiten Syntheseschritt durch eine 

Transaminierung zu ALA umgesetzt. Die Bildung von ALA ist nach heutigen 

Erkenntnissen ein zentraler Regulationspunkt der gesamten Tetrapyrrolbiosynthese aller 

Organismen. Dabei ist die Expressionskontrolle des Gens für das initiale Enzym 

Glutamyl-tRNA-Reduktase (hemA) in Bakterien von besonderer Bedeutung (Schobert 

und Jahn, 2002). Diese Beobachtung bildete eine wichtige Grundlage für experimentelle 

Ansätze dieser Arbeit. Aus der gebildeten ALA wird in drei weiteren Reaktionsschritten 

das letzte gemeinsame Vorläufermolekül aller bekannten Tetrapyrrole, 

Uroporphyrinogen III (Uro`gen), gebildet (zusammengefasst in Jahn et al., 1996). Die 

dazugehörigen Biosyntheseschritte sind in Abbildung 7 wiedergegeben. 
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Abb. 7: Biosynthese von Uro`gen, dem letzten gemeinsamen Vorläufermolekül aller Tetrapyrrole. Die 

bakteriellen Gene sind in Klammern unter den Enzymen angegeben. Die Ringsubstituenten sind 
mit A für Acetat und P für Propionat abgekürzt. PMP: Pyridoxaminphosphat 

  

 

 

1.1.6 Vitamin B12-Biosynthese  

 

Vor ca. zehn Jahren überraschte ein Forscherteam von RPR die Fachwelt mit einer Serie 

von Publikationen die quasi die Aufklärung der kompletten Vitamin B12-Biosynthese in 
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P. denitrificans beinhaltete (Blanche et al., 1989, 1991, 1992a, b; Cameron et al., 1989, 

1991a, b; Crouzet et al., 1990a, b, 1991; Debussche et al., 1992; Thibaut et al., 1990, 

1992, 1998 und weitere). Verglich man diese Daten mit den damals bekannten Teilen 

der Vitamin B12-Biosynthese aus P. shermanii, zeigten sich schnell signifikante 

Unterschiede, die dann durch Untersuchungen an S. typhimurium untermauert werden 

konnten (Roth et al., 1993). Man geht heute deshalb davon aus, dass es in der Natur für 

die Synthese eines so komplexen Moleküls wie Vitamin B12 zwei prinzipiell 

verschiedene Synthesewege gibt: einen sauerstoffabhängigen (P. denitrificans), sowie 

einen sauerstoffunabhängigen (P. shermanii, S. typhimurium, B. megaterium) 

Biosyntheseweg. Inzwischen zeichnen sich vielfältige Mischformen beider Prinzipien 

für die Vitamin B12-Biosynthese in Bakterien und Archaea ab, deren Ausprägung direkt 

mit den metabolen Kapazitäten des jeweiligen Organismus korrelieren. 

Nach der Bildung von Uro`gen, dem letzten gemeinsamen Vorläufermolekül aller 

Tetrapyrrole, führt seine durch HemE katalysierte Decarboxylierung weiter in Richtung 

der Häm- und Chlorophyllbiosynthese. Die (S)-Adenosylmethionin (SAM) -abhängige 

Zweifachmethylierung an C-2 und C-7 von Uro`gen resultiert hingegen in der Bildung 

von Precorrin-2 und führt u. a. weiter in Richtung Vitamin B12-Biosynthese. Dieser 

essentielle Schritt, um den Fluss der Metaboliten in Richtung der Vitamin B12-

Biosynthese zu leiten, wird in P. denitrificans und B. megaterium durch das cobA-

Genprodukt S-Adenosylmethionin:Uroporphyrinogen III-Methyltransferase (SUMT) 

katalysiert (Blanche et al., 1989; Robin et al., 1991). Das gebildete Precorrin-2 stellt 

wiederum das letzte gemeinsame Vorläufermolekül der Sirohäm-, Coenzym F430- und 

Vitamin B12-Biosynthese dar. Auch kommt es zu diesem Zeitpunkt innerhalb der 

Vitamin B12-Biosynthese zu einer Trennung zwischen dem sauerstoffabhängigen und 

dem sauerstoffunabhängigen Biosyntheseweg. So wird im sauerstoffabhängigen Weg 

Precorrin-2 an C-20 unter Bildung von Precorrin-3A durch CobI methyliert, während 

im sauerstoffunabhängigen Weg bereits zu diesem frühen Zeitpunkt Kobalt unter 

Bildung von Kobalt-Precorrin-2 in den Tetrapyrrolring eingebaut wird. Erst danach 

findet auch im sauerstoffunabhängigen Biosyntheseweg die analoge, durch CbiL 

katalysierte, SAM-abhängige Methylierungsreaktion unter Bildung von Kobalt-

Precorrin-3 statt (Raux et al., 1999). Interessanterweise gibt es in B. megaterium 

Hinweise auf eine Oxidation von Precorrin-2 zu Sirohydrochlorin bevor die 

Kobaltchelatisierung stattfindet, so dass hier anschließend Kobalt-Sirohydrochlorin 

durch CbiL zu Kobalt-Faktor III methyliert werden könnte.  
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Während im sauerstoffunabhängigen Weg also zu einem sehr frühen Zeitpunkt Kobalt 

in den Tetrapyrrolring insertiert wird, geschieht dies im sauerstoffabhängigen 

Biosyntheseweg erst nach neun weiteren Reaktionsschritten. Ein weiterer, 

fundamentaler Unterschied zwischen den beiden Biosynthesewegen besteht auch in der 

Art der Eliminierung des C-20 aus dem Tetrapyrrolring. Unter aeroben Bedingungen 

wird das C-20 des Precorrin-3A durch molekularen Sauerstoff oxidiert und als Acetat 

abgespalten. Diese Reaktion wird von dem Fe4-S4-Cluster tragenden Enzym CobG 

katalysiert (Thibaut et al., 1998). Unter anaeroben Bedingungen hingegen wird die 

Abspaltung des C-20 durch das komplexierte Co-Zentralion unterstützt, dass durch den 

Wechsel seiner Oxidationsstufe von +3 zu +1 eine Oxidation herbeiführt, die in der 

Abspaltung des C-20 als Acetaldehyd resultiert (Scott, 1998).  

Nach der Trennung des sauerstoffabhängigen und des sauerstoffunabhängigen Vitamin 

B12-Biosyntheseweges auf der Stufe von Precorrin-2 kommen beide Wege nach der 

Bildung der Adenosylcobyrsäure wieder zusammen. Zu diesem Zeitpunkt sind bereits 

alle Modifikationen des Corrinringes abgeschlossen und auch der 5`-

Desoxyadenosylligand ist bereits mit dem Co (III)-Zentralion kovalent verknüpft. Der 

zweite, untere Ligand des Vitamin B12-Moleküls wird nun synthetisiert durch die 

Amidierung der Propionatseitenkette an C-17 mit (R)-1-Amino-2-propanol unter 

Bildung von Cobinamid. Dieses wird schließlich durch GDP aktiviert und mit �-Ribazol 

unter Freisetzung von GMP kovalent verknüpft. Für die komplette de novo Biosynthese 

des Biosyntheseendprodukts Coenzym B12 werden damit insgesamt mehr als 30 Gene 

benötigt, was ca. 1 % eines kompletten, prokaryotischen Genoms ausmachen kann 

(Roth et al., 1993). Eine Übersicht über die allgemeine Vitamin B12-Biosynthese nach 

der Bildung von Uro`gen ist in Abbildung 8 wiedergegeben. 
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Abb. 8: Schematische Übersicht über den aeroben (sauerstoffabhängigen) und den anaeroben 

(sauerstoffunabhängigen) Vitamin B12-Biosyntheseweg (Raux et al., 1999). Ado-: Adenosyl-.  
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1.1.7 Industrielle Vitamin B12-Produktion 

 

Bereits vor ca. 30 Jahren konnte in einer bahnbrechenden Arbeit die chemische 

Totalsynthese von Vitamin B12 durch die Forschergruppen um Eschenmoser und 

Woodward realisiert werden (Eschenmoser, 1974). Trotzdem bleibt die industrielle 

Anwendung dieser Erkenntnisse aufgrund der hohen Komplexität von Vitamin B12 und 

der daraus resultierenden mehr als 70 Syntheseschritte, die zu seiner Vollsynthese 

benötigt werden, bis zum heutige Tage eine Utopie. Darum wird Vitamin B12 im 

industriellen Maßstab ausschließlich durch die biotechnologische Fermentation 

selektionierter genetisch modifizierter Bakterien gewonnen. Fast der gesamte Vitamin 

B12-Markt wird dabei durch die Fermentation von Propionibacterium sp. und einem als 

P. denitrificans bezeichneten Bakterium (wahrscheinlich ein Rhizobium) abgedeckt, 

wobei durch letzteren allein bereits über 80 % des weltweiten Angebots an Vitamin B12 

produziert werden (Martens et al., 2002).  

Für die industrielle Vitamin B12-Produktion ist es allgemeine Strategie, durch 

mannigfach wiederholte Zufallsmutagenese Stämme zu selektionieren, die einen 

praktischen Fortschritt in bezug auf die Produktion des gesuchten Produkts aufweisen. 

Dies beschränkt sich nicht nur auf die Produktivität der Stämme sondern schließt u. a. 

auch die genetische Stabilität, verbesserte Wachstumsraten oder Resistenz zu toxischen 

Stoffen im Fermentationsmedium ein (Spalla et al., 1989). Auch für die industrielle 

Vitamin B12-Produktion wurde diese Methode erfolgreich angewandt. So gelang es 

RPR, die vor einigen Jahren mit der Hoechst AG zu Aventis fusionierte, nach 10 Jahren 

Zufallsmutagenese die Vitamin B12-Produktion eines einzigen P. denitrificans Stammes 

um den Faktor 100 zu steigern (Blanche et al., 1998). Höchstwahrscheinlich aufbauend 

auf diesen Stamm nutzte RPR sein detailliertes Wissen über die gesamte Vitamin B12-

Biosynthese in P. denitrificans, um mit Hilfe gentechnischer Modifikationen die 

Vitamin B12-Produktion des Bakteriums gezielt weiter zu steigern und sich darüber 

quasi ein Weltmonopol für die Herstellung von Vitamin B12 zu sichern. So schätzt man 

die Produktivität des heutzutage von Aventis eingesetzten P. denitrificans Stammes auf 

ca. 300 mg/l (Martens et al., 2002). Auch für die Vitamin B12-Produktion durch 

Propionibacterium sp. sind gentechnische Modifikationen beschrieben worden, 

allerdings in einem weit geringeren Ausmaß als für P. denitrificans (Pouwels et al., 

1999). 



Einleitung 17

Da es sich bei Propionibacterium sp. um mikroaerophile Bakterien handelt, werden 

hohe Vitamin B12-Ausbeuten nur bei sehr geringen Sauerstoffpartialdrücken erreicht. 

Da die Synthese des DBI-Nukleotidarmes aber Sauerstoff erfordert, werden die 

Propionibacterium Stämme in einer ersten Stufe für 3 Tage unter Sauerstoffausschluss 

fermentiert, um sowohl hohe Zelldichten zu erreichen, als auch um den Bakterien die 

Synthese von Cobamid zu ermöglichen. Dies ist ein Vorläufermolekül von Vitamin B12, 

dem nur noch das DBI fehlt. In einer zweiten Stufe werden die Kulturen abschließend 

für 1-3 Tage sanft mit Sauerstoff inkubiert, um die Vitamin B12-Biosynthese 

komplettieren zu können. Dabei ist es während des gesamten Fermentationsprozesses 

von größter Wichtigkeit den pH-Wert neutral zu halten, da die durch die Fermentation 

der Propionibacterium Stämme gebildete Propionsäure bis zu 10 % des gesamten 

Kulturvolumens ausmachen kann. Im Gegensatz zu der Vitamin B12-Produktion durch 

Propionibacterium sp. verbindet die Fermentation von P. denitrificans hohes aerobes 

Wachstum mit einer hohen Produktausbeute. Hier werden die Kulturen nur 2-3 Tage 

unter guter Sauerstoffversorgung und bei Einstellung eines neutralen pH-Wertes 

inkubiert (Martens et al., 2002). 

Unabhängig von dem zur Vitamin B12-Produktion eingesetzten Stamm, ist es zur 

Ausbeutesteigerung jedoch oft nötig dem Medium Substanzen wie Kobalt oder DBI 

zuzusetzen. Am Ende der Fermentation wird das gebildete Coenzym B12 dann durch 

simples 10-30minütiges Erhitzen auf 80-120 °C bei pH 6.5-8.5 aus der gesamten 

Zellsuspension extrahiert und durch Zusatz von Cyanid oder Thiocyanat während des 

Extraktionsschrittes in die handelsübliche und sehr stabile Form CNCbl überführt 

(Spalla et al., 1989). Nach z. B. einer anschließenden Filtrationsreinigung und 

Präzipitation mit Cresol erhält man bereits ein Rohprodukt von ca. 80%iger Reinheit, 

das als Tierfutterzusatz verwendet wird. Weitere Reinigungsschritte, die die Extraktion 

mit verschiedenen organischen Lösungsmitteln im Zusammenspiel mit der Absorption 

an Ionenaustauschern oder Aktivkohle beinhalten, werden durch eine letzte 

Kristallisierung des gelösten Vitamin B12 abgeschlossen. Dies führt letztlich zu einem 

Endprodukt, das die erforderliche Reinheit für medizinische Applikationen oder 

Nahrungsmittelzusätze aufweist (Eggersdorfer, 1996; Martens et al., 2002). 
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1.2 Bacillus megaterium als Produktionsstamm 

 

 

1.2.1 Allgemeine Charakterisierung von Bacillus megaterium 

 

Die Spezies B. megaterium wurde bereits vor über 100 Jahren (1884) das erste mal 

durch De Bary beschrieben. Obwohl generell als ein Bodenbakterium klassifiziert, lässt 

sich B. megaterium auch in diversen anderen Habitaten wie Seewasser, Sedimenten, 

Reis, getrocknetem Fleisch, Milch oder Bienenhonig nachweisen. Er tritt dabei oft in 

Begleitung von Pseudomonaden und Actinomyceten auf. B. megaterium ist, wie sein 

naher Verwandter Bacillus subtilis, ein Gram-positives Bakterium und zeichnet sich 

unter anderem aus durch seine relativ ausgeprägte, namengebende Größe mit einer 

Zellbreite von über 1µm, einem G+C-Gehalt von ca. 39 % (Nakamura et al., 2000) und 

einer sehr ausgeprägten Fähigkeit zur Sporulation. Bereits geringste Mengen an Mangan 

im Wachstumsmedium genügen dieser Spezies, um eine vollständige Sporulation 

durchzuführen, eine Fähigkeit die nur noch vergleichbar ist mit der 

Sporulationseffizienz einiger thermophiler Bacillen.  

Aufgrund seiner Größe und seiner sehr effizienten Sporulation und Germination wurden 

vielfältige Untersuchungen der molekularen Grundlagen dieser Vorgänge an B. 

megaterium durchgeführt, so dass mittlerweile mehr als 150 Gene in B. megaterium 

beschrieben sind, die an seiner Sporulation und Germination beteiligt sind. Wie 

Abbildung 9 verdeutlicht, wurde B. megaterium durch phylogenetische Untersuchungen 

der 16S rRNA in die Gruppe 1 der Gattung Bacillus eingeordnet (Ash et al., 1991; 

Priest, 1993). Er ist damit relativ nah verwandt zum Modellorganismus der Gram-

positiven Bakterien, B. subtilis, der in die Gruppe 2 eingeordnet wurde. Physiologische 

Untersuchungen an B. megaterium (Priest et al., 1988) klassifizierten diese Spezies als 

obligat aerobes, Sporen-bildendes Bakterium, das Urease-positiv und Voges-Proskauer-

negativ ist und kein Nitrat reduzieren kann.  

Eine der herausragendsten Eigenschaften von B. megaterium ist seine Fähigkeit, eine 

Vielzahl von Kohlenstoffquellen für sich zu nutzen. So verwertet er eine sehr große 

Zahl von Zuckern und wurde z.B. in Korn-Sirup, Abfällen aus der Fleischindustrie und 

sogar in petrochemischen Abfällen gefunden. In Hinsicht auf diese Fähigkeit zur 

Metabolisierung eines äußerst breiten Spektrums von Kohlenstoffquellen, kann  
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Abb. 9: Phylogenetische Einteilung der Gattung Bacillus aufgrund von 16S rRNA-Sequenzanalysen 

(Ash et al., 1991 und modifiziert von Priest, 1993). Die Länge der gesamten Linie zwischen zwei 
Spezies entspricht ihrer evolutionären Verwandtschaft. 

 

 

B. megaterium ohne Einschränkung mit den Pseudomonaden gleichgesetzt werden 

(zusammengefasst in Vary, 1992, 1994). 
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1.2.2 Gründe des industriellen Interesses an Bacillus megaterium 

 

Die Vorteile der breiten Anwendung von B. megaterium bei der industriellen 

Produktion verschiedenster Enzyme, Vitamine etc. sind vielfältig. Dabei ist die 

Tatsache, dass B. megaterium vollkommen unpathogen ist und auch keine Toxine 

produziert, insbesondere in der Lebensmittel- und Kosmetikproduktion sowie der 

pharmazeutischen Industrie von größter Wichtigkeit. Er wird bereits heute in einer 

Vielzahl von industriellen Anwendungen eingesetzt, wie der Produktion von α- und ß-

Amylase, Penicillin-Amidase, dem Aufbereiten toxischer Abfälle oder der aeroben 

Vitamin B12-Produktion. Weiterhin weist B. megaterium keine alkalischen Proteasen 

auf, so dass bei der Produktion heterologer Proteine kaum eine Degradation beobachtet 

wurde. Zudem ist bekannt, dass B. megaterium Produkte von kommerziellem Interesse 

sehr effektiv sezerniert, wie dies z. B. bei der Produktion von α- und ß-Amylase 

ausgenutzt wird. Außerdem ist es mit B. megaterium durch seine Größe möglich, eine 

hohe Biomasse anzusammeln, bis eine zu hohe Populationsdichte zum Absterben führt. 

Von größter Bedeutung bei der industriellen Produktion mittels B. megaterium erweist 

sich weiterhin der günstige Umstand, dass diese Spezies in der Lage ist, aus Abfällen 

und minderwertigen Stoffen Produkte hohen Wertes und höchster Qualität herzustellen. 

Diese Möglichkeit der Metabolisierung eines enorm breiten Substratspektrums spiegelt 

sich auch wieder in der Anwendung von B. megaterium als Bodendetoxifizierer, der 

selbst Cyanide, Herbizide und persistente Pestizide abzubauen vermag.  

Von enormem Vorteil für industrielle Anwendungen und wissenschaftliche 

Untersuchungen erweist sich auch die sehr hohe Stabilität transformierter Plasmide in 

B. megaterium (Grones und Turna, 1995) sowie seine weit entwickelte Genetik, die 

innerhalb des Bacillus-Genus nur von B. subtilis übertroffen wird. Dies muss in 

direktem Zusammenhang gesehen werden mit der mittlerweile etablierten Möglichkeit, 

diese Spezies effizient durch Polyethylenglykolbehandlung zu transformieren und durch 

eine Vielzahl geeigneter Werkzeuge und Methoden molekularbiologisch manipulieren 

zu können (zusammengefasst in Vary, 1992, 1994). 
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1.2.3 Vitamin B12-Biosynthese in Bacillus megaterium 

 

Bereits seit vielen Jahren wird B. megaterium als aerober Vitamin B12-Produzent 

eingesetzt, doch die Klonierung der SUMT durch Robin et al., 1991 war bis Ende 1998 

die einzige konkrete, biochemische Untersuchung zur Vitamin B12-Biosynthese in B. 

megaterium. Sie zeigte, dass die SUMT aus B. megaterium 43.5 % Identität der 

Aminosäuresequenz zur SUMT aus P. denitrificans aufweist. Es handelt sich bei der 

SUMT aus B. megaterium um ein Monomer, bestehend aus 238 Aminosäureresten mit 

einer Mr von ca. 30,000. Das Protein unterliegt einer Substratinhibition, ähnlich der 

SUMT aus P. denitrificans (Blanche et al., 1989), die wirksam wird bei Uro`gen-

Konzentrationen von über 0.5 µM. Erst sieben Jahre später konnte die Klonierung und 

Sequenzierung eines ca. 16 kbp großen Fragmentes aus B. megaterium berichtet 

werden, das für 14 Enzyme der Vitamin B12-Biosynthese kodierte (Raux et al., 1998a). 

Überraschenderweise war die Homologie zum cobI-Operon aus S. typhimurium, wie in 

Abbildung 10 gezeigt, so signifikant und weitaus deutlicher als zum Aufbau der cob-

Gene in P. denitrificans, dass sich das Paradoxon einer augenscheinlich anaeroben 

Vitamin B12-Biosynthese in einem obligat aeroben Organismus (Priest et al., 1988) 

stellte.  

 

 

 
 
Abb. 10: Schematischer Vergleich der Anordnung der Gene des cobI-Operons aus B. megaterium 

(oberer Teil) mit dem cobI-Operon aus S. typhimurium (unterer Teil). Homologe Gene der 
beiden Spezies werden durch Verbindungslinien deutlich gemacht. Grau unterlegte Pfeile 
signalisieren Gene die in P. denitrificans, S. typhimurium und B. megaterium gefunden 
wurden. Schwarze Pfeile deuten Gene an, die nicht in P. denitrificans gefunden wurden, 
während weiße Pfeile Gene bedeuten, die keinerlei andere homologe Gene innerhalb dieser 
drei Spezies aufweisen. Die Lagen der für B. megaterium postulierten sechs Rhofaktor-
unabhängigen Terminationssequenzen, T1-T6, sind angegeben.  
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Noch dazu konnte die Expression der isolierten 14 Gene aus B. megaterium die 

Cobyrsäuresynthese in Escherichia coli wieder herstellen, allerdings ausschließlich 

unter anaeroben Bedingungen (Raux et al., 1998b). Darum geht man heutzutage davon 

aus, dass B. megaterium einen sauerstoffunabhängigen (nicht anaeroben) Weg der 

Vitamin B12-Biosynthese aufweist, der auch unter aeroben Bedingungen funktioniert. 

Neun der gefundenen 14 offenen Leseraster (ORF) aus B. megaterium hatten 

Homologien zu Vitamin B12-Biosynthesegenen von sowohl S. typhimurium als auch P. 

denitrificans, zwei ORFs zeigten diese nur zu Genen aus S. typhimurium und für drei 

ORFs konnte kein Äquivalent gefunden werden (siehe Abbildung 10). Alle vierzehn 

Vitamin B12-Biosynthesegene werden cotranskribiert und bilden ein Operon das von 

jeweils drei potentiellen Rhofaktor-unabhängigen Terminatoren flankiert wird. Es 

konnten fünf der sechs zur Vitamin B12-Bildung nötigen Methyltransferasen identifiziert 

werden (CysGA, CbiE, -L, -F und –H60), doch bleibt die Zuordnung des CobF-analogen 

Enzyms aus P. denitrificans, ebenso wie bei S. typhimurium, noch unsicher. CbiH60 

weist einen um ca. 290 Aminosäurereste längeren C-Terminus als CbiH aus S. 

typhimurium auf, der laut ersten Vermutungen als Regulationsangriffspunkt dienen 

könnte. Die abgeleiteten Aminosäuresequenzen von cysGA und cbiX weisen schließlich 

darauf hin, dass CysGA aus B. megaterium nur die Methyltransferasefunktion des 

homologen CysG aus S. typhimurium besitzt und damit nur Uro`gen in Precorrin-2 

konvertieren kann, während CysG die vollständige Bildung von Sirohäm aus Uro`gen 

katalysiert (Raux et al., 1998a). Zweitens deutet eine histidinreiche Region im C-

Terminus von CbiX, sowie die Möglichkeit eine E. coli cysGB-Mutante durch cbiX zu 

komplementieren, auf die Möglichkeit hin, dass es sich hier um die Precorrin-2-

Cobaltchelatase aus B. megaterium handelt, analog zu CbiK aus S. typhimurium (Raux 

et al., 1997, 1998b). Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass diese Befunde in 

Kombination mit Indizien aus meiner Diplomarbeit (Martens, 1999) darauf hindeuteten, 

dass B. megaterium als einziger bis heute in der Literatur beschriebener Organismus in 

der Lage ist, sowohl aerob als auch anaerob Vitamin B12 zu produzieren. 

 

 

 

 

 

 



Einleitung 23

1.3 Aufgabenstellung 

 

 

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war die gerichtete gentechnische Optimierung von 

B. megaterium zu einem Vitamin B12-Produktionsstamm von ökonomischen Interesse. 

Auf den Ergebnissen meiner Diplomarbeit aufbauend (Martens, 1999) sollte die DNA-

Sequenz des hemAXCDBL-Operons für dessen spätere chromosomale Überexpression 

vervollständigt werden. Das hemEHY-Operon sollte für eine spätere Repression zur 

Steuerung des Stoffwechselflusses zu Gunsten der Vitamin B12-Biosynthese kloniert 

und sequenziert werden. Es sollten Wachstumsparameter von verschiedenen B. 

megaterium Stämmen, die potenziell als Basis für einen Produktionsstamm dienen 

könnten, bestimmt werden. Ein geeignetes Minimalmedium für anaerobes Wachstum 

sollte definiert und erste Untersuchungen zur anaeroben Fermentation von B. 

megaterium durchgeführt werden. Dies sollte ergänzt werden durch parallele detaillierte 

Analysen der Vitamin B12-Produktion unter allen analysierten Wachstumsbedingungen. 

Um sich dem Ziel eines genetisch optimierten Vitamin B12-Produktionsstammes zu 

nähern, sollten schließlich die Auswirkungen einer rekombinanten Überproduktion von 

Schlüsselenzymen der Vitamin B12-Biosynthese und zugehöriger Regulatoren auf die 

Vitamin B12-Produktion und das Wachstum von B. megaterium untersucht werden. 

Damit sollte die Arbeit die Grundlagen auf physiologisch wachstumsorientierter Basis, 

sowie auf gentechnischer Manipulationsebene für die Konstruktion eines B. megaterium 

Vitamin B12-Produktionsstammes legen. 
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2. Material und Methoden 

 

 

 

2.1 Geräte und Chemikalien 

 

 

2.1.1 Geräte 

 

Agarose-Gelelektrophorese  Agagel Standard/Mini Biometra 
     Mini Power Pack P20  Biometra 
Autoklav    Tuttnauer 3850 EL  Systec 
     LVSA 5070/RKA 1-120 Zirbus 
DNA-Blotting    Vacu Gene   Pharmacia 
DNA-Trocknung   Speed Vac Concentrator/ Savant 
     Speed Vac SPD 101 B Savant 
     RVT 400   Savant 
     CVC 24   Vacuubrand 

Membranpumpe  Vacuubrand 
Elektroporation   Gene Pulser II/  BioRad 

Pulse Controler Plus  BioRad 
Gefriertrocknung   Lyovac GT2   AMSCO/Finn-Aqua 
     Trivac D16E   Leybold 
HPLC     LKB    Pharmacia 
Hybridisierungsofen   OV 5    Biometra 
Kovalente DNA-Bindung  UV Stratalinker 2400  Stratagene 
pH-Messgerät    pH-Meter C 6840 B  Schott 
Photometer    Ultrospec 2000  Pharmacia 
SDS-PAGE    Mini Protean 2/3   BioRad 

Power Pac 300/3000  BioRad 
sterile Werkbank   Microflow   Nunc 
Thermocycler    α-Cycler   Biozym 
     T-Personal/T-Gradient Biometra 
Thermomixer    Thermomixer compact Eppendorf 
Ultraschallzellaufschluss  HD 2070/UW 2070  Bandelin 
Videodokumentation   Duo Store    Intas 

ChemiDoc   Biorad 
Waagen    SBA 52   Scaltec 
     BP 61 S   Sartorius 
Wasserbadschüttler   Aquatron   Infoors HT 
Wasserbadtemperierung  Lauda Thermostat  MGW-Lauda 
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Zentrifugen    Centrifuge 5403  Eppendorf 
     Centrifuge 5804  Eppendorf 
     Mini Spin   Eppendorf 
     Megafuge 1.0 R  Heraeus 
     Biofuge fresco  Heraeus 
     Biofuge pico   Heraeus  
     RC 5B Plus   Sorvall 

 

 

2.1.2 Chemikalien, molekular- und mikrobiologische Agenzien 

 

Molekularbiologische Kits BioRad, Biozym, Boehringer Mannheim, 
Invitrogen, Qiagen, Sigma-Genosys  

Enzyme    MBI Fermentas, NEB, Pharmacia, Stratagene 
Oligonukleotide   MWG-Biotech 
Wachstumsmedien   Difco, Gibco BRL  

 

Die hier nicht aufgeführten Chemikalien und Reagenzien wurden von folgenden Firmen 

bezogen: Fluka, Merck, Riedel-de-Häen, Roth und Sigma. 

 

 

 

 

2.2 Bakterienstämme und Vektoren 

 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme und Vektoren sind in den folgenden 

Tabellen 1 und 2 aufgeführt. 
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Tab. 1: Bakterienstämme 

  

Stamm Beschreibung Referenz/Quelle 
   
Bacillus megaterium   
   
DSM32 Wildtyp DSMZ * 
   
DSM319 Wildtyp DSMZ * 
   
DSM509 Vitamin B12-Produzent DSMZ * 
   
DSM2894 Riboflavin- und Vitamin B12-

Produzent 
DSMZ * 

   
WH320 lac Rygus et al., 1991 
   
WH419 ∆ccpA Wagner et al., 2000 
   
   
Escherichia coli   
   
DH5α F-λ-supE44∆(argFlac)U169 

ϕ89dlacZ∆M15hsdR17recA1endA
1gyrA96thi-1relA1 

Sambrook et al., 1989 

   
DH10B F-mcrA∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

φ80dlacZ∆M15∆lacX74deoRrecA
1endA1araD139∆(ara,leu)7697 
galUgalKλ-rpsLnupG 

Gibco BRL 

   
TOP10F´ 
 

F´{lacIqTn10(TetR)}mcrA 
∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)φ80lacZ 
∆M15∆lacX74recA1araD139 
∆(ara-leu)7697galUgalKrpsL 
(StrR)endA1nupG 

Invitrogen 

   
Salmonella typhimurium   
   
AR 3612 Leu+ cysG metE, Smr Raux et al., 1996 
   
* DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig 
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Tab. 2: Vektoren 

 

Name Beschreibung Referenz/Quelle 
   
pBmhemA-L 3852 bp Fragment des B. megaterium 

hemAXCDBL-Operons in pBlueskript II 
SK+, Apr 

Martens, 1999 

   
pBmhemE  732 bp Fragment des B. megaterium hemE-

Gens in pCR® 2.1, Apr, Kmr 
diese Arbeit 

   
pCR® 2.1 Plasmid mit hoher Kopienzahl zur direkten 

Klonierung von PCR-Produkten in E. coli, 
Apr, Kmr  

Invitrogen 

   
pWH1520 Klonierungs- und Expressionsvektor für 

Bacillus sp., Apr, Tcr 
Rygus und Hillen, 
1991 

   
pWH1520btuF* xylA-Translationsfusion des E. coli btuF-

Gens in pWH1520, Apr, Tcr 
diese Arbeit 

   
pWH1520cobAsirC B. megaterium sirA und sirC in pWH1520, 

Apr, Tcr 
Helen Leech, 
London 

   
pWH1520cobAcbiL B. megaterium sirA und cbiL in pWH1520, 

Apr, Tcr 
Helen Leech, 
London 

   
pWH1520fnr xylA-Translationsfusion des B. subtilis fnr-

Gens in pWH1520, Apr, Tcr 
diese Arbeit 

   
pWH1520gltX B. subtilis gltX in pWH1520, Apr, Tcr diese Arbeit 
   
pWH1520metH* xylA-Translationsfusion der Coenzym B12-

Bindedomäne des E. coli metH-Gens in 
pWH1520, Apr, Tcr 

diese Arbeit 
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2.3 Puffer und Lösungen 

 

 

2.3.1 Quantitative Vitamin B12-Analyse 

 

Isotonische Kochsalzlösung 

NaCl 154.0      mM 

 

Aufschlusspuffer 

Na3PO4 (pH 6.5) 100.0      mM 
EDTA 20.0      mM 
Lysozym 500.0   µg/ml 

Der pH-Wert wurde mit Phosphorsäure eingestellt. 

 

 

2.3.2 Präparation chromosomaler DNA aus Bacillus megaterium 

 

S-EDTA 

EDTA 80.0      mM 
NaCl 150.0      mM 

 

0.1 x SSC 

tri-Natriumcitrat (pH 7.0) 1.5      mM 
NaCl 15.0      mM 

Der pH-Wert wurde mit Salzsäure eingestellt. 

 

 

2.3.3 Plasmid-DNA-Präparation  

 

Puffer-P1 

Tris-HCl (pH 8.0)        50.0      mM 
EDTA          10.0       mM 
RNase A                  100.0     mg/l 
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Puffer-P2 

NaOH                   200.0        mM  
SDS          34.7         mM 

 

Puffer-P3 

Kaliumacetat (pH 5.5)         3.0         M 

Der pH-Wert wurde mit Essigsäure eingestellt. 

 

Puffer-P4  

Natriumacetat in Ethanol (pH 5.0)               300.0      mM 

Der pH-Wert wurde mit Essigsäure eingestellt. 

 

 

2.3.4 Reinigung von PCR-Amplifikaten und von DNA aus Agarosegelen 

 

Direkt-Reinigungspuffer 

Tris-HCl (pH 8.8)        10.0      mM 
KCl          50.0       mM 
MgCl2            1.5      mM 
Triton-X100           0.1    % (v/v) 

 

Resin-Puffer 

Guanidin-Hydrochlorid (pH 5.5)        7.0         M 
Eisessig         41.6       mM 
Kaliumacetat         41.6       mM 
Diatomeenerde          2.0   % (w/v) 

Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH-Lösung eingestellt. 

 

 

2.3.5 DNA-Konzentrierung und -Umpufferung 

 

Puffer-P4  

Natriumacetat in Ethanol (pH 5.0)               300.0      mM 

Der pH-Wert wurde mit Essigsäure eingestellt. 
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2.3.6 Southern Blot Analyse 

 

20 x SSC 

tri-Natriumcitrat (pH 7.0) 300.0      mM 
NaCl 3.0         M 

Der pH-Wert wurde mit Salzsäure eingestellt. 

 

Depurinierungslösung 

HCl 250.0      mM 

 

Denaturierungslösung 

NaOH 500.0      mM 
NaCl 1.5         M 

 

Neutralisierungslösung 

Tris-HCl (pH 7.2) 400.0      mM 
NaCl 1.5      mM 

 

Hybridisierungslösung 

tri-Natriumcitrat (pH 7.0) 75.0      mM 
N-Lauroylsarcosin 3.7      mM 
NaCl 750.0      mM 
SDS 693.5      µM 
Milchpulver 1.0   % (w/v) 

Der pH-Wert wurde mit Salzsäure eingestellt. 

 

Waschpuffer 

Maleinsäure (pH 7.5) 100.0      mM 
NaCl 150.0      mM 
NaOH 200.0      mM 
Tween 20                       0.3     % (v/v) 

Der pH-Wert wurde mit Salzsäure eingestellt. 
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Puffer 2 

Maleinsäure (pH 7.5) 100.0      mM 
NaCl 150.0      mM 
NaOH 200.0      mM 
Milchpulver                                  1.0   % (w/v) 

Der pH-Wert wurde mit Salzsäure eingestellt. 

 

Detektionspuffer 

Tris-HCl (pH 9.5) 77.0      mM 
NaCl 100.0      mM 

 

 

2.3.7 Protoplastentransformation von Bacillus megaterium 

 

SMMP-Puffer 

Na-Maleinat (pH 6.5)                  20.0      mM  
MgCl2                    20.0       mM 
Saccharose                 500.0      mM 
Antibiotic Medium No. 3 (Difco)                17.5         g/l 

Der pH-Wert wurde mit NaOH-Lösung eingestellt. 

 

PEG-P-Lösung 

Na-Maleinat (pH 6.5)        20.0       mM 
MgCl2          20.0       mM 
Saccharose                  500.0       mM 
PEG 6000         40.0   % (w/v) 

Der pH-Wert wurde mit NaOH-Lösung eingestellt. 
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cR5 Top-Agar 

Mops (pH 7.3)        31.1       mM 
CaCl2          13.8       mM 
D-Glucose         50.5       mM 
KH2PO4                  313.0       µM 
K2SO4            1.3       mM 
MgCl2           45.3        mM 
NaOH          15.0       mM 
L-Prolin         52.1       mM 
Saccharose                  300.0      mM 
Agar-Agar           4.0         g/l 
Casaminoacids          0.2         g/l 
Hefe-Extrakt         10.0         g/l 

Der pH-Wert wurde mit NaOH-Lösung eingestellt. 

 

 

2.3.8 Rekombinante Proteinproduktion in Bacillus megaterium 

 

Aufschlusspuffer 

Na3PO4 (pH 6.5) 100.0      mM 
EDTA 20.0      mM 
Lysozym 500.0   µg/ml 

Der pH-Wert wurde mit Phosphorsäure eingestellt. 

 

SDS-Probenpuffer 

Tris-HCl (pH 6.8) 100.0      mM 
Bromphenolblau 3.0      mM 
Glycerin 4.3         M 
ß-Mercaptoethanol 2.0      mM 
SDS 110.0      mM 

 

 

2.3.9 Agarose-Gelelektrophorese zur DNA-Analyse 

 

TAE-Puffer 

Tris-Acetat (pH 8.0)        40.0      mM 
EDTA 1.0      mM 
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2.4 Medien und Medienzusätze 

 

 

2.4.1 Vollmedien 

 

Als Vollmedium wurde Luria-Bertani Broth, wie bei Sambrook et al., 1989 

beschrieben, verwendet.  

 

 

2.4.2 Minimalmedien 

 

Mopso-Minimalmedium 

Mopso (pH 7.0) 50.0      mM 
Tricin (pH 7.0)         5.0      mM 
CaCl2 1.0       mM 
CoCl2           30.0       nM 
CuSO4 10.0       nM 
FeSO4 50.0      µM 
H3BO3 400.0       nM 
KCl 10.0      mM 
K2HPO4 1.3      mM 
K2SO4 276.0      µM 
MgCl2 520.0      µM 
MnCl2 100.1       nM 
NaCl 50.0      mM 
NH4Cl 37.4      mM 
(NH4)6Mo7O24 3.0       nM 
ZnSO4 10.0       nM 

Die Energie- und Kohlenstoffquelle wurde in Art und Konzentration wie im Text 

beschrieben variiert und der pH-Wert mit 5 M KOH-Lösung eingestellt.  

 

White-Minimalmedium 

KH2PO4  18.0      mM 
Na2HPO4 31.0      mM 
FeSO4 10.0      µM 
D-Glucose 55.5      mM 
MgSO4 200.0      µM 
MnCl2 20.0      µM 
(NH4)2SO4 15.0      mM 
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Salmonella typhimurium-Minimalmedium 

KH2PO4                   22.0      mM 
Na2HPO4                   33.7       mM 
CaCl2                      0.1       mM 
D-Glucose                   20.2       mM 
MgSO4          2.0       mM 
NaCl           8.6      mM 
NH4Cl                    18.7       mM 

Für feste Medien wurden 15 g/l Agar-Agar zugesetzt. 

 

 

2.4.3 Zusätze  

 

Zusätze wie Kohlenstoffquellen, Antibiotika etc. wurden entweder den Medien zugefügt 

und zusammen autoklaviert oder als konzentrierte Stammlösungen in Wasser angesetzt 

und autoklaviert oder sterilfiltriert. Die Substanzen wurden wie angegeben den 

autoklavierten und auf unter 50°C abgekühlten Medien zugesetzt. Bei 

lichtempfindlichen Substanzen, wie Tetracyclin, wurde auf Inkubation im Dunkeln 

geachtet. Die verwendeten Endkonzentrationen waren wie folgt: 

 

ALA               298.3      µM 
Ammoniumchlorid               37.4      mM 
Ampicillin              269.3      µM 
L-Cystein              285.0      µM 
Dinatriumfumarat               10.0      mM 
1,2-Ethandiol               178.8      mM 
D-Glucose                11.1-111.0      mM 
Glycerin              137.2-274.5              mM 
Kobaltdichlorid               50.0-500.0      µM 
L-Methionin              335.0      µM 
Natriumnitrat                10.0      mM 
Natriumnitrit                10.0      mM 
1,2-Propandiol              136.7      mM 
Pyruvat 50.0      mM 
Tetracyclin                  10.4-62.4      µM 
Thiamin                  1.5      mM 
D-Xylose                33.0      mM 
Casaminoacids                 0.025   % (w/v) 
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2.5 Mikrobiologische Techniken 

 

 

2.5.1 Sterilisation 

 

Medien und Puffer wurden für 20 min bei 121 °C und 1 bar Überdruck dampfsterilisiert. 

Temperaturempfindliche Substanzen wurden sterilfiltriert, Glaswaren mindestens 3 h 

bei 180 °C hitzesterilisiert. 

 

 

2.5.2. Allgemeine Wachstumsbedingungen 

 

Aerobe Bakterienkulturen wurden in Schikanekolben bei 37 °C und einer minimalen 

Drehzahl von 180 Umdrehungen pro Minute (rpm) inkubiert. Die Inkubationszeiten 

wurden entsprechend den erwünschten optischen Dichten der Bakterienkulturen variiert. 

 

 

2.5.3 Bedingungen für Bacillus megaterium Wachstum   

 

Aerobe Kulturen wurden für eine bestmögliche Durchlüftung in Schikanekolben bei 

250 rpm und 37 °C inkubiert. Anaerobe Kulturen wurden in einem Volumen von 100 

ml in 150 ml Anaerobenflaschen bei 37 °C und 100 rpm kultiviert. In beiden Fällen 

wurde auf die Verwendung qualitativ konstanter und identisch zusammengesetzter 

Medien für die Übernachtkulturen und für die Hauptkulturen geachtet. Für 

Wachstumsuntersuchungen in Minimalmedien wurden die Sporen der untersuchten 

Stämme zur Germination auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, über Nacht inkubiert, von 

dort die Minimalmedium-Vorkulturen angeimpft und wie oben beschrieben 24 h aerob 

inkubiert. Die Hauptkulturen wurden schließlich aus diesen Vorkulturen im Verhältnis 

1:100 inokuliert. Bei Wachstumsuntersuchungen in LB-Medium wurde auf den ersten, 

die Germination simultanisierenden, Schritt verzichtet und die Vorkultur nur über Nacht 

aerob inkubiert. 
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2.5.4 Quantitative Vitamin B12-Analyse  

 

B. megaterium-Kulturen wurden nach Bestimmung der optischen Dichte bei 578 nm 

Wellenlänge (OD578) durch 15minütiges Abzentrifugieren bei 4500-50000 x g, 4 °C 

geerntet. Nach Waschen mit einem Volumen isotonischer Salzlösung, das dem 

abgenommenen Kulturvolumen entsprach, wurde erneut 15 min bei 4500-50000 x g, 4 

°C zentrifugiert. Die erhaltenen Zellsedimente wurden bei –86 °C eingefroren und 

abschließend lyophilisiert.  

S. typhimurium metE cysG Doppelmutanten wurden über Nacht auf L-Methionin und L-

Cystein enthaltendem Minimalmedium bei 37 °C inkubiert, von der Platte gekratzt und 

mit 40 ml isotonischer Salzlösung gewaschen. Nach Abzentrifugieren wurde das 

Zellsediment wieder in isotonischer Salzlösung resuspendiert. Die gewaschene 

Bakterienkultur wurde sorgfältig mit 400 ml 47-48 °C warmem, L-Cystein 

enthaltendem Minimalmedium-Agar gemischt. Daraufhin wurden die B. megaterium-

Proben in 10 µl deionisiertem, sterilem Wasser resuspendiert und 15 min gekocht oder 

per Aufschlusspuffer lysiert und 3 min gekocht. Die so erhaltenen Zellextrakte wurden 

auf die abgekühlten Minimalmedium-Agar-Platten gegeben und für 18 h bei 37 °C 

inkubiert. 

Die Durchmesser der gewachsenen Salmonellenkolonien sind dann proportional dem 

Gehalt an Vitamin B12 der aufgetragenen B. megaterium-Proben. Durch Vergleich mit 

einer Eichkurve, angefertigt aus der Zugabe von 0.01, 0.1, 1, 10 und 40 pmol Vitamin 

B12, wurde auf den Gehalt an Vitamin B12 in den untersuchten Proben 

zurückgeschlossen. Diese Standardmethode erlaubt schnell und reproduzierbar den 

Nachweis geringer Vitamin B12-Mengen in biologischen Materialien. 

 

 

2.5.5 Lagerung von Bakterien 

 

Es wurden jeweils 850 µl einer Übernachtkultur in Vollmedium mit 150 µl 11.9 M 

Glycerinlösung versetzt und bei –86 °C eingefroren. Ergänzend hierzu wurden 

sporulationsfähige B. megaterium Stämme bei Raumtemperatur (Rt), andere Stämme 

bei 4 °C, auf Vollmedium-Agar-Platten gelagert. 
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2.6 Molekularbiologische Methoden 

 

 

2.6.1 Präparation chromosomaler DNA aus Bacillus megaterium 

 

Zur Gewinnung chromosomaler DNA aus B. megaterium wurden 150 ml 

Vollmediumkulturen über Nacht aerob inkubiert. Die Kultur wurde für 10 min bei 6000 

x g, 4 °C abzentrifugiert und das Bakterien-Sediment in 13 ml S-EDTA resuspendiert. 

Zur Suspension wurde eine Spatelspitze Lysozym, die zuvor in 1 ml S-EDTA gelöst 

worden war, hinzugegeben. Zur Lösung wurden 800 µl einer 867 mM SDS-Lösung 

gegeben und 30 min bei 37 °C im Thermoschüttler inkubiert. Nach 1 h bei 65 °C wurde 

die Lösung mit 3.2 µl 5 M Natriumperchloratlösung und 20 ml Chloroform-

Isoamylalkohol-Gemisch (24:1) versetzt. Der Ansatz wurde 30 min bei 0 °C geschüttelt 

und anschließend für 10 min bei 27000 x g, 4 °C zentrifugiert. Die obere, DNA-haltige 

Phase wurde vorsichtig abgenommen, in einen 50 ml Messzylinder überführt und 

langsam mit 30 ml Ethanol überschichtet. Die an der Phasengrenze ausfallende 

chromosomale DNA wurde durch rotierende Bewegung auf einen Glasstab 

aufgewickelt und in 5 ml 0.1 × SSC-Lösung abgewickelt. 

 

 

2.6.2 Plasmid-DNA-Präparation  

 

Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen in 150 ml Kulturansätzen (Midi-Präparation) wurden 

nach Protokollen der Firmen BioRad, Invitrogen oder Qiagen unter Verwendung der 

dort angegebenen Chromatographiesäulen und Lösungen isoliert. Plasmid-DNA-

Präparationen aus 3 ml Kulturansätzen (Mini-Präparationen) wurden wie folgt 

durchgeführt. 

Die über Nacht mit dem geeigneten Antibiotikum gewachsenen E. coli-

Vollmediumkulturen wurden abzentrifugiert und das Sediment vollständig in 300 µl 

Puffer-P1 gelöst. Danach wurden 300 µl Puffer-P2 zugesetzt, vorsichtig gemischt und 

bei Rt 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 300 µl Puffer-P3 und vorsichtigem Mischen 

wurde nach 15-minütiger Inkubation auf Eis der Proteinniederschlag bei 15000 x g, 4 

°C für 15 min abzentrifugiert. Daraufhin wurden 800 µl Überstand abgenommen und 
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unter gleichen Bedingungen ein zweites mal 15 min lang zentrifugiert. 700 µl des 

Überstandes wurden mit 0.7 Volumenteilen Isopropanol versetzt, gut geschüttelt und 10 

min bei Rt inkubiert. Die ausgefallene Plasmid-DNA wurde bei 15000 x g, Rt für 15 

min abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und die sedimentierte DNA 

vakuumgetrocknet. Nach Waschen mit 70%-iger (v/v) Ethanol-Lösung wurde abermals 

bei 15000 x g, Rt für 15 min zentrifugiert, der Überstand entfernt und die sedimentierte 

DNA vakuumgetrocknet. Das Sediment wurde abschließend in ca. 50 µl sterilem, 

deionisiertem Wasser aufgenommen und im Gefrierschrank bei – 20 °C aufbewahrt. 

Um die Plasmid-DNA von Proteinen zu befreien, wurde wie folgt vorgegangen: 

Es wurde wie oben beschrieben verfahren, nur wurde das Sediment abschließend in 200 

µl deionisiertem Wasser aufgenommen. Die wässrige Phase wurde mit 800 µl basisch 

äquilibriertem Phenol (Roti®-Phenol, Roth) versetzt, kräftig gemischt und 3 min bei 

13000 x g, Rt abzentrifugiert, wobei sich eine weiße Protein-Zwischenphase bildete und 

die obere Plasmid-DNA-enthaltende Phase abgenommen wurde. Diese Prozedur wurde 

so oft wiederholt, bis keine weiße Zwischenphase mehr zu erkennen war. Nach Zugabe 

von 600 µl eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1), kräftigem Mischen und 

3minütiger Zentrifugation bei 13000 x g, Rt wurde die obere Plasmid-DNA enthaltende 

Phase abgenommen und aus dieser mit 3 Volumenteilen Puffer-P4 die Plasmid-DNA 

gefällt. Nach 30minütigem Abzentrifugieren bei 15000 x g, Rt wurde der Überstand 

abgenommen, das DNA-Sediment mit 70%-iger (v/v) Ethanol-Lösung gewaschen, 

abermals bei 15000 x g für 15 min zentrifugiert, der Überstand entfernt und die 

sedimentierte DNA vakuumgetrocknet. Abschließend wurde die Plasmid-DNA in ca. 50 

µl sterilem, deionisiertem Wasser aufgenommen und bei –20 °C gelagert. 

 

 

2.6.3 Reinigung von PCR-Amplifikaten 

 

Zur Erlangung eines besonders hohen Reinheitsgrades (z.B. für anschließende DNA-

Sequenzierungen) wurden PCR-Amplifikate mit dem „QIAquick PCR Purification Kit“ 

der Firma Qiagen nach Herstellerangaben gereinigt.  

Für weniger sensitive Anwendungen wurde der PCR-Reaktionsansatz mit 100 µl 

Direkt-Reinigungspuffer versetzt und gründlich gemischt. Nach Zugabe von 1 ml 

Resin-Puffer wurde die Suspension innerhalb einer Minute wiederum dreimal kräftig 
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gemischt. Die DNA wurde daraufhin säulenchromatographisch von Verunreinigungen 

gereinigt. Dies geschah mittels einer WizardTM-Minisäule (Promega). Die Säule wurde 

nach dem Auftragen der Suspension mit 2 ml 80%-iger (v/v) Isopropanol-Lösung 

gewaschen und auf einem Eppendorf-Reaktionsgefäß bei 13000 x g, RT für 20 s 

zentrifugiert. Nach Zugabe von 50 µl deionisiertem Wasser auf die Säule wurde ca. 20 

min bei Rt inkubiert. Abschließend wurde die Säule auf ein neues Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt und für 20 s bei 13000 x g, Rt das PCR-Amplifikat eluiert. 

 

 

2.6.4 Reinigung von DNA aus Agarosegelen 

 

Zur Erlangung eines besonders hohen Reinheitsgrades (z.B. für anschließende DNA-

Sequenzierungen) wurde DNA nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem „QIAquick 

Gel Extraction Kit“ der Firma Qiagen nach Herstellerangaben aus dem Agarosegel 

eluiert und gereinigt.  

Für weniger sensitive Anwendungen wurde die zu reinigende DNA-Bande aus einem 

low-melting Agarosegel ausgeschnitten und das Agarosegelstück bei 70 °C inkubiert, 

bis die Agarose vollkommen geschmolzen war. Pro 300 µl geschmolzener Agarose 

wurde 1 ml Resin-Puffer zugegeben, 20 s gut geschüttelt und mit dieser Lösung 

dieselbe säulenchromatische Reinigung wie unter 2.6.3 beschrieben durchgeführt. 

 

 

2.6.5 DNA-Konzentrierung und -Umpufferung 

 

DNA wurde aus Lösungen mit einem Volumen von über 20 µl durch Zugabe von 3 

Volumenteilen Puffer-P4 gefällt. Nach 30minütigem Abzentrifugieren bei 15000 x g, Rt 

wurde der Überstand abgenommen, das DNA-Sediment mit 70-%iger (v/v) Ethanol-

Lösung gewaschen, abermals bei 15000 x g für 15 min zentrifugiert, der Überstand 

entfernt und die sedimentierte DNA vakuumgetrocknet. Abschließend wurde die 

gereinigte DNA in einem beliebigen Volumen einer beliebigen Lösung aufgenommen. 

DNA-haltige Lösungen mit einem Volumen unter 20 µl wurden direkt 

vakuumgetrocknet und in einem beliebigen Volumen einer beliebigen Lösung 

aufgenommen. 
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2.6.6 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

 

Die Restriktion von DNA erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen in den 

zugehörigen Puffern nach Angaben der Vertreiberfirmen. Ebenso wurden 

Inkubationstemperatur und -zeit nach den Angaben der Vertreiberfirmen gewählt. Bei 

parallelem Schneiden von DNA mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen wurde 

nach Angabe der Vertreiberfirmen der geeignete Puffer für eine möglichst hohe 

Aktivität beider Enzyme ausgewählt. Zur Unterdrückung von Nebenaktivität der 

Endonukleasen wurde die Glycerinkonzentration im Restriktionsansatz generell unter 

686 mM gehalten. Bei Inkubation über 3 h oder Temperaturen über 37 °C wurden die 

Restriktionsansätze zum Verdunstungsschutz mit Mineralöl überschichtet.  

 

 

2.6.7 Southern Blot Analyse 

 

DNA-Sondenmarkierung 

Zur Identifizierung der Länge chromosomaler DNA-Fragmente mittels Southern Blot 

wurden dazu nötige DNA-Sonden durch Einbau von DIG-dUTP markiert, um eine 

spätere nichtradioaktive Detektion mittels einem Enzym-gekoppelten 

Immunadsorptionsexperimentes (ELISA) zu ermöglichen. Die Markierung geschah 

durch statistischen Einbau des DIG-dUTP Antigens anstelle von dTTP während einer 

PCR. Dazu wurde das DIG-dUTP : dTTP Verhältnis experimentell an 1:2 angenähert 

und die PCR standardmäßig wie unter 2.6.9 beschrieben durchgeführt. Die benutzten 

DNA-Sonden wiesen eine Größe von 100-550 bp auf und wurden vor ihrer 

Verwendung von möglichen Nebenprodukten über Agarose-Gelelektrophorese gereinigt 

(siehe 2.6.4). 

Oligonukleotide wurden nach Angaben der Herstellerfirma unter Verwendung des „DIG 

Oligonukleotide 3`-End Labeling Kit“ der Firma Boehringer Mannheim markiert. 

Zur Kontrolle der Markierungseffizienz und der Spezifität der benutzten DNA-Sonden- 

wurden auf eine 5 min in 200 ml 2 x SSC äquilibrierte Nylonmembran DNA-Lösungen 

pipettiert, die entweder die gesuchte DNA-Sequenz enthielten (Positivkontrolle) oder 

nicht (Negativkontrolle). Dazu wurden Positiv- und Negativkontrolle in einer 

Verdünnungsreihe von 10 µg bis 10 pg angefertigt, 5 min bei 99 °C inkubiert, auf die 

Membran pipettiert und durch 2minütiges Bestrahlen mit UV-Licht der 
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Strahlungsintensität 120 mJ· cm-2 kovalent fixiert. Die Dot Blot-Kontrollen wurden 

analog zu den Southern Blot Analysen durchgeführt.   

 

Restriktionsverdau der chromosomalen DNA und deren Transfer auf eine Membran 

Die Restriktionsverdaue wurden in 30 µl Ansätzen unter Einsatz von 100 µg 

chromosomaler B. megaterium DNA wie unter 2.6.6 beschrieben durchgeführt. Nach 

Auftrennung der generierten DNA-Fragmente per Agarose-Gelelektrophorese (1.2 % 

(w/v) Agarose in TAE-Puffer, 11 Bahnen auf 15 x 13 cm Gel) wurde die 

Ethidiumbromid-gefärbte DNA auf eine zuvor für 5 min in 200 ml 2 × SSC äquilibrierte 

und in eine Vakuumblotapparatur gespannte Nylonmembran (15 x 13 cm) gelegt. Nach 

Markierung der Banden des DNA-Längenstandards auf der Membran wurde das Gel für 

maximal 10 min bei 30 mbar mit Depurinierungslösung, daraufhin für 15-30 min bei 

gleichem Druck mit Denaturierungslösung und anschließend für 15-30 min bei 50 mbar 

mit Neutralisierungslösung betropft. Nach dem Transfer der genomischen DNA-

Bruchstücke auf die Membran wurde das Agarosegel bei laufendem Vakuum 

abgenommen und die auf der Membran befindliche DNA durch beidseitiges 2minütiges 

Bestrahlen mit UV-Licht der Lichtintensität 120 mJ· cm-2 kovalent fixiert. Die auf diese 

Art präparierte Membran wurde in Klarsichtfolie verpackt bei 4 °C für eine spätere 

Hybridisierung und Detektion gelagert. 

 

Hybridisierung der DNA-Sonde und immunologische Detektion 

Die Nylonmembranen wurden in einem verschließbaren Glasrohr mit 20 ml 

Hybridisierungslösung pro Membran versetzt und für 1-2 h unter ständigem Drehen des 

Gefäßes inkubiert. Die Hybridisierungstemperatur für Oligonukleotidsonden wurde 

nach der unter 2.6.9 angegebenen Formel nach Abzug von 10 °C eingestellt. Für DNA-

Sonden einer Länge von über 100 bp wurde eine Hybridisierungstemperatur von 60-68 

°C gewählt. Oligonukleotidsonden wurden direkt, doppelsträngige (ds) DNA-Sonden 

nach 10minütiger Inkubation bei 99 °C zu 20 ml Hybridisierungslösung pro Membran 

gegeben. Diese Hybridisierungslösung wurde über Nacht bei der eingestellten 

Hybridisierungstemperatur unter ständigem Drehen des Gefäßes mit der Nylonmembran 

inkubiert. Anschließend wurde die Membran 2 mal für 5 min bei Rt in 2 × SSC, 3.5 mM 

SDS und danach 2 mal für 15 min in vorgewärmtem 0.5-0.1 × SSC, 3.5 mM SDS bei 
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der Hybridisierungstemperatur gewaschen. Ein abschließender Waschgang erfolgte für 

1 min bei Rt in Wasch-Puffer. 

Die Membranen wurden nun für 1 h bei Rt mit 100 ml filtriertem Puffer 2 inkubiert und 

danach in 20 ml Puffer 2 pro Membran geschüttelt, der vorher mit 2 µl einer für 1 min 

bei 13000 x g, Rt abzentrifugierten Anti-DIG-Alkalische-Phosphatase-Antikörper-

Lösung versetzt worden war. Daraufhin wurden die Membranen erneut 2 mal für 15 

Minuten bei Rt mit Wasch-Puffer und anschließend für 10 Minuten bei Rt mit 20 ml 

Detektionspuffer pro Membran gewaschen. Die Nylonmembranen wurden nun mit ca. 

20 Tropfen CSPD-Lösung pro Membran betropft. Dabei handelt es sich um das Substrat 

für die Alkalische Phosphatase, dessen Umsetzung zu einer detektierbaren 

Chemilumineszenz führt. Zum Schutz gegen Austrocknung wurde die Membran in eine 

Schicht Klarsichtfolie verpackt und zum Beschleunigen der Phosphatase-Reaktion für 

15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde die Membran in einer 

Dunkelkammer in eine Röntgenfilmkassette gelegt, die zu detektierende Membranseite 

mit einem Röntgenfilm der Firma Kodak bedeckt und der Film 1-2 h exponiert. 

Abschließend wurde der Film nach den Angaben des Herstellers entwickelt und 

ausgewertet. 

 

Recycling der Blottingmembranen 

Da die präparierten Nylonmembranen für mehrfache Hybridisierungen und Detektionen 

geeignet sind, wurden sie nach Durchführung des Southern Blots von den hybridisierten 

DNA-Sonden befreit. Dazu wurden die Membranen gut in deionisiertem Wasser 

gespült, 3 mal für 10 min bei 50 °C mit 0.4 M NaOH, 3.5 mM SDS und abschließend 3 

mal für 10 min bei 50 °C mit 0.1 x SSC, 3.5 mM SDS inkubiert. Die in Klarsichtfolie 

verpackten Membranen wurden bei 4 °C zur Wiederverwendung gelagert. 

 

 

2.6.8 Detektion hemA und hemL spezifischer DNA-Fragmente aus Bacillus 

megaterium 

 

Als Sonde für das gesuchte hemA-Gen fungierte ein per PCR unter Verwendung von 

Taq DNA-Polymerase amplifiziertes, 131 bp großes DNA-Fragment mit einem DIG-

dUTP : dTTP -Verhältnis von 1 : 2.3. Die zur Amplifikation verwendeten Primer hatten 

die folgenden DNA-Sequenzen.  
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Forward-Primer: 5`-GATCCAATTCCACATGCGAAAGAATTGG-3` 

Reverse-Primer: 5`-GTATGAAGCTGCTCTTCTTTTTCTTTTTGC-3` 

 

Als Sonde für das hemL-Gen fungierte ein per PCR unter Verwendung von Taq DNA-

Polymerase amplifiziertes, 546 bp großes DNA-Fragment mit einem DIG-dUTP : dTTP 

-Verhältnis von 1 : 4. Die zur Amplifikation verwendeten Primer hatten die folgenden 

DNA-Sequenzen. 

 

Forward-Primer: 5`-GATCCAATTCCACATGCGAAAGAATTGG-3` 

Reverse-Primer: 5`-CAGCAGTGTATGTTTCAAGTGGAGC-3` 

 

Die Antigen-markierten DNA-Sonden wurden mit den auf den Nylonmembranen 

immobilisierten DNA-Fragmenten chromosomaler B. megaterium DNA hybridisiert 

und über einen Chemolumineszenz-gekoppelten ELISA detektiert. 

 

 

2.6.9 DNA-Amplifikation mittels PCR 

 

PCR unter Verwendung von Taq DNA-Polymerase  

Im PCR Reaktionsansatz lagen Primer in einer Konzentration von jeweils 400 nM, 

dNTPs in einer Konzentration von jeweils 200-250 µM und PCR-Puffer nach 

Herstellerangabe vor. Taq DNA-Polymerase wurde nach einer initialen, quantitativen 

DNA-Denaturierung bei 95-96 °C (Hot Start) in einer Konzentration von 25 mU/µl den 

mit Mineralöl überschichteten Reaktionsansätzen zugefügt. Präparative PCRs wurden in 

100 µl Ansätzen, analytische PCRs in 20 µl Ansätzen gefahren. Zur 

Klonierungskontrolle mittels analytischer PCR wurden Klone nach erfolgter Ligation 

und Transformation in 50 µl deionisiertem Wasser resuspendiert und 5 µl der 

Bakteriensuspension als Templat verwendet.  
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Temperaturprogramm der PCR: 
 
95-96 °C  5-7 min   (Initiale Matrizendenaturierung ) 
 
95-96 °C  30-60 s  (Matrizendenaturierung) 
TM [°C]  30-60 s  (Anlagerung der Primer) 
72 °C   x s   (Elongation)   ⇒ 30 Zyklen 
 
72 °C   0-5 min  (Abschlusspolymerisation) 

 

Zur Klonierungskontrolle per analytischer PCR wurde die finale Polymerisation nicht 

durchgeführt. Die Elongationszeit wurde berechnet unter der Voraussetzung einer 

maximalen Prozessivität der Taq DNA-Polymerase von 2 kbp/min. 

 

PCR unter Verwendung der PfuTurboTM DNA-Polymerase 

Bei PfuTurboTM DNA-Polymerase handelt es sich um Pfu DNA Polymerase, welche die 

niedrigste bekannte Polymerisationsfehlerrate aufgrund ihrer 3`-5`-Exonukleasaktivität 

aufweist und die durch Addition eines unbekannten „Enhancers“ zur Amplifikation von 

DNA-Fragmenten mit einer Länge bis zu 15 kbp geeignet ist.  

Im PCR Reaktionsansatz lagen Primer in einer Konzentration von jeweils 1 µM, dNTPs 

in einer Konzentration von jeweils 200 µM und PCR-Puffer nach Herstellerangabe vor. 

PfuTurboTM DNA-Polymerase wurde nach einer initialen, quantitativen DNA-

Denaturierung bei 95-98 °C (Hot Start) in einer Konzentration von 50 mU/µl den mit 

Mineralöl überschichteten Reaktionsansätzen zugefügt. Präparative PCRs wurden in 

100 µl Ansätzen, analytische PCRs in 20 µl Ansätzen gefahren. 

 

Temperaturprogramm der PCR: 
 
95-98 °C  1-5 min   (Initiale Matrizendenaturierung) 
 
95-98 °C  10-60 s  (Matrizendenaturierung) 
TM [°C]  20-60 s  (Anlagerung der Primer) 
72 °C   x s   (Elongation)   ⇒ 40 Zyklen 
 
72 °C   0-10 min  (Abschlusspolymerisation) 

 

Die Elongationszeit wurde berechnet unter der Voraussetzung einer maximalen 

Prozessivität der PfuTurboTM DNA-Polymerase von 500 bp/min. Falls erforderlich 
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wurde zur Produktausbeutemaximierung ab dem zehnten Zyklus die Elongation pro 

Zyklus um 10 s verlängert. 

Die Berechnung der theoretischen Hybridisierungstemperatur (TM) der Primer wurde 

generell ausgeführt mit Hilfe des „Primer3“-Programmes des Whitehead Institute for 

Biomedical Research oder nach folgender Gleichung: 

 

TM = 69.3 °C + 0.41 °C � (%GC) - 650 °C/n 

 

Hierbei stehen (%GC) für den Gehalt an GC-Basen der Primer in Prozent und n für die 

Anzahl der Basen. Als Korrektur wurde pro Prozent Fehlpaarung 1 °C abgezogen. Die 

für die jeweilige PCR optimale Hybridisierungstemperatur wurde, ausgehend von der 

theoretisch berechneten Temperatur, unter Verwendung eines Temperaturgradienten 

experimentell optimiert. 

 

 

2.6.10 DNA-Amplifikation mittels uni-direktionaler PCR (Vektorette-PCR) 

 

Die Vektorette-PCR ermöglicht die Amplifikation von unbekannten DNA-Bereichen, 

die an bekannte Sequenzabschnitte angrenzen. Einen Überblick über die Methode gibt 

Abbildung 11. Dabei wird ein Primer (grün) anhand der bekannten DNA-Sequenz 

entworfen. Zur Etablierung einer bekannten DNA-Sequenz für die Hybridisierung des 

zweiten nötigen PCR-Primers wird das Genom mit einer Restriktionsendonuklease 

zerschnitten und alle entstandenen Enden mit einer bekannten kurzen DNA-Sequenz 

(gelb) verbunden. Diese kurze Sequenz (Vektorette) dient nach Synthese des 

Primärstranges als Zielsequenz des zweiten Primers (blau).  

Den gesamten mit den Vektoretteeinheiten fusionierten Restriktionsverdau kann man 

als eine Art Genbank, die Vektorette-Bank, betrachten, mit deren Hilfe sich jede 

beliebige Sequenz amplifizieren lässt. Voraussetzung ist die Kenntnis der DNA-

Sequenz eines Nachbarabschnittes. Da die Vektorette (gelb) aus einem teilweise 

ungepaarten dsOligonucleotid besteht, kann der zu ihr komplementäre PCR-Primer für 

die zweite Amplifikationsrunde erst hybridisieren, wenn der für den bekannten 

Sequenzbereich spezifische Primer (grün) verlängert wurde und die komplementäre 

Sequenz (orange) entstanden ist. Das garantiert die alleinige Amplifikation der Wunsch-

DNA. 
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Abb. 11: Übersicht über die Vektorette-PCR, einer Technik zur Amplifikation von stromabwärts und 
stromaufwärts einer bekannten DNA-Sequenz lokalisierten chromosomalen Bereichen 
unbekannter DNA-Sequenz: a) Spaltung chromosomaler DNA, b) ubiquitäres Verbinden 
geschnittener chromosomaler DNA mit Vektoretten, c) Primeranlagerung, d-f) Synthese des 
ersten DNA-Stranges und Gegenstranges. Dabei werden durch die Primer gegen die bekannte 
Sequenz in Verbindung mit den Primern gegen die damit verbundenen Vektoretten selektiv die 
erwünschten DNA-Fragmente vermehrt. 
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Vorbedingung für eine erfolgreiche Vektorette-PCR ist eine Fragmentgröße der 

gesuchten genomischen DNA, die sowohl amplifizierbar als auch groß genug sein 

sollte, um die gesamte gesuchte DNA-Information abzudecken. Amplifizierbar 

bedeutet, dass nicht die maximal von der jeweilig verwendeten DNA Polymerase 

synthetisierbare DNA-Fragmentlänge überschritten werden darf. Ein für diese Zwecke 

adäquates genomisches DNA-Fragment und das damit verbundene Restriktionsenzym 

wurden durch Southern Blot-Analyse vorselektioniert. Die durch die Southern Blot-

Analyse identifizierte Fragmentgröße erlaubt außerdem die Kalkulation der Größe des 

zu erwartenden PCR-Fragments und erleichtert damit dessen Identifikation. 

Das gesamte Vektorette-PCR-System stammte von der Firma Sigma-Genosys. 

Restriktionsverdaue und Ligationsreaktionen wurden nach den Angaben des Herstellers, 

DNA-Amplifikationen per PCR wie unter 2.6.9 angegeben durchgeführt. 

 

 

2.6.11 Klonierung von Bacillus megaterium hemA und hemL 

 

Die Klonierung der fehlenden hemA- und hemL-Gene des hemAXCDBL-Operons aus B. 

megaterium wurde mit der unter 2.6.10 beschriebenen Methode der Vektorette-PCR 

durchgeführt. Dabei wurde ausschließlich PfuTurboTM DNA Polymerase verwendet, da 

dieses Enzym in der Lage ist, weitaus längere PCR-Amplifikate zu generieren als Taq 

DNA Polymerase und weil es außerdem durch seine 3`-5`-Exonukleaseaktivität eine 

äußerst geringe Fehlerrate bei der DNA Polymerisation aufweist.  

Zur Klonierung von hemA wurde chromosomale B. megaterium DNA durch ClaI 

verdaut, mit ClaI Vektorette II der Firma Sigma-Genosys ligiert und per PCR 

amplifiziert. Der verwendete Primer hatte folgende DNA-Sequenz: 

 

5`-CTCCAGCCAATTCTTTCGCATGTGGAATTGGATC-3` 

 

Zur Klonierung von hemL wurde zuerst chromosomale B. megaterium DNA durch 

MunI verdaut, mit EcoRI Vektorette II der Firma Sigma-Genosys ligiert und per PCR 

amplifiziert. Der verwendete selbstkonstruierte Primer hatte dabei folgende DNA-

Sequenz: 

 

5`-GAAGCGCAGCAATTAATGCCGGGTGGAGTAAACAG-3` 
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Da das hemL-Leseraster auf diesem PCR-Amplifikat noch nicht vollständig enthalten 

war, wurde anschließend das fehlende Stück des hemL-Gens unter Verwendung der 

bereits hergestellten ClaI Vektorette II-Genbank als Templat per PCR amplifiziert. Der 

verwendete selbstkonstruierte Primer wies dabei folgende DNA-Sequenz auf: 

 

5`-TTGCAGCTTACTATCGTGAAATGGCTAATG-3` 

 

 

2.6.12 Klonierung von btuF aus Escherichia coli in pWH1520 

 

Für die Klonierung von E. coli btuF wurden die gesuchten DNA-Fragmente aus 

chromosomaler E. coli DNA per PCR unter Verwendung von PfuTurboTM DNA 

Polymerase amplifiziert. Dabei wurden die Primer so gewählt, dass die ersten 72 bp von 

btuF deletiert wurden, was zur kompletten Entfernung der periplasmatischen 

Signalsequenz von BtuF führte (Cadieux et al., 2002). Um dies kenntlich zu machen, 

wird im weiteren von btuF* die Rede sein. In den Forward Primer wurde eine SpeI-

Schnittstelle und in den Reverse Primer eine SphI-Schnittstelle eingebaut. Der Einbau 

der SpeI-Schnittstelle garantierte bei Klonierung in pWH1520 die Deletion der cre-

Sequenz, die die Erkennungssequenz für CcpA darstellt, welches die 

Katabolitrepression in B. megaterium vermittelt (Rygus und Hillen, 1992). Dies sollte 

eine volle, nicht katabolitreprimierte Proteinproduktion in Vollmedium oder in 

Minimalmedium unter Verwendung von effizienten Energie- und Kohlenstoffquellen 

wie Glucose garantieren. Außerdem resultierte die Verwendung der SpeI-Schnittstelle in 

einer xylA-btuF*-Translationsfusion innerhalb des Expressionsvektors pWH1520, 

wodurch die gute Ribosomenbindestelle des intakten xylA-Gens ausgenutzt werden 

konnte. Die zur btuF*-Klonierung verwendeten Primer wiesen dabei folgende DNA-

Sequenzen auf:  

 

Forward-Primer: 5`-TACTAGTCGCGTCATCACGCTTTCTC-3` 

Reverse-Primer: 5`-GGTCAGCATGCTGGTGAC-3` 

 

Gewünschte Klone wurden durch Restriktionsverdau mit SpeI/SphI ermittelt und 

abschließend durch doppelsträngige DNA-Sequenzierung auf ihre Korrektheit 

überprüft. Der so erhaltene Expressionsvektor erhielt den Namen pWH1520btuf*. 
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2.6.13 Klonierung von metH aus Escherichia coli in pWH1520 

 

Für die Klonierung der kleinsten Cobalamin-Bindedomäne von MetH wurden die 

gesuchten DNA-Fragmente aus chromosomaler E. coli DNA per PCR unter 

Verwendung von PfuTurboTM DNA Polymerase amplifiziert. Dabei wurden die Primer 

so gewählt, dass das amplifizierte DNA-Fragment von 2236-2622 bp des E. coli metH-

Gens reichte, was auf Proteinebene den Aminosäuren 746-874 entspricht. Damit kodiert 

das klonierte Teilstück des E. coli metH-Gens für alle zur Cobalaminbindung 

essentiellen Bereiche. Um dies kenntlich zu machen wird im weiteren von metH* die 

Rede sein. In den Forward Primer wurde eine SpeI-Schnittstelle und in den Reverse 

Primer ein Stop-Codon, sowie eine SphI-Schnittstelle eingebaut. Auch hier garantierte 

die Verwendung der SpeI-Schnittstelle bei der Klonierung in pWH1520 die Deletion der 

cre-Sequenz, so dass eine Katabolitrepression-entkoppelte Proteinproduktion in 

Vollmedium oder in Minimalmedium unter Verwendung von effizienten Energie- und 

Kohlenstoffquellen wie Glucose ermöglicht wurde. Außerdem resultierte die 

Verwendung der SpeI-Schnittstelle in einer xylA-metH*-Translationsfusion innerhalb 

des Expressionsvektors pWH1520, wodurch die effiziente Ribosomenbindestelle des 

intakten xylA-Gens ausgenutzt werden konnte. Die zur metH*-Klonierung verwendeten 

Primer wiesen dabei folgende DNA-Sequenzen auf:  

 

Forward-Primer: 5`-TACTAGTAACGGCAAGATGGTGATCG-3` 

Reverse-Primer: 5`-AATCAGCATGCTAGGTATCGGAAAGCAGC-3` 

 

Gewünschte Klone wurden durch Restriktionsverdau mit SpeI/SphI ermittelt und 

abschließend durch doppelsträngige DNA-Sequenzierung auf ihre Korrektheit 

überprüft. Der so erhaltene Expressionsvektor erhielt den Namen pWH1520metH*. 

 

 

2.6.14 Klonierung von fnr aus Bacillus subtilis in pWH1520 

 

Zur Klonierung in den Expressionsvektor pWH1520 wurde das fnr-Gen aus 

chromosomaler B. subtilis DNA mittels PCR unter Verwendung von PfuTurboTM DNA 

Polymerase amplifiziert. Dabei wurde in den Forward Primer eine SpeI-Schnittstelle 

eingebaut, so dass bei der Klonierung die cre-Sequenz aus pWH1520 deletiert wurde 
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und außerdem eine xylA-fnr-Translationsfusion entstand, welche die Ausnutzung der 

guten Ribosomenbindestelle von xylA ermöglichte. In den Reverse Primer wurde zur 

direktionalen Klonierung eine SphI-Schnittstelle eingebaut. Die zur Klonierung von fnr 

aus B. subtilis benutzten Primer wiesen folgende DNA-Sequenzen auf: 

 

Forward-Primer: 5`-TACTAGTAATTTTCTCTCTGTTCGACCATC-3` 

Reverse-Primer: 5`-GTGAATGCATGCTTCTTTCTTGCC-3` 

 

Gewünschte Klone wurden mittels PCR unter Verwendung von Taq DNA Polymerase 

ermittelt und abschließend durch doppelsträngige DNA-Sequenzierung auf ihre 

Korrektheit überprüft. Der so erhaltene Vektor erhielt den Namen pWH1520fnr. 

 

 

2.6.15 Klonierung von gltX aus Bacillus subtilis in pWH1520 

 

Zur Klonierung in den Expressionsvektor pWH1520 wurde das gltX-Gen aus B. subtilis, 

welches für die Glutamyl-tRNA Synthetase (GluRS) kodiert, aus chromosomaler B. 

subtilis DNA mittels PCR unter Verwendung von Taq DNA Polymerase amplifiziert. 

Dabei wurde in den Forward Primer eine SpeI-Schnittstelle eingebaut, so dass bei der 

Klonierung die cre-Sequenz aus pWH1520 deletiert wurde. In den Reverse Primer 

wurde zur direktionalen Klonierung eine BamHI-Schnittstelle eingebaut. Die zur 

Klonierung von gltX aus B. subtilis benutzten Primer wiesen folgende DNA-Sequenzen 

auf: 

 

Forward-Primer: 5`-CAAAAAGGCTAACTAGTTTTGATGCCGGG-3` 

Reverse-Primer: 5`-CAGCCAATGAGGATCCTTTCTGTAATGG-3` 

 

Gewünschte Klone wurden durch Restriktionsverdau mit SpeI/BamHI ermittelt und 

abschließend durch doppelsträngige DNA-Sequenzierung auf ihre Korrektheit 

überprüft. Der so erhaltene Vektor erhielt den Namen pWH1520gltX. 
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2.6.16 Dephosphorylierung von DNA-Fragmentenden 

 

Zur Dephosphorylierung geschnittener Vektor-DNA wurde die eingesetzte Masse an 

DNA wie unter 2.7.3 beschrieben bestimmt und daraus die eingesetzte Stoffmenge an 

DNA-Termini anhand folgender Gleichung berechnet.  

 

[DNA-Termini] 
( )

660n

DNAm102
pmol

6

⋅
⋅⋅=  

n: Anzahl der Basenpaare 

[m] = µg  

 

Pro pmol DNA-Termini wurden 1.0 U alkalischer Phosphatase aus Garnelen (Shrimp) 

verwendet. Der Reaktionsansatz wurde bei 37 °C 3 h im Reaktionspuffer nach 

Herstellerangaben inkubiert und abschließend für 15 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. 

 

 

2.6.17 Ligation von DNA 

 

Die Ligation geschnittener PCR-Amplifikate mit geschnittenem und 

dephosphoryliertem Vektor wurde entweder mit dem „Fast-Link Ligation Kit“ der 

Firma Biozym unter Verwendung der dort angegebenen Puffer und der dort 

angegebenen Ligase oder unter Verwendung von T4-DNA-Ligase wie folgt 

durchgeführt:  

die Reaktionsansätze enthielten Reaktionspuffer nach Herstellerangaben, ATP in einer 

Konzentration von 3-5 mM sowie 1 U T4-DNA-Ligase. Die Reaktion wurde 15-24 h 

bei 4-16 °C inkubiert und abschließend 10 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. Für beide 

Ligationsreaktionsarten wurde ein Vektor zu Insert Verhältnis, gemessen in pmol DNA 

Termini, von 1:2 bis 1:5 eingestellt. 

Die direkte Ligation von Taq-DNA-Polymerase generierten PCR-Amplifikaten in den 

Vektor pCR®2.1 inkl. dem anschließenden Blau-Weiß-Screening wurde nach den 

Angaben des „Original TA Cloning® Kit“ der Firma Invitrogen durchgeführt. 
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2.6.18 DNA-Sequenzbestimmung 

 

DNA-Sequenzierungen zur Kontrolle von Klonierungsexperimenten wurden als Service 

durchgeführt von Herrn Uwe Ruffer, BASF AG. DNA-Sequenzierungen in 

„Publikationsqualität“ und von PCR-Amplifikaten wurden durchgeführt von der Firma 

MWG-Biotech. 

 

 

2.6.19 Transformation von Escherichia coli  

 

Elektroporation 

Es wurden aerobe 500 ml Kulturen in Vollmedium bis zu einer OD578 von 0.5-1 

kultiviert und bei 6000 x g, 4 °C für 10 min abzentrifugiert. Alle nachfolgend 

beschriebenen Arbeiten wurden auf Eis durchgeführt und die Flüssigkeiten eisgekühlt 

verwendet. 

Das Zellsediment wurde in sterilem, deionisiertem Wasser gut resuspendiert, bei 4500 x 

g, 4 °C für 8 min abzentrifugiert, erneut mit sterilem, deionisiertem Wasser gewaschen 

und wieder 8 min bei 4500 x g, 4 °C zentrifugiert. Nach Waschen des Sediments mit 

10%-iger (v/v) Glycerin-Lösung wurde 15 min bei 4500 x g, 4 °C zentrifugiert, das 

Sediment in 200 µl 10-%iger (v/v) Glycerin-Lösung resuspendiert und portioniert bei -

86 °C gelagert.  

Die elektrokompetenten E. coli-Zellen wurden durch Elektroporation mittels der 

Standardmethode nach Dower et al., 1988 transformiert (E = 12 kV/cm, C = 25 µF, R = 

��� ��� ��� �	
���	�
���� ��� ��� 
�� ���
�����	�
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30 min gegen steriles, deionisiertes Wasser dialysiert. 

 

Chemische Methode 

Die Transformation von kompetenten E. coli TOP10F´-Zellen per CaCl2-Behandlung 

erfolgte nach der Vorschrift des „Original TA Cloning® Kit“ der Firma Invitrogen. 
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2.6.20 Protoplastentransformation von Bacillus megaterium 

 

Protoplastenpreparation: 

50 ml Vollmedium wurden mit 1 ml einer Übernachtkultur in Vollmedium von B. 

megaterium angeimpft und aerob inkubiert. Bei einer OD578 von 1 wurden die Zellen 

bei 4500 x g, 4 °C für 15 min abzentrifugiert und in 5 ml SMMP-Puffer resuspendiert. 

Nach Zugabe von 50 µg Lysozym in SMMP-Puffer wurde die Suspension 60 min bei 

37 °C und leichtem Schütteln inkubiert und die Protoplastenbildung unter dem 

Mikroskop kontrolliert. Nach Ernten der Zellen durch Zentrifugation bei 1300 x g, 4 °C 

wurde das Zellsediment vorsichtig in 5 ml SMMP-Puffer resuspendiert und der 

Zentrifugations- und Waschschritt ein zweites mal durchgeführt. Die 

Protoplastensuspension konnte nun nach Zugabe von 10 % (v/v) Glycerin portioniert 

und bei –86 °C eingefroren werden. 

 

Transformation: 

500 µl der Protoplastensuspension wurden mit 1 µg DNA in SMMP-Puffer versetzt und 

1.5 ml PEG-P-Lösung zugegeben. Nach Inkubation bei Rt für 2 min wurden 5 ml 

SMMP-Puffer hinzugefügt, vorsichtig gemischt und die Suspension bei 1300 x g, 4 °C 

für 10 min zentrifugiert. Sofort danach wurde der Überstand abgenommen und das 

kaum sichtbare Sediment vorsichtig in 500 µl SMMP-Puffer resuspendiert. Die 

Suspension wurde 90 min bei 37 °C unter leichtem Schütteln inkubiert. Danach wurden 

100-900 µl der transformierten Zellen mit 2.5 ml cR5-Topagar gemischt und auf 

Vollmedium-Agar-Platten gegeben, die die für die Selektion geeigneten Antibiotika 

enthielten. Transformierte Kolonien wurden nach Inkubation über Nacht bei 37 °C 

sichtbar.  
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2.7 Biochemische und biophysikalische Methoden 

 

 

2.7.1 Hochdruckflüssigkeitschromatographie-Analyse von Fermentationsprodukten 

von Bacillus megaterium 

 

Mopso-Minimalmedium wurde mit einer B. megaterium Vorkultur im Verhältnis 1:100 

angeimpft und anaerob fermentativ bis zum Erreichen der maximalen Zelldichte 

inkubiert. Direkt nach dem Animpfen wurde 1 ml des Mediums abgenommen, die 

Bakterien für 3 min bei 13000 x g, Rt abzentrifugiert und der Überstand als Referenz 

verwendet.  

Fermentationsprodukte wurden mittels Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

getrennt und quantifiziert. Die Metaboliten wurden auf einer Eurocat H 

Kationenaustauschersäule der Firma Knauer (300 x 8 mm, 10 µm Porengröße) getrennt. 

Die Chromatographie wurde bei 60 °C mit einer Flussrate von 600 µl/min in 0.01 N 

H2S04 durchgeführt. Die eluierten Metaboliten wurden mit Hilfe des Brechungsindex 

und ihrer Absorption bei 280 nm (A280) detektiert. Die Elutionszeit im Vergleich zu 

entsprechenden Standardsubstanzen erlaubte die Identifizierung der getrennten 

Substanzen. 

 

 

2.7.2 Bestimmung der Zelldichte 

 

Die Zelldichte einer Bakterienkultur wurde durch Messung der Absorption bei 578 nm 

(OD578) bestimmt, wobei davon ausgegangen wurde, dass einer OD578 von 1 eine 

Zellzahl von 1x109 Zellen entspricht. 

 

 

2.7.3 DNA- Konzentrationsbestimmung 

 

Bestimmung durch Absorptionsmessung 

Die Konzentration einer DNA-Lösung wurde durch Messung der A260 und, zur 

Kontrolle auf Proteinverunreinigungen, der A280 in einem Photometer bestimmt. Dabei 
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wurde davon ausgegangen, dass einer A260 von 1 näherungsweise eine dsDNA-

Konzentration von 50 mg/ml entspricht. Die Reinheit der DNA ergab sich aus dem 

Quotienten zwischen A260 und A280. 

 

Bestimmung durch Fluoreszenzmessung 

DNA wurde wie unter 2.9.1 beschrieben analysiert und das unter UV-Licht emittierte 

Fluoreszenzsignal der zu quantifizierenden Probe mit dem Fluoreszenzsignal eines 

Standards verglichen. Aus der Eichgerade zwischen den Massen verschiedener DNA-

Markerbanden und ihrer zugehörigen Fluoreszenzintensität x -fläche konnte auf die 

Masse an DNA in der aufgetragenen Probe zurückgeschlossen werden. Die Analytik 

wurde mit dem Programm „Quantity One“ der Firma BioRad durchgeführt, die 

verwendeten Standards waren der „GeneRulerTM DNA Ladder Mix“ und der 

„GeneRulerTM 100bp DNA Ladder“ der Firma MBI Fermentas. 

 

 

 

 

2.8 Proteinproduktion 

 

 

2.8.1 Rekombinante Proteinproduktion in Bacillus megaterium 

 

Kultivierung von Bacillus megaterium 

25-150 ml Kulturmedium wurden mit einer B. megaterium Übernachtkultur im 

Verhältnis 1:100 angeimpft und aerob inkubiert. Expressionsplasmid enthaltende 

Bakterien wurden in Vorkulturen durch Tetracyclinzugabe selektioniert, in 

Hauptkulturen wurde die Tetracyclinzugabe wie angegeben variiert. Nach Erreichen 

einer OD578 von 0.3 wurde die Genexpression durch Zugabe von 33.0 mM D-Xylose 

induziert und vor der Induktion, sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach der 

Induktion eine Probe genommen. Die entnommenen Proben wurden ihren Volumina 

entsprechend 15 min bei 4500 x g, 4 °C oder 3 min bei 13000 x g, 4 °C zentrifugiert und 

bei –86 °C gelagert. 
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Lysozymaufschluss 

Für einen Lysozym vermittelten Zellaufschluss wurden die sedimentierten Zellen in 

einem entsprechenden Volumen Aufschlussspuffer resuspendiert, so dass sich für alle 

Proben die gleiche OD578 ergab. Nach 30minütiger Inkubation bei 37 °C wurden 4 Teile 

des Zellaufschlusses mit 1 Teil SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C 

inkubiert. Zelltrümmer und DNA wurden zweimal für 30 min bei 15000 x g, 4 °C 

abzentrifugiert und der Überstand anschließend über eine SDS-PAGE analysiert. Alle 

Arbeiten wurden konsequent auf Eis und unter Zugabe von 1 µM PMSF zur 

Proteolyseinhibition durchgeführt. 

 

Ultraschallaufschluss 

Für einen Zellaufschluss per Ultraschallbehandlung wurden die sedimentierten Zellen in 

einem entsprechenden Volumen deionisierten Wassers resuspendiert, so dass sich für 

alle Proben die gleiche OD578 ergab. Die Proben wurden mit Hilfe einer MS72-

Sonotrode für 5 min bei 70 % Leistung und 50 % Puls aufgeschlossen und 4 Teile des 

Zellaufschlusses mit 1 Teil SDS-Probenpuffer versetzt. Nach Inkubation bei 99 °C für 

15 min wurden Zelltrümmer und DNA zweimal für 30 min bei 15000 x g, 4 °C 

abzentrifugiert und anschließend über eine SDS-PAGE analysiert. Alle Arbeiten 

wurden konsequent auf Eis und unter Zugabe von 1 µM PMSF zur Proteolyseinhibition 

durchgeführt. 

 

 

 

 

2.9 Elektrophoretische Trennmethoden 

 

 

2.9.1 Agarose-Gelelektrophorese zur DNA-Analyse  

 

Die analytische und präparative Trennung von DNA erfolgte über 0.5-1.5%-ige (w/v) 

Agarosegele bei einer Spannung von 30-120 V in TAE-Puffer. Dabei wurden der 

prozentuale Agarosegehalt der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente, Spannung 

und Zeitdauer der Elektrophorese dem erwünschten Trennungsgrad und der Gelgröße 
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angepasst. Als Größenvergleich dienten „λ-Marker“, „GeneRulerTM 100 bp DNA 

Ladder“, „GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus“ und „GeneRulerTMDNA Ladder 

Mix“ der Firma MBI Fermentas. Die DNA wurde 30 min in 0.1%-iger (w/v) 

Ethidiumbromidlösung gefärbt und unter UV-Belichtung mit einer Videokamera 

fotografiert. 

 

 

2.9.2 SDS-PAGE zur Analyse von Proteingemischen 

 

Analyse von Proteinen mit einer Mr über 20000 

Die Methode wurde ausgeführt nach dem Protokoll von Lämmli, 1970 mit den 

Modifikationen von Righetti et. al, 1990 für eine diskontinuierliche SDS-PAGE unter 

Fokussierung der Proteine in einem großporigen Sammelgel und Auftrennung in einem 

kleinporigen Trenngel. Es wurden die zu analysierenden Proben wie unter 2.8.1 

beschrieben, Molekularmassenstandards nach Herstellerangaben, vorbereitet und auf 6-

15%-ige Gele aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer Stromstärke von 30-45 

mA durchgeführt. Dabei wurde der prozentuale Acrylamidgehalt der Trenngele der 

Größe der zu trennenden Proteine und dem erwünschten Trennungsgrad angepasst. Als 

Molekularmassenstandard wurde der „Dalton Marker VII-L“ der Firma Sigma 

verwendet. 

 

Analyse von Proteinen mit einer Mr unter 20000 

Die Methode wurde ausgeführt nach dem Protokoll von Schägger und von Jagow, 1987 

unter Verwendung von 16.5 % T, 6 % C Polyacrylamidgelen. Dabei steht % T für den 

Anteil an Acrylamid plus N, N`-Methylenbisacrylamid im Gel und % C für den Anteil 

von N, N`-Methylenbisacrylamid an der gesamten Acrylamid- plus N, N`- 

Methylenbisacrylamidmenge. Auf die Verwendung eines so genannten „spacer“-Geles 

zwischen Sammel- und Trenngel wurde verzichtet, da durch dieses keine Verbesserung 

der Auflösung erzielt werden konnte.  

Die zu analysierenden Proben wurden wie unter 2.8.1 beschrieben, 

Molekularmassenstandards nach Herstellerangaben, vorbereitet. Sobald der 

Bromphenolblaumarker vollständig in das Sammelgel eingelaufen war, wurde die 

Elektrophorese bei 95 V durchgeführt. Die Zeitdauer der Elektrophorese wurde dem 

erwünschten Auftrennungsgrad angepasst. Als Molekularmassenstandard wurde der 
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„Molecular Weight Marker for Peptides“, sowie der „Dalton Marker VII-L“ der Firma 

Sigma verwendet. 

 

Detektion von Proteinen 

Die Färbung der Proteine mit Coomassie Brilliant Blue wurden wie bei Lämmli, 1970 

und Righetti et al., 1990 beschrieben durchgeführt. Nachfolgende Silberfärbungen 

wurden wie bei Rabilloud und Charmont, 2000 beschrieben durchgeführt. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 

 

 

 

3.1 Klonierung und Sequenzierung der Tetrapyrrolbiosynthesegene des 

hemAXCDBL- und des hemEHY-Operons aus Bacillus megaterium 

 

 

3.1.1 Klonierung und Sequenzierung von hemA und hemL aus Bacillus megaterium 

 

Die Produktion von Vitamin B12 sollte durch eine Reihe gezielter genetischer 

Manipulationen des Wirtes B. megaterium und durch die Optimierung der 

Wachstumsbedingungen deutlich erhöht werden. Dazu gehörte in einem ersten Schritt 

die Klonierung und Expression der Gene für die Enzyme zur Bildung des allgemeinen 

Tetrapyrrolvorläufers Uro`gen. Weitere Strategien einer gerichteten genetischen 

Optimierung von B. megaterium zum Vitamin B12-Produktionsstamm sollten zum einen 

die Repression des Stoffwechselflusses in Richtung der Häm- und Sirohämbiosynthese 

zugunsten einer erhöhten Vitamin B12-Biosynthese beinhalten. Zum anderen sollten 

Schlüsselenzyme und positive Regulatoren der Vitamin B12-Biosynthese in B. 

megaterium überproduziert werden, sowie eine feed back Inhibition durch das 

Endprodukt Coenzym B12 durch die rekombinante Produktion von Vitamin B12-

Bindeproteinen verhindert werden. Parallel hierzu sollten verschiedene Medien und 

Zusätze auf ihre Auswirkungen auf die Vitamin B12-Produktion und das Wachstum von 

B. megaterium untersucht werden. In diesem Kapitel soll nun zunächst die Klonierung 

und Sequenzierung der Gene für die Enzyme zur Bildung des allgemeinen 

Tetrapyrrolvorläufers Uro`gen dargestellt werden. 

Die ersten Schritte der Tetrapyrrolbiosynthese bis zur Bildung von Uro`gen sind für alle 

Tetrapyrrole und damit auch für Vitamin B12 identisch. Zudem stellt die Bildung von 

ALA, des ersten gemeinsamen Vorläufermoleküls aller Tetrapyrrole und im Speziellen 

die Expression des daran beteiligten hemA-Gens, einen Hauptregulationspunkt der 

Tetrapyrrolbiosynthese dar (Schobert und Jahn, 2002). Will man also im Hinblick auf 



Ergebnisse und Diskussion                                                                                                 60

eine Steigerung der Vitamin B12-Produktion den Fluss der Metaboliten in Richtung 

Uro`gen und damit letztendlich auch in Richtung von Vitamin B12 steigern, ist es von 

größter Wichtigkeit, die Gene zu charakterisieren, deren Produkte die Bildung von 

Uro`gen katalysieren. Dabei ist es ebenso wichtig DNA-Sequenzelemente zu 

identifizieren, die einen regulierenden Einfluss auf Transkription und Translation der 

entsprechenden Gene ausüben, um die Möglichkeit einer späteren, gezielten 

Einflussnahme auf die Expression dieser Gene zu erhalten. Ein Schema der 

Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium unter Fokussierung auf die Bildung von 

Uro`gen und seine Bedeutung für die Häm- und Vitamin B12-Biosynthese ist in 

Abbildung 12 wiedergegeben.  
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Abb. 12: Übersicht über die Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium unter Fokussierung auf die 

Bildung von Uro`gen. Pfeile mit durchgezogener Linie symbolisieren einzelne 
Syntheseschritte, schraffierte Linien symbolisieren die Existenz mehrerer Syntheseschritte.  
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Aus B. subtilis und bis dato fünf anderen Gram-positiven Bakterien ist bekannt, dass 

alle Enzyme für die Uro`gen-Bildung in einem Operon zusammengefasst sind (von 

Wachenfeldt und Hederstedt, 2002). Außerdem war es mir in meiner Diplomarbeit 

gelungen, ca. 60 % des hemAXCDBL-Genclusters mittels funktioneller 

Komplementation hämauxotropher E. coli-Mutanten zu klonieren. Es zeigte sich bereits 

damals, dass die Anordnung und Anzahl der Gene identisch ist zu den bereits 

identifizierten Operons aus anderen Bacillen ( Martens, 1999). Auch das für diese 

Operonstruktur charakteristische hemX-Gen konnte lokalisert werden, welches für ein 

integrales Membranprotein codiert. Dieses Protein hat zwar keine direkte katalytische 

Funktion im Tetrapyrrolbiosyntheseweg, zeigt aber einen Einfluss auf die zelluläre 

Glutamyl-tRNA Reduktase (GluTR/HemA)-Menge (Schröder et al., 1994). 

Unter diesen Voraussetzungen wurden über die Methode des Chromosome Walking 

mittels uni-direktionaler PCR (Vektorette-PCR) die fehlenden flankierenden Stücke des 

hemAXCDBL-Operons, hemA und hemL, inkl. der ihnen angrenzenden intergenischen 

Regionen, kloniert.  

 

Identifizierung der geeigneten Restriktionsendonuklease für Chromosome Walking 

mittels Vektorette PCR durch Southern Blot Analyse 

In der DNA-Sequenz des bereits in meiner Diplomarbeit klonierten Teilstückes des 

hemAXCDBL-Operons wurde nach Erkennungssequenzen für 

Restriktionsendonukleasen gesucht, die nur sehr selten vorkamen und gleichzeitig 

möglichst nah an den Enden des bekannten DNA-Sequenzbereichs lokalisiert waren 

oder für die überhaupt keine Schnittstellen vorlagen. Bei der Wahl der 

Restriktionsenzyme spielten sowohl die Länge ihrer DNA-Erkennungssequenz als auch 

deren G+C-Gehalt eine Rolle, da B. megaterium einen sehr geringen G+C-Gehalt von 

ca. 39 % aufweist (Nakamura et al., 2000). Dies sollte garantieren, dass durch einen 

Restriktionsverdau chromosomaler B. megaterium DNA Fragmente erzeugt werden, die 

groß genug sein sollten, um den gesamten Rest der gesuchten DNA-Sequenz zu 

beinhalten. Außerdem mussten die ausgewählten Restriktionsendonukleasen nach 

einem Restriktionsverdau DNA-Enden generieren, die mit den Enden der Vektorette-

DNA-Stücke zu verbinden waren. Aufgrund dieser Vorauswahl wurden für einen 

Restriktionsverdau zur hemA-Klonierung die Restriktionsendonukleasen HindIII, ApoI, 

BstBI, ClaI und HpaII und zur hemL-Klonierung BclI, Hin1I, MunI und EcoRI 

ausgewählt. Jeweils ca. 100-150 µg chromosomaler B. megaterium DNA wurden 
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quantitativ geschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Southern Blot auf 

Nylonmembranen immobilisiert. Die Antigen-markierten DNA-Sonden wurden 

daraufhin mit den auf den Nylonmembranen immobilisierten DNA-Fragmenten 

chromosomaler B. megaterium DNA hybridisiert und über einen Chemolumineszenz-

gekoppelten ELISA detektiert. Abbildung 13 zeigt das Ergebnis einer Southern Blot 

Analyse am Beispiel des Southern Blots zur hemA Detektion. 

 

 

 

 
 
Abb. 13: Southern Blot Analyse zur Identifizierung der geeigneten Restriktionsendonuklease für eine 

hemA-Klonierung mittels Vektorette-PCR. 
 
 - Bahn 1: λ-Marker 
 - Bahn 2: Restriktionsverdau chromosomaler B. megaterium DNA mit HindIII 
 - Bahn 3: mit ApoI 
 - Bahn 4: mit BstBI 
 - Bahn 5: mit ClaI 
 - Bahn 6: mit HpaII 

 

 

Durch den Vergleich der erhaltenen DNA-Fragmentgröße mit der Länge der bereits 

bekannten DNA-Sequenzinformation bis zur Schnittstelle der jeweiligen 

Restriktionsendonuklease, konnte auf die Länge an unbekannter DNA-Sequenz 

zurückgeschlossen werden. Dabei erwies sich ein Restriktionsverdau der 

chromosomalen B. megaterium DNA mit ClaI für eine hemA-Klonierung als geeignet, 
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da ca. 3.9 kbp unbekannter DNA-Sequenz zu erwarten waren, die den gesamten Rest 

des hemA-Genes sowie die Promotorregion des hemAXCDBL-Operons enthalten sollten. 

Analog dazu wurde ein Southern Blot zur Identifizierung der geeignetesten 

Restriktionsendonuklease für eine hemL-Klonierung per Vektorette-PCR durchgeführt. 

Hier erwies sich ein Restriktionsverdau der chromosomalen B. megaterium DNA mit 

MunI am vorteilhaftesten, da eine maximale Länge unbekannter DNA-

Sequenzinformation von ca. 9 kbp. zu erwarten war. Diese Voraussage war allerdings 

nicht präzise, da MunI keinerlei Schnittstelle in der bereits bekannten DNA-Sequenz des 

hemAXCDBL-Operons aufwies und darum nicht vorausgesagt werden konnte wie lang 

das erwartete Vektorette-PCR-Amplifikat sein würde. Abb. 14 gibt einen schematischen 

Überblick über den zu Beginn der beschriebenen Untersuchungen bereits bekannten 

Teil des hemAXCDBL-Operons aus B. megaterium, die vermutete vollständige Struktur 

dieses Operons und die Lokalisation der ClaI- und MunI-Schnittstellen. 

 

 

P  hem A X C D B L

h em A h em X
8 3 4   b p

h em C
9 3 3   b p

h em D
7 7 4   b p

h em B
9 8 1   b p

h em Lo r f o r f

C la I C la Ica . 3 .9  k b p

M u n I M u n I

ca . 1 3  k b p
 
Abb. 14: Schematischer Überblick über bereits bekannte Teile des hemAXCDBL-Operons aus B. 

megaterium (durchgezogene Linien), seine vermutete vollständige Struktur (gestrichelte 
Linien) und die Lage der Restriktionsschnittstellen von ClaI und MunI. Die Klammer 
symbolisiert, dass die MunI-Restriktionsschnittstellen außerhalb der bekannten DNA-
Sequenzinformation lokalisiert waren und ihre Lagen daher nicht definiert werden konnten.  

 

 

Klonierung von Bacillus megaterium hemA und hemL mittels Vektorette-PCR 

Zur Klonierung von hemA wurde chromosomale B. megaterium DNA durch ClaI 

verdaut, mit ClaI Vektorette II der Firma Sigma-Genosys ligiert und per PCR unter 

Verwendung von PfuTurboTM DNA Polymerase amplifiziert. Abbildung 15 zeigt eine 

typische, optimierte PCR nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem gesuchten PCR-

Produkt bei einer Größe von ca. 3.8 kbp. 
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Abb. 15: Darstellung einer typischen präparativen Vektorette-PCR zur hemA-Klonierung nach Agarose-  
Gelelektrophorese. 

 
- Bahn 1: GeneRulerTM DNA Ladder Mix, die relevanten Fragmentgrößen sind in bp angegeben 
- Bahn 2-5: hemA Vektorette-PCR-Produkt, erhalten durch Kombination eines Vektorette- und  

eines hemA-spezifischen Primers. Mit „hemA“ ist das Produkt gekennzeichnet, welches das 
gewünschte hemA-Gen enthielt. Andere kürzere Produkte sind unspezifischer Natur. 

 

 

Da, wie aus Abbildung 15 ersichtlich ist, trotz vielfältiger Optimierungsversuche kein 

reines PCR-Produkt bei ca. 3.8 kbp zu erhalten war, wurden DNA-Fragmente richtiger 

Größe aus präparativen PCR-Ansätzen prinzipiell über Agarose-Gelelektrophorese 

gereinigt. Die DNA-Sequenz der gereinigten PCR-Amplifikate wurde abschließend von 

der Firma MWG-Biotech in „Publikationsqualität“ sequenziert und die erhaltene DNA-

Sequenz durch einen Vergleich der aus ihr abgeleiteten Aminosäuresequenz aller sechs 

Leseraster mit bekannten HemA-Sequenzen als gesuchtes B. megaterium hemA-Gen 

identifiziert. Dies geschah mit Hilfe des BLASTX-Programmes des National Center for 

Biotechnology Information, Bethesda, USA. 

Zur Klonierung von hemL wurde analog chromosomale B. megaterium DNA durch 

MunI verdaut, mit EcoRI Vektorette II der Firma Sigma-Genosys ligiert und per PCR 

unter Verwendung von PfuTurboTM DNA Polymerase amplifiziert. Abbildung 16 zeigt 

eine typische optimierte PCR nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem gesuchten PCR-

Produkt bei einer Größe von ca. 1.25 kbp. Um auch hier Probleme bei der äußerst 

störungsempfindlichen Sequenzierung der PCR-Produkte zu umgehen, wurden die 

Produkte der präparativen hemL PCR-Ansätze mittels Agarose-Gelelektrophorese 

getrennt und die gesuchten DNA-Fragmente aus dem Gel gereinigt. Die Sequenzierung 

in „Publikationsqualität“ durch die Firma MWG-Biotech und der Vergleich mit anderen  
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Abb. 16: Darstellung einer typischen quantitativen Vektorette-PCR zur hemL-Klonierung nach Agarose-  

Gelelektrophorese. 
 

- Bahn 1: GeneRulerTM DNA Ladder Mix, die relevanten Fragmentgrößen sind in bp angegeben 
- Bahn 2: hemL Vektorette-PCR-Produkt, erhalten durch Kombination eines Vektorette- und  

eines hemL-spezifischen Primers. Mit hemL ist das Produkt gekennzeichnet, welches den 
Großteil des gewünschten hemL-Gens enthielt. Andere kürzere Produkte sind unspezifischer 
Natur. 

 

 

HemL-Aminosäuresequenzen ergab, dass das hemL-Leseraster noch nicht vollständig 

auf dem PCR-Produkt enthalten war. Aus diesem Grund wurde über eine weitere 

Vektorette-PCR, unter Verwendung der bereits für die hemA-Klonierung hergestellten 

ClaI Vektorette II-Genbank als Templat, der fehlende Rest des hemL-Genes mittels 

PfuTurboTM DNA Polymerase amplifiziert. Abbildung 17 zeigt die optimierte PCR nach 

Agarose-Gelelektrophorese mit dem gesuchten PCR-Produkt bei einer Größe von ca. 

2.0 kbp. Das gesuchte PCR-Amplifikat wurde aus dem Gel gereinigt und der Rest des 

hemL-Leserasters von der Firma MWG-Biotech doppelsträngig sequenziert. 

Abbildung 18 zeigt das Schema des vollständigen hemAXCDBL-Operons aus B. 

megaterium inkl. der angrenzenden Strukturgene im Vergleich mit der Genanordnung in 

anderen Gram-positiven Organismen (aus von Wachenfeldt und Hederstedt, 2002).  
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Abb. 17: Darstellung einer quantitativen Vektorette-PCR zur abschließenden hemL-Klonierung nach 

Agarose-Gelelektrophorese. 
 

- Bahn 1: GeneRulerTM DNA Ladder Mix, die relevanten Fragmentgrößen sind in bp angegeben 
- Bahn 2: hemL Vektorette-PCR 2-Produkt, erhalten durch Kombination eines Vektorette- und  

eines hemL-spezifischen Primers. Mit „hemL“ ist das Produkt gekennzeichnet, welches den 
Rest des gewünschten hemL-Gens enthielt. Andere kürzere Produkte sind unspezifischer Natur. 
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Abb. 18: Schema des kompletten hemAXCDBL-Operons in B. megaterium inkl. der angrenzenden 

doppelsträngig sequenzierten DNA-Bereiche und Vergleich mit anderen Operons der Uro`gen- 
und Sirohämbiosynthese verwandter Gram-Positiver Bakterien (aus von Wachenfeldt und 
Hederstedt, 2002). Die Promotorregionen des hemAXCDBL-Operons in B. megaterium und der 
angrenzenden Strukturgene sind durch Pfeile symbolisiert. Nur die Gengrößen des 
hemAXCDBL-Operons in B. megaterium sind maßstabsgetreu wiedergegeben. 
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Die Größe und die identische Anordnung der Gene des hemAXCDBL-Operons spiegeln 

deutlich die nahe Verwandtschaft von B. megaterium zu anderen Vertretern der 

Bacillaceae wieder. Auch das charakteristische hemX-Gen, welches bisher nur in diesen 

Bakterien gefunden wurde, liegt an gleicher Position innerhalb des hemAXCDBL-

Operons in B. megaterium vor. Diese streng konservierte Anordnung der kodierenden 

Gene für die Uro`gen-Bildung aus Glutamyl-tRNA tritt bereits bei etwas weiter 

entfernten Vertretern der Gram-positiven Bakterien wie Paenibacillus macerans, 

Clostridium josui und Clostridium acetobutylicum nicht mehr auf. Interessanterweise ist 

in diesen Organismen das hemX-Gen nicht mehr vorhanden. Außerdem findet man nun 

die kodierende DNA-Sequenz einer homologen Domäne der Uro`gen-

Methyltransferase-Domäne CysGA aus E. coli, die zum hemD-Gen fusioniert ist. Eine 

Fusion zum hemA-Gen ist in C. josui auch für die kodierende DNA-Sequenz einer 

homologen Domäne zur CysGB-Domäne aus E. coli zu verzeichnen, welche die 

katalytische Funktion einer Precorrin-2 Dehydrogenase und Sirohydrochlorin 

Ferrochelatase aufweist. In P. macerans und C. acetobutylicum liegt das cysGB-

Homolog zwar als eigenes Gen vor, ist aber auch zwischen hemA und hemC lokalisiert. 

D. h. in diesen drei Organismen findet man, im Gegensatz zu den Bacillaceae, innerhalb 

des Operons zur Uro`gen-Bildung bereits sämtliche Strukturgene in gleicher Anordnung 

vor, die für eine weitere Umsetzung von Uro`gen zum Endprodukt Sirohäm benötigt 

werden. 

Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenz für HemA und HemL mit bekannten 

HemA- und HemL-Aminosäuresequenzen anderer Organismen ist im Anhang unter 5.2 

und 5.3 dargestellt. Dabei fällt auf, dass das B. megaterium HemA, ebenso wie das mit 

68 % Identität eng verwandte B. subtilis HemA, zwischen Aminosäure 67 und 77 einen 

sehr hohen Anteil aromatischer Aminosäuren von 50 % aufweist. Dies ist ein deutliches 

Zeichen für die enge Verwandtschaft von B. megaterium zu B. subtilis, da dieses 

Charakteristikum bereits bei den HemA-Aminosäuresequenzen Gram-negativer 

Bakterien wie E. coli und Pseudomonas aeruginosa nicht mehr auftritt. Ergänzend 

findet sich am C-Terminus ein Einschub von ca. 30 zusätzlichen Aminosäuren, der nur 

bei B. megaterium und B. subtilis zu finden ist. Mit einer Identität der B. megaterium 

HemL-Aminosäuresequenz von 84-50 %, im Vergleich zu den B. subtilis HemL- bis 

Methanococcus janaschii HemL-Aminosäuresequenzen, ist die Homologie zwischen 

Glutamat-1-semialdehyd-2,1-aminomutasen offensichtlich wesentlich stärker 

ausgeprägt als die HemA-Konservierung. 
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Da es gelungen war, auch den intergenischen Bereich zwischen dem B. megaterium 

hemAXCDBL-Operon und den angrenzenden Genen zu sequenzieren, konnten neben 

den jeweiligen Ribosomenbindesequenzen auch der Promotorbereich stromaufwärts von 

hemA und die Terminationssequenz der Transkription stromabwärts von hemL 

identifiziert werden. Innerhalb der mit 330 bp ausgeprägten intergenischen Region 

zwischen hemA und einem Homolog zum B. subtilis ysxD-Gen, wurde im 5`-Bereich 

der hemA-Promotorregion eine relativ hoch konservierte DNA-Sequenz identifiziert. 

Diese ist u. a. auch zweimal stromaufwärts des Promotorbereichs des hemAXCDBL-

Operons in B. subtilis gefunden worden. In B. subtilis stellt diese so genannte Per Box 

eine cis-aktive Regulatorsequenz dar, die für die Peroxydstressantwort des Bakteriums 

mitverantwortlich ist (Chen et al., 1995). Abbildung 19 zeigt einen Vergleich der 

Promotorregionen des hemAXCDBL-Operons aus B. subtilis und B. megaterium inkl. 

der identifizierten Per Box-Sequenzen.  

Man erkennt schnell, dass ein direktes Übertragen der Regulationsmechanismen von B. 

subtilis auf B. megaterium verfrüht ist, da die vermeintliche Per Box in B. megaterium 

zur postulierten Per Box nur 75 % Übereinstimmung aufweist und mit einem Abstand 

von über 100 bp zur -35-Region des Promotorbereiches etwas zu weit entfernt erscheint, 

um einen Einfluss auf die Transkription ausüben zu können. Hinzu kommt, dass in B. 

subtilis die Per Box zweimal zu finden ist und dabei vollkommen die -35 und -10 

Regionen des Promotors überlagert. Letztlich können aber nur experimentelle Ansätze 

eine eventuelle Peroxydstress-abhängige Regulation des hemAXCDBL-Operons in B. 

megaterium überprüfen. Ein Überblick über die mutmaßlichen regulatorischen 

Sequenzen des hemAXCDBL-Operons in B. megaterium findet sich zusammen mit 

seiner doppelsträngig sequenzierten DNA-Information inkl. doppelsträngig 

sequenzierter angrenzender Bereiche im Anhang unter 5.2. 

Mit der Klonierung und Sequenzierung des kompletten hemAXCDBL-Operons aus B. 

megaterium inkl. seiner cis-aktiven, regulatorischen DNA-Sequenzen stehen alle 

Möglichkeiten offen für ein gezieltes gentechnisches Eingreifen in die Genexpression, 

um den Fluss der Stoffwechselprodukte in Richtung Uro`gen signifikant zu erhöhen und 

damit letztendlich die Vitamin B12-Produktion zu steigern. Durch Integration eines sehr 

effektiven, induzierbaren Promotors (Pxyl) vor dem hemAXCDBL-Operon in das 

Chromosom von B. megaterium gelang es Heiko Barg in unserem Labor nach 

Abschluss der vorliegenden Arbeit, die Vitamin B12-Produktion um den Faktor 30 zu 

steigern. Dies bestätigt eindrucksvoll den hier gewählten Ansatz. 
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Abb. 19: Übersicht über die Promotorregionen des hemAXCDBL-Operons in B. subtilis (A) und B. 

megaterium (B). Die regulatorischen Gensequenzen stromaufwärts von hemA und die Lage der 
Strukturgene sind unterhalb der DNA-Sequenzen verdeutlicht. C) zeigt einen Vergleich der 
„Per Box“-DNA-Sequenz aus B. megaterium mit der postulierten Per Box-Konsensussequenz 
und den identifizierten Per Box-DNA-Sequenzen vor dem hemAXCDBL-Operon in B. 
megaterium (aus Chen et al., 1995). Nukleotide, die der Konsensussequenz entsprechen, sind 
schwarz unterlegt. 
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3.1.2 Klonierung und Sequenzierung von hemE aus Bacillus megaterium 

 

Nach der Bildung von Uro`gen, dem letzten gemeinsamen Vorläufermolekül aller 

Tetrapyrrole, trennt sich der Biosyntheseweg für Porphonoide (Vitamin B12, Sirohäm) 

von dem für Porphyrine. Eine Übersicht über den angesprochenen Teil der 

Tetrapyrrolbiosynthese unter Fokussierung auf die Hämbildung ist in Abbildung 20 

wiedergegeben.  
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Abb. 20: Übersicht über die Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium unter Fokussierung auf die 

Hämbiosynthese nach der Bildung von Uro`gen. Pfeile mit durchgezogener Linie 
symbolisieren einzelne Syntheseschritte, schraffierte Linien symbolisieren die Existenz 
mehrerer Syntheseschritte. Die Gensymbole geben zugehörige Gene an. Copro`gen: 
Coproporphyrinogen III, Proto`gen: Protoporphyrinogen IX 
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Die Vermutung liegt nahe, dass ein signifikanter Teil der Metaboliten in Form von 

Uro`gen hier in den Hämbiosyntheseweg eingeleitet und somit dem Vitamin B12-

Biosyntheseweg entzogen wird. Um diese Verluste an Vorläufermolekülen für die 

Vitamin B12-Biosynthese zu einem späteren Zeitpunkt eindämmen zu können, wurde 

versucht, die Gene aus B. megaterium zu charakterisieren, deren Produkte für die 

Umsetzung von Uro`gen zu Protohäm IX kodieren. Von besonderem Interesse war 

dabei das hemE-Gen, dessen Produkt, die Uro`gen-Decarboxylase, die Umsetzung von 

Uro`gen zu Coproporphyrinogen III (Copro`gen) katalysiert, dem ersten Tetrapyrrol, 

das nicht mehr für die Bildung von Vitamin B12 in B. megaterium zur Verfügung steht 

und damit der Vitamin B12-Biosynthese verloren geht. Die Klonierung und 

Sequenzierung der angesprochenen Gene geschah mit dem Ziel, bereits während dieses 

ersten HemE-katalysierten Schrittes den Fluss der Metaboliten in Richtung Häm durch 

gezielte, gentechnische Manipulation zu erniedrigen. Geschieht dies regulierbar nach 

Abschluss des zellulären Wachstums während der Phase der Vitamin B12-Produktion, 

sollte es die Menge an Vitamin B12 erhöhen, ohne dadurch B. megaterium vollkommen 

seiner essentiellen Häm-Cofaktoren zu berauben. 

Analog dem hemAXCDBL-Operon ist auch über die Gene hemE, hemY und hemH aus 

B. subtilis bekannt, dass sie innerhalb eines hemEHY-Operons organisiert sind (Hansson 

und Hederstedt, 1992), so dass auch für B. megaterium eine ähnliche Anordnung 

vermutet wurde. Dagegen liegt das für die Copro`gen-Oxidase kodierende hemZ-Gen in 

B. megaterium isoliert auf dem Chromosom vor und wurde bereits vollständig in 

unserem Labor kloniert und sequenziert (Barg, 2000). 

Da bekannt war, dass Uro`gen-Decarboxylasen über ein weites Spektrum verschiedener 

Organismen eine hohe Homologie ihrer Aminosäuresequenz aufweisen, wurde der 

Großteil des hemE-Gens über die Methode der heterologen PCR kloniert. Dazu wurden 

HemE-Aminosäuresequenzen aus insgesamt 10 verschiedenen Organismen miteinander 

verglichen, um innerhalb ihrer Aminosäuresequenzen Bereiche hoher Homologie zu 

identifizieren. Aus diesen hoch homologen Bereichen wurde von der 

Aminosäuresequenz auf die DNA-Sequenz zurückgeschlossen. Da der genetische Code 

degeneriert ist, musste zu diesem Zweck der Codon-Gebrauch von B. megaterium 

berücksichtigt werden (Nakamura et al., 2000), welcher Auskunft darüber gibt, mit 

welcher Wahrscheinlichkeit ein Basentriplett in einem kodierenden DNA-Bereich für 

eine bestimmte Aminosäure verwendet wird. Des weiteren waren die abgeleiteten 

Primer mindestens 18 bp lang und zu ihrem 3`-Ende hin wurde die DNA-Sequenz für 
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eine effiziente Hybridisierung und DNA Polymerase Initiation während der PCR immer 

weniger degeneriert ausgewählt. Das heißt, dass möglichst Aminosäuren gefunden 

werden mussten, die durch wenige Codons kodiert werden oder bei deren Codons nur 

die dritte Base des Tripletts degeneriert ist. Außerdem wurde der niedrige G+C-Gehalt 

der B. megaterium DNA von ca. 39 % berücksichtigt. Schließlich wurde der 

Aminosäure- und DNA-Sequenz von B. subtilis bei den durchgeführten Vergleichen 

eine höhere Gewichtung bei der Ableitung der heterologen Primer eingeräumt als 

entfernter verwandten Organismen. War trotz allem die Festlegung auf eine einzige 

Base bei zwei alternativ einbaubaren Nukleotiden nicht möglich, wurden beide 

Nukleotide im Verhältnis 50 : 50 eingebaut ohne dabei mehr als 128 verschiedene 

Variationen des Primers hervorzurufen.  

Die ausgewählten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech synthetisiert und in 

einer PCR unter Verwendung von Taq DNA Polymerase mit chromosomaler B. 

megaterium DNA als Templat eingesetzt. Aus der Aminosäuresequenz zwischen den 

Bindestellen der PCR Primer wurde auf die Länge des zu erwartenden PCR-Amplifikats 

zurückgeschlossen und durch Vergleich mit den erhaltenen DNA-Längen aus der 

Agarose-Gelelektrophorese die PCR-generierten hemE-Fragmente ermittelt. Einen 

Überblick über die Klonierung des hemE-enthaltenden DNA-Fragmentes aus B. 

megaterium gibt Abbildung 21. 

Das auf diese Weise erhaltene DNA-Fragment wurde aus dem Agarosegel gereinigt und 

in den Vektor pCR®2.1 ligiert. Das Insert wurde doppelsträngig durch die Firma BASF 

sequenziert. Die erhaltene DNA-Sequenz wurde durch einen Vergleich der aus ihr 

abgeleiteten Aminosäuresequenz aller sechs Leseraster mit bekannten HemE-Sequenzen 

als gesuchtes B. megaterium hemE-Gen identifiziert. Dies geschah mit Hilfe des 

BLASTX-Programmes des National Center for Biotechnology Information, Bethesda, 

USA.  

Mit den klonierten und sequenzierten ca. 70 % des B. megaterium hemE-Genes stehen 

nun alle Möglichkeiten offen, um mit Methoden des Chromosome Walking über 

Vektorette PCR, das gesamte Gen bzw. das gesamte vermutliche hemEHY-Operon aus 

B. megaterium zu klonieren. Gerade die Klonierung und Sequenzierung des für 

gentechnische Manipulationen wichtigen Promotorbereiches sollte kurzfristig möglich 

sein, da dieser in B. subtilis direkt stromaufwärts von hemE lokalisiert ist und das 

vorliegende hemE-Fragment aus B. megaterium höchstwahrscheinlich sehr nahe am  
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Abb. 21: Darstellung der Strategie zur Klonierung eines 732 bp langen hemE-Fragmentes aus B. 

megaterium mittels heterologer PCR. Aus Bereichen hoher Aminosäuresequenzidentität 
zwischen Uro`gen-Decarboxylasen (HemE) verschiedener Organismen wurden Primer für eine 
PCR abgeleitet. Das Ergebnis der PCR ist im unteren Teil der Abbildung dargestellt. Auf diese 
Weise wurde ein DNA-Fragment berechneter Größe (732 bp) gewonnen, das ca. 70 % des B. 
megaterium hemE-Gens enthält. 

 
 - Bahn1: GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder 
 - Bahn 2: 732 bp hemE-Fragment 

 

 

hemE 5`-Ende liegt. Ein Vergleich der abgeleiteten HemE-Aminosäuresequenz aus B. 

megaterium mit bekannten HemE-Aminosäuresequenzen ist im Anhang unter 5.4 

dargestellt und verdeutlicht die relativ hohe Homologie zwischen verschiedenen 

Uro`gen-Decarboxylase-Aminosäuresequenzen von auch weit entfernt verwandten 

Organismen. Dies zeigt die Identität der Aminosäuresequenz von über 83 % zwischen 

HemE aus B. megaterium und HemE aus B. subtilis bzw. von immer noch 35 % 

zwischen HemE aus B. megaterium und HemE aus dem Menschen. 

- - 230 aa - - 

HemE aus: 
 
B. subtilis 
E. coli 
M. leprae 
Synechococcus 
Synechocystis 
Fruchtfliege 
Gerste 
Maus 
Ratte 
Mensch 
 

                          Forward Primer 

C(A/T) GT(A/T) TGG T(A/T)T ATG (C/A)G(T/A) CAA GC 

       Reverse Primer 
 

CCA ATC (A/T)A(G/A) (A/T)CC (A/T)AC ATC 

PCR 

[bp] 
 
900 
800 
700 
600 

1   2 

hemE-Amplifikat 
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3.2 Wachstum von Bacillus megaterium WH320 in Vollmedium bei 

unterschiedlichen Sauerstoffpartialdrücken 

 

 

3.2.1 Wachstum von Bacillus megaterium WH320 unter aeroben Bedingungen 

 

Die Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium sollte durch rekombinante Expression 

von essentiellen Enzymen der Vitamin B12-Biosynthese erhöht werden. Deshalb wurde 

wie folgt beschrieben ein neuer B. megaterium Stamm charakterisiert, der speziell zur 

rekombinanten Proteinproduktion geeignet ist und der nachgewiesenermaßen mit den 

von uns eingesetzten Expressionsplasmiden kompatibel ist (Rygus und Hillen, 1991). 

Es handelt sich dabei um B. megaterium WH320, einen Abkömmling von B. 

megaterium DSM319. Beide Stämme sind im Gegensatz zu den Stämmen DSM32, 

DSM2894 und DSM509 nicht zur Sporulation fähig und weisen damit bereits einen 

wichtigen Vorteil für industrielle Produktionsprozesse auf. Abbildung 22 zeigt das 

Wachstum von B. megaterium WH320 in Vollmedium unter aeroben Bedingungen.  
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Abb. 22: Darstellung des Wachstumsverhaltens von B. megaterium WH320 in Vollmedium unter 

aeroben Bedingungen. Zu den angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die 
OD578 bestimmt. 
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Mit einer maximal erreichten OD578 von ca. 5 stellt B. megaterium WH320 im 

Vergleich zu DSM32, DSM2894 und DSM509 (Martens, 1999) den Stamm mit der 

niedrigsten erreichten Zelldichte dar. Im Gegensatz dazu ist die beobachtete initiale lag-

Phase (anfängliche Verzögerungsphase) von 3 h jedoch mit den lag-Phasen von B. 

megaterium DSM32 und DSM509 identisch, aber ca. 1 h kürzer als bei B. megaterium 

DSM2894. 

 

 

3.2.2 Wachstum von Bacillus megaterium WH320 unter anaeroben Bedingungen 

 

Im Rahmen meiner Diplomarbeit konnte ich zeigen, dass die B. megaterium Stämme 

DSM32, DSM2894 und DSM509 in der Lage sind, in Vollmedium unter anaeroben 

Bedingungen fermentativ zu wachsen (Martens, 1999), obwohl das Bakterium noch ca. 

10 Jahre vorher als strikt aerob klassifiziert wurde (Priest et al., 1988). Diese 

Fehleinschätzung teilt B. megaterium mit seinem nahen Verwandten, dem 

Modellorganismus der Gram-positiven Bakterien, B. subtilis. Dieses galt ebenfalls für 

lange Zeit als strikt aerob. Man weiß aber heutzutage, dass es ein ausgeprägtes 

anaerobes Leben aufweist (Nakano und Zuber, 2002). Um auch B. megaterium WH320 

auf Wachstum unter anaeroben Bedingungen zu überprüfen, wurde der Stamm unter 

Zugabe von NaNO3, NaNO2, Fumarat oder rein fermentativ anaerob inkubiert. NaNO3, 

NaNO2 und Fumarat fungierten dabei als mögliche alternative Endelektronenakzeptoren 

unter Sauerstoffabwesenheit. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 

23 dargestellt.  

Die Ergebnisse belegen eindeutig, dass auch B. megaterium WH320 zu anaerobem 

Wachstum in der Lage ist. Dabei spiegelt sich sein Wachstumsverhalten unter aeroben 

Bedingungen teilweise auch unter anaeroben Bedingungen wieder. B. megaterium 

WH320 zeigt unter rein fermentativen Bedingungen mit einer maximal erreichten OD578 

von ca. 0.35 die geringste Zelldichte im Vergleich zu B. megaterium DSM32, DSM509 

oder DSM2894 (Martens, 1999). Allen vier untersuchten B. megaterium Stämmen ist 

gemein, dass sie unter anaeroben Bedingungen in Vollmedium eine lange 

Wachstumsphase von ca. 24 h aufweisen und dass die Zugabe von Nitrit als alternativer 

Endelektronenakzeptor wachstumsinhibierend wirkt, während Zugabe von Nitrat keinen 

Einfluss auf das anaerobe Wachstum ausübt (Martens, 1999). Weder Nitrat noch Nitrit 

können somit von B. megaterium als alternativer Endelektronenakzeptor zur oxidativen  
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Abb. 23: Darstellung des Wachstumsverhaltens von B. megaterium WH320 in Vollmedium unter 

anaeroben Bedingungen. Das anaerobe Wachstum wurde unter Zugabe von NaNO3 
(dunkelblau), NaNO2 (rot), Fumarat (grün) sowie ohne Zusätze (hellblau) gemessen. Zu den 
angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 

 

 

Phosphorylierung verwendet werden. Nitrit zeigt sogar eine toxische Wirkung auf das 

Bakterienwachstum, die auch durch vielfältige andere Beispiele bekannt ist. Das 

interessanteste Ergebnis des in Abbildung 23 dargestellten Wachstumsverhaltens von B. 

megaterium WH320, ist allerdings die deutlich zu erkennende Stimulierung des 

anaeroben Wachstums in Vollmedium durch die Zugabe von Fumarat. Diese 

Beobachtung ist bisher einzigartig unter allen untersuchten B. megaterium Stämmen 

und unterstreicht die physiologischen Unterschiede zwischen B. megaterium WH320 

und B. megaterium DSM32, DSM509 bzw. DSM2894. Bei den Vitamin B12-

Produktionsstämmen DSM509 und DSM2894 zeigt Fumarat sogar eine leicht toxische 

Wirkung, die sich in einer ausgeprägten lag-Phase des Wachstums unter anaeroben 

Bedingungen widerspiegelt (Martens, 1999).  

Mit einer nahezu verdoppelten maximalen OD578 von 0.6, wird die stimulierende 

Wirkung von Fumarat auf das Wachstum von B. megaterium WH320 unter anaeroben 

Bedingungen in Vollmedium sehr deutlich. Der beobachtete Stimulationsgrad korreliert 

gut mit dem anderer anaerob lebender, Fumarat reduzierender Bakterien und legt die 

Vermutung nahe, dass B. megaterium WH320 als bisher einziger untersuchter B. 

megaterium Stamm in der Lage ist, Fumarat als alternativen Endelektronenakzeptor zur 

oxidativen Phosphorylierung zu verwerten. Da B. megaterium unter anaeroben 
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Bedingungen das meiste Vitamin B12 produziert (Martens, 1999), ist diese Beobachtung 

eines anaerob respiratorisch wachsenden Stammes von besonderer Bedeutung. 

 

 

 

 

3.3 Wachstum von Bacillus megaterium in Minimalmedium 

 

 

3.3.1 Definierung eines Minimalmediums und einer Kohlenstoffquelle für anaerobes 

Wachstum von Bacillus megaterium 

 

Obwohl B. megaterium lange Zeit als strikt aerobes Bakterium klassifiziert wurde, 

gelang es mir in meiner Diplomarbeit zu zeigen, dass B. megaterium durchaus zu 

anaerobem Wachstum in Vollmedium unter ausschließlich fermentativen Bedingungen 

fähig ist (Martens, 1999). Die Fähigkeit zu anaerobem Wachstum in Vollmedium 

konnte, wie unter 3.2 erwähnt, auch für einen weiteren B. megaterium Stamm gezeigt 

werden. Ergänzende Untersuchungen zur Vitamin B12-Produktion unter verschiedenen 

Sauerstoffpartialdrücken ergaben außerdem eine deutliche Induktion der Vitamin B12-

Synthese unter anaeroben Bedingungen (Martens, 1999). Um die Kosten einer 

industriellen Kultivierung so niedrig wie möglich zu halten und um die Möglichkeit zu 

haben, stimulierende Faktoren der Vitamin B12-Produktion unter definierten 

Bedingungen zu untersuchen, war es von großem Interesse ein Minimalmedium mit 

einer geeigneten Kohlenstoff- und Energiequelle zu finden, das ein anaerobes 

Wachstum von B. megaterium ermöglicht. Zu diesem Zweck wurden verschiedene B. 

megaterium Stämme in Mopso-Minimalmedium unter Verwendung von 22.2 mM 

Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle und in White-Minimalmedium anaerob 

inkubiert und ihr Wachstum untersucht. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 24 

wiedergegeben. 

Sowohl in Mopso-Minimalmedium als auch in White-Minimalmedium, sind alle 

untersuchten Stämme in der Lage anaerob unter Glucosefermentation zu wachsen. Das 

maximale Wachstum wird jedoch im Gegensatz zur anaeroben Inkubation in 

Vollmedium bei allen drei Stämmen erst nach 48 statt nach 24 h erreicht  
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Abb. 24: Anaerobes Wachstum von B. megaterium DSM509 in Mopso-Minimalmedium (blaue Rauten) 
und White Minimalmedium (blaue Quadrate), von B. megaterium DSM2894 in Mopso-
Minimalmedium (rote Rauten) und White-Minimalmedium (rote Quadrate), von B. 
megaterium WH320 in Mopso-Minimalmedium unter Zugabe von Fumarat (grüne, gefüllte 
Rauten, durchgezogene Linie) und ohne Zugabe von Fumarat (grüne, gefüllte Quadrate, 
durchgezogene Linie), sowie von B. megaterium WH320 in White-Minimalmedium unter 
Zugabe von Fumarat (grüne, leere Rauten, gestrichelte Linie) und ohne Zugabe von Fumarat 
(grüne, leere Quadrate, gestrichelte Linie). Mopso-Minimalmedium enthielt 22.2 mM Glucose. 
Zu den angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 

 

 

(Martens, 1999) und ist bei den Stämmen DSM509 und WH320 in Mopso-

Minimalmedium deutlich höher als in White-Minimalmedium. Am ausgeprägtesten ist 

dieser Effekt bei B. megaterium WH320, der unter Zugabe von Fumarat in Mopso-

Minimalmedium eine maximale OD578 von 0.80 erreicht, während er in White-

Minimalmedium unter gleichen Bedingungen nur eine maximale OD578 von 0.48 

erreicht. Es ist festzustellen, dass B. megaterium DSM509 mit einer maximal erreichten 

OD578 von über 1.0 in der Lage ist, in Mopso-Minimalmedium unter anaeroben 

Bedingungen gleiche Zelldichten wie in Vollmedium zu erreichen. B. megaterium 

WH320 übersteigt in Mopso-Minimalmedium mit einer OD578 von 0.80 sogar seine 

maximal erreichte Zelldichte unter gleichen Bedingungen in Vollmedium (siehe 3.2.2). 

Auch der wachstumsfördernde Effekt der Fumaratzugabe für B. megaterium WH320 ist 

in Mopso-Minimalmedium weitaus stärker ausgeprägt als in White-Minimalmedium.  

So lässt sich zusammenfassend feststellen, dass Mopso-Minimalmedium das deutlich 

effektivere Minimalmedium für B. megaterium in bezug auf eine hohe Zelldichte unter 

anaeroben Bedingungen ist. Damit konnte ein Minimalmedium gefunden werden, das, 
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unter definierten Bedingungen mit Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle und 

ohne die Anwesenheit von Hefe-Extrakt, ein mit Vollmedium vergleichbares Wachstum 

für die drei untersuchten B. megaterium Stämme unter anaeroben Bedingungen 

ermöglicht. 

 

 

3.3.2 Wachstum von Bacillus megaterium DSM32 in Minimalmedium 

 

B. megaterium DSM32, der Wildtyp- und Referenzstamm zu den beiden Vitamin B12-

Überproduktionsstämmen B. megaterium DSM509 und DSM2894 konnte nicht auf 

anaerobes Wachstum in Mopso- oder White-Minimalmedium untersucht werden, da 

bereits die Vorkulturen in den entsprechenden Minimalmedien nicht wuchsen. Zur 

näheren Untersuchung des Wachstums von B. megaterium DSM32 in Minimalmedium 

wurden Vorkulturen in Vollmedium über Nacht inkubiert, abzentrifugiert und in den 

entsprechenden Minimalmedien resuspendiert. Mit diesen Suspensionen wurde Mopso- 

Minimalmedium, das 22.2 mM Glucose enthielt und White-Minimalmedium angeimpft. 

Die Medien waren durch wachstumsstimulierende Zusätze angereichert und wurden 

aerob inkubiert. Bei diesen Zusätzen handelte es sich um Thiamin, Pyruvat und 

Casaminoacids; Substanzen, von denen allgemein bekannt ist, dass sie limitierende 

Faktoren für bakterielles Wachstum darstellen. So unterstützen Casaminoacids die 

Proteinbiosynthese durch Bereitstellung von Aminosäuren während Pyruvat die 

Energiegewinnung von Bakterien durch Bereitstellung des Glykolyseendprodukts 

positiv beeinflusst. Abbildung 25 zeigt die Untersuchungen zum aeroben Wachstum 

von B. megaterium DSM32 in den beschriebenen Minimalmedien. 

Wie aus Abbildung 25 deutlich zu ersehen, ist auch nach 30 h Inkubation unter aeroben 

Bedingungen kein signifikantes Wachstum von B .megaterium DSM32 in Mopso- oder 

White-Minimalmedium zu verzeichnen. Dieses Ergebnis konnte auch nicht verbessert 

werden durch Zugabe von allgemein wachstumsfördernden Stoffen wie Thiamin, 

Pyruvat oder Casaminoacids. Auch wenn für die Kombination von Mopso-

Minimalmedium mit 22.2 mM Glucose und Casaminoacids eine minimale Steigerung 

der optischen Dichte zu beobachten war, blieb das Wachstum jedoch so gering, dass auf 

eine weitere Optimierung des Minimalmediums für B. megaterium DSM32 verzichtet 

wurde.  
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Abb. 25: Aerobes Wachstum von B. megaterium DSM32 in Mopso-Minimalmedium ohne Zusätze 

(dunkelblaue Rauten), unter Zusatz von Thiamin (rote Rauten), unter Zusatz von Pyruvat 
(grüne Rauten) und unter Zusatz von Casaminoacids (hellblaue Rauten), sowie in White-
Minimalmedium ohne Zusätze (dunkelblaue Quadrate), unter Zusatz von Thiamin (rote 
Quadrate), unter Zusatz von Pyruvat (grüne Quadrate) und unter Zusatz von Casaminoacids 
(hellblaue Quadrate). Mopso-Minimalmedium enthielt 22.2 mM Glucose. Zu den angegeben 
Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 

 

 

Dieses Ergebnis verdeutlicht ein weiteres Mal die phänotypische Diversität 

verschiedener B. megaterium Stämme, die sich bereits in der unterschiedlichen 

Sporulationsfähigkeit und Verwertung von alternativen Endelektronenakzeptoren unter 

anaeroben Bedingungen manifestierte. 

 

 

3.3.3 HPLC-Analyse der Glucosefermentation von Bacillus megaterium DSM509 

 

Nachdem Glucose durch Wachstumsuntersuchungen in Minimalmedium als das 

fermentierbare Substrat für anaerobes Wachstum von B. megaterium identifiziert wurde, 

war es zu weiteren Charakterisierung des anaeroben Wachstums von B. megaterium 

nötig, die Endprodukte dieser Glucosefermentation zu analysieren. Dazu wurde B. 

megaterium DSM509 als Referenz ausgewählt, da er unter anaeroben Bedingungen die 

höchste Zelldichte erreicht und somit seine Fermentationsprodukte in Konzentrationen 

vorliegen sollten, die sie leicht der HPLC-Analyse zugänglich machen sollten.  

B. megaterium DSM509 wurde für 48 h bis zum Erreichen seiner maximalen Zelldichte 

anaerob in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium inkubiert, 
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abzentrifugiert und aus dem Überstand die Fermentationsprodukte per HPLC analysiert. 

Abbildung 26 zeigt das Ergebnis der HPLC-Analyse vor Beginn der Fermentation 

sowie nach Ende der Fermentation.  

 

 

                            
 
Abb. 26: A) zeigt die HPLC-Analyse von Mopso-Minimalmedium vor der Glucosefermentation durch 

B. megaterium DSM509, B) zeigt die HPLC-Analyse von Mopso-Minimalmedium nach der 
Glucosefermentation durch B. megaterium DSM509. t0 zeigt den Chromatographiestart an, rote 
Graphen geben den Brechungsindex an, blaue Graphen geben die A280 an. 

 

 

Durch Vergleich der Retentionszeit des neu gebildeten Stoffes mit der Retentionszeit 

identisch chromatographierter Standards (z.B. Lactat, Acetoin, Acetat) konnte der neue, 

durch Glucosefermentation von B. megaterium DSM509 gebildete Stoff, als Lactat 

identifiziert werden. B. megaterium DSM509 sowie aller Voraussicht nach auch B. 

megaterium DSM2894 regenerieren somit das in der Glykolyse gebildete NADH durch 

Reduktion von Pyruvat zu Lactat. Dieser Vorgang ist als sogenannte homolactische 

Fermentation bekannt. Es bleibt in näheren Untersuchungen zu überprüfen, ob B. 

megaterium auch weitere Fermentationswege aufweist, wie man sie z. B. in vielfältiger 

Weise in der gemischten Säure-Butandiolfermentation seines nahen Verwandten B. 

subtilis findet (Nakano und Zuber, 2002). 

 

 

 

 

t0 t0 

A) B) 

Lactat 
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3.4 Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium in Mopso-

Minimalmedium unter Verwendung von Glucose als Energie- und 

Kohlenstoffquelle 

 

 

3.4.1 Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium unter verschiedenen 

Sauerstoffpartialdrücken 

 

Mit der Definierung eines geeigneten Minimalmediums für aerobes und anaerobes 

Wachstum verschiedener phänotypisch sehr unterschiedlicher B. megaterium Stämme 

war es möglich, die Vitamin B12-Produktion des Bakteriums unter genau definierten 

Bedingungen zu untersuchen. Ergänzend zu den in meiner Diplomarbeit gemachten 

Experimenten zur Vitamin B12-Produktion in Vollmedium unter verschiedenen 

Sauerstoffpartialdrücken wurden die analogen Experimente in Mopso-Minimalmedium 

unter Verwendung von 22.2 mM Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle 

durchgeführt. Bei den untersuchten Stämmen handelte es sich um Bacillus megaterium 

DSM509, DSM2894 und WH320. Die aerob inkubierten Kulturen wurden während der 

exponentiellen Wachstumsphase, die anaerob inkubierten Kulturen am Ende ihrer 

exponentiellen Wachstumsphase geerntet und der zelluläre Vitamin B12-Gehalt 

bestimmt. Die Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen. 

Es zeigt sich, dass die beiden Vitamin B12-Überproduktionsstämme B. megaterium 

DSM509 und DSM2894 nur unter anaeroben Bedingungen signifikant mehr Vitamin 

B12 synthetisieren als B. megaterium WH320. Des weiteren untermauern die in 

Abbildung 27 gezeigten Ergebnisse eindeutig die bereits in Vollmedium gemachte 

Beobachtung, dass die Vitamin B12-Produktion unter anaeroben Bedingungen induziert 

ist (Martens, 1999). Während die Vitamin B12-Produktion in Vollmedium um maximal 

den Faktor 5 erhöht wird, ist die Erhöhung der Vitamin B12-Produktion in 

Minimalmedium für B. megaterium DSM509 und DSM2894 mit einem Faktor von 8-30 

wesentlich ausgeprägter, auch wenn die Gesamtkonzentration an Vitamin B12 unter 

anaeroben Bedingungen in Minimalmedium ohne Zusätze allgemein etwas geringer ist 

als in Vollmedium unter anaeroben Bedingungen ohne Zusätze (Martens, 1999).  

Die anaerobe Induktion der Vitamin B12-Produktion steht in guter Übereinstimmung mit 

Beobachtungen bei S. typhimurium, die einen direkten Zusammenhang zwischen 
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Abb. 27: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert unter aeroben Bedingungen 
(dunkelblau) und unter anaeroben Bedingungen (hellblau), von B. megaterium DSM2894 
inkubiert unter aeroben Bedingungen (dunkelrot) und unter anaeroben Bedingungen (hellrot), 
sowie von B. megaterium WH320 inkubiert unter aeroben Bedingungen (dunkelgrün) und 
unter anaeroben Bedingungen (hellgrün). 

 

 

erniedrigtem Redoxpotential aufgrund von Sauerstoffmangel und erhöhter Expression 

der cobI-Operons ergaben (Escalante-Semerana und Roth, 1987; Andersson und Roth, 

1989). Das redoxregulierte cobI-Operon, das einen Großteil des cob-Operons in S. 

typhimurium darstellt, liefert dabei 17 der 24 bekannten Enzyme, die für eine de novo 

Biosynthese von Vitamin B12 erforderlich sind und zeigt außerdem große Ähnlichkeit 

zu dem aus B .megaterium isolierten cobI-Operon (Raux et al., 1998a). Vermittelt wird 

die Redoxregulation des cobI-Operons in S. typhimurium durch das globale 

Zweikomponentenregulatorsystem ArcA/ArcB (Ailion et al., 1993).  

Da Bacillen kein ArcA/ArcB-Regulatorsystem besitzen, ist die Frage nach den 

Regulatoren, welche die Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium induzieren, von 

besonderem Interesse. Sicherlich würde die Kenntnis und das Funktionsverständnis der 

anaeroben Induktion der Vitamin B12-Produktion einen bedeutenden Beitrag zu ihrer 

gerichteten Steigerung leisten. 
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3.4.2 Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium unter Kobalt-Zugabe 

 

Ein Hauptmerkmal von Vitamin B12 stellt sein von einem Corrinring komplexiertes Co 

(III)-Zentralion dar. Da es sich bei Kobalt um ein Spurenelement handelt, das allgemein 

nur in geringen Konzentrationen vorliegt, war es naheliegend, eine Limitation der 

Vitamin B12-Biosynthese durch die Verfügbarkeit von Kobalt zu vermuten. Um den 

Einfluss einer erhöhten Konzentration dieses Spurenelementes auf die Vitamin B12-

Produktion zu untersuchen, wurden B. megaterium DSM509, DSM2894 und WH320 

aerob in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium mit verschieden 

CoCl2-Konzentrationen inkubiert. Die Zellen wurden in der exponentiellen 

Wachstumsphase geerntet und ihr zellulärer Vitamin B12-Gehalt bestimmt. Die in 

Abbildung 28 dargestellten Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen für alle 

untersuchten B. megaterium Stämme eine deutliche Stimulierung der Vitamin B12-

Biosynthese durch die Zugabe von Kobalt.  
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Abb. 28: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium unter aeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert 
ohne Zusätze (dunkelblau), unter Zusatz von 50 µM CoCl2 (mittelblau) und unter Zusatz von 
250 µM CoCl2 (hellblau), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert ohne Zusätze 
(dunkelrot), unter Zusatz von 50 µM CoCl2 (mittelrot) und unter Zusatz von 250 µM CoCl2 
(orange), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusätze (dunkelgrün), unter Zusatz 
von 50 µM CoCl2 (mittelgrün) und unter Zusatz von 200 µM CoCl2 (hellgrün).  
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Diese nimmt, unter Ausnahme von B. megaterium DSM2894, mit wachsender 

Kobaltionenkonzentration zu. Dies ist allerdings verbunden mit einem reduzierten 

Wachstum aufgrund der partiell toxischen Wirkung von Kobalt (Barg, 2000), die im 

Falle von B. megaterium WH320 so stark ausgeprägt war, dass dieser Stamm bei einer 

Konzentration von 250 µM CoCl2 kein Wachstum mehr aufwies. Darum war in diesem 

Fall die maximal zugesetzte CoCl2-Konzentration nur 200 µM im Gegensatz zu 250 µM 

bei B. megaterium DSM509 und DSM2894. Weiterhin fällt auf, dass beide Vitamin B12 

Überproduktionsstämme nun auch unter aeroben Bedingungen eine höhere 

Produktivität als B. megaterium WH320 aufweisen, die bei B. megaterium DSM509 mit 

knapp 2.4 µg· l-1· OD578
-1 am höchsten liegt. 

Die analogen Untersuchungen mit den selben drei B. megaterium Stämmen wurden zum 

Vergleich auch unter anaeroben Bedingungen unter Zugabe von jeweils 500 µM CoCl2 

durchgeführt. Die Analyse der zellulären Vitamin B12-Produktion am Ende der 

exponentiellen Wachstumsphase ist in Abbildung 29 wiedergegeben.  
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Abb. 29: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 
inkubiert ohne Zusätze (dunkelblau) und unter Zusatz von 500 µM CoCl2 (hellblau), sowie von 
B. megaterium DSM2894 inkubiert ohne Zusätze (dunkelrot) und unter Zusatz von 500 µM 
CoCl2 (hellrot), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusätze (dunkelgrün) und 
unter Zusatz von 500 µM CoCl2 (hellgrün). 

 

 

Auch hier ist bei allen drei untersuchten Stämmen eine eindeutige Stimulation der 

Vitamin B12-Produktion, durch die Zugabe von Kobalt zu verzeichnen. Diese 
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Stimulation ist bei den Vitamin B12-Überproduktionsstämmen DSM509 und DSM2894 

äußerst ausgeprägt und liegt mit 54 bzw. 20 µg· l-1· OD578
-1 deutlich über der erreichten 

Produktivität unter gleichen Bedingungen ohne Zusatz von Kobalt. Der 

Proteinproduktionsstamm B. megaterium WH320 zeigt sowohl ohne als auch mit 

Kobaltzugabe eine sehr geringe Vitamin B12-Produktion, so dass sich unter anaeroben 

Bedingungen quasi ein Abbild der Vitamin B12-Produktionsverhältnisse unter aeroben 

Bedingungen ergibt, dessen Unterschiede nur wesentlich deutlicher sichtbar sind.  

Bemerkenswert ist weiterhin die Beobachtung, dass die untersuchten B. megaterium 

Stämme unter anaeroben Bedingungen auch bei Zugabe von 500 µM CoCl2 noch 

wachsen, während diese Kobaltkonzentrationen für diese B. megaterium Stämme unter 

aeroben Bedingungen toxisch sind und ihr Wachstum komplett inhibieren. Dies ist 

vermutlich dadurch zu erklären, dass eine deutliche anaerobe Induktion der Vitamin 

B12-Biosynthese stattfindet, wodurch vermehrt Kobalt in den Corrinring des Vitamin 

B12-Moleküls eingebaut wird. Dies führt letztlich zu einer Reduzierung der freien 

Kobaltionenkonzentration und damit zu einer Detoxifizierung. 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass eine Kobaltzugabe bei unterschiedlichen 

Sauerstoffpartialdrücken in allen Fällen die Vitamin B12-Produktion von B. megaterium 

signifikant erhöht. Diese Erhöhung ist für die Produktionsstämme DSM509 und 

DSM2894 unter anaeroben Bedingungen äußerst ausgeprägt. Kobalt stellt also wie 

vermutet einen limitierenden Faktor der Vitamin B12-Produktion dar. Da die Stimulation 

der Vitamin B12-Produktion mit steigender Kobaltkonzentration generell zunimmt, sich 

aber parallel dazu das Wachstum verringert (Barg, 2000), ist jedoch ein genaues 

Einstellen der Kobaltkonzentration für eine optimale Vitamin B12-Ausbeute 

unerlässlich. 

 

 

3.4.3 Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium unter ALA-Zugabe 

 

Vitamin B12 ist ebenso wie Häm ein Tetrapyrrol. Damit sind die ersten 

Biosyntheseschritte bis zur Bildung von Uro`gen, wonach sich der Biosyntheseweg 

verzweigt, identisch. Der limitierende Schritt der allgemeinen Tetrapyrrolbiosynthese 

liegt beim Eingang zu diesem Biosyntheseweg bei der Bildung von ALA (Schobert und 

Jahn, 2002). So stimuliert externe Zugabe von ALA in vielen untersuchten Organismen 

die Biosynthese von Hämvorstufen deutlich. Aus diesem Wissen heraus wurde 
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überprüft, ob eine externe Zugabe von ALA, welches diesen ersten limitierenden Schritt 

aufhebt, nicht nur die Häm- sondern auch die Vitamin B12-Biosynthese erhöht. Dazu 

wurde der Vitamin B12-Gehalt von sowohl aerob als auch anaerob gewachsenen 

Kulturen der drei B. megaterium Stämme DSM509, DSM2894 und WH320 in 22.2 mM 

Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium analysiert. Dies geschah parallel ohne 

und mit Zugabe von ALA. Die zellulären Gehalte an Vitamin B12 wurden für aerobe 

Bedingungen während der exponentiellen Wachstumsphase und für anaerobe 

Bedingungen am Ende der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt. Die Ergebnisse 

dieser Untersuchungen sind in den Abbildungen 30 und 31 dargestellt. 

Bei allen drei untersuchten B. megaterium Stämmen, ist unter aeroben Bedingungen 

eine Stimulation der Vitamin B12-Biosynthese durch ALA-Zugabe zu verzeichnen. 

Diese Stimulation ist bei B. megaterium DSM509 signifikant, während sie bei B. 

megaterium DSM2894 und B. megaterium WH320 nur sehr schwach vorliegt. Das heißt 

auch in diesem Fall zeigt der Vitamin B12 Überproduktionsstamm DSM509 die höchste 

Produktivität, während der zweite Vitamin B12 Überproduktionsstamm B. megaterium 

DSM2894 einen gleich geringen Vitamin B12-Gehalt aufweist wie der 

Proteinproduktionsstamm B. megaterium WH320. Unter anaeroben Bedingungen kehrt 

sich der Einfluss von ALA auf die Vitamin B12-Produktion erstaunlicherweise in das 

Gegenteil um: bei allen drei untersuchten B. megaterium Stämmen kommt es zu einer 

signifikanten Reduktion der Vitamin B12-Produktion, die bei B. megaterium WH320 so 

stark ausgeprägt ist, dass fast wieder das Niveau der aeroben Vitamin B12-Produktion 

ohne Zusätze erreicht wird (siehe 3.4.1). 

Zur Erklärung dieser Beobachtungen sollte man davon ausgehen, dass ALA-Zugabe 

neben der Vitamin B12-Biosynthese vor allen Dingen die Hämbiosynthese unterstützt, 

da sicherlich ein Großteil der Metaboliten der Tetrapyrrolbiosynthese nach der Bildung 

von Uro`gen in diesen Stoffwechselweg einmündet. Da Häme unter aeroben 

Bedingungen stark genutzt werden, z. B. als prosthetische Gruppe von Cytochromen der 

Atmungskette, kommt es wahrscheinlich zu keiner feed back-Inhibierung der 

Tetrapyrrolbiosynthese unter diesen Bedingungen. So würde weiter unvermindert 

Uro`gen und damit auch als Nebenprodukt vermehrt Vitamin B12 gebildet werden. Dies 

spiegelt sich in der Stimulierung der Vitamin B12-Produktion unter aeroben 

Bedingungen durch Zugabe von ALA wieder.  
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Abb. 30: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium unter aeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert 
ohne Zusätze (dunkelblau) und unter Zusatz von ALA (hellblau), sowie von B. megaterium 
DSM2894 inkubiert ohne Zusätze (dunkelrot) und unter Zusatz von ALA (hellrot), sowie von 
B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusätze (dunkelgrün) und unter Zusatz von ALA 
(hellgrün). 
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Abb. 31: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 
inkubiert ohne Zusätze (dunkelblau) und unter Zusatz von ALA (hellblau), sowie von B. 
megaterium DSM2894 inkubiert ohne Zusätze (dunkelrot) und unter Zusatz von ALA (hellrot), 
sowie von B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusätze (dunkelgrün) und unter Zusatz von 
ALA (hellgrün). 
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Unter anaerob fermentativen Wachstumsbedingungen sind die Cytochrome der 

Atmungskette überflüssig und induzierte Hämbiosynthese durch ALA-Gabe könnte zu 

einer feed back-Inhibition der initialen Tetrapyrrolbiosynthese führen, so dass deshalb 

auch weniger Vitamin B12 produziert wird. Ein gezielter Häm-abhängiger 

proteolytischer Abbau des hemA-Genprodukts GluTR ist bereits für S. typhimurium 

beschrieben worden (Wang et al., 1999). Um dadurch den beobachteten Effekt einer 

stark erniedrigten Vitamin B12-Produktion zu erklären, müsste allerdings die extern 

zugegebene Menge an ALA nicht ausreichen, um den GluTR-Aktivitätsverlust aufgrund 

der Häm-abhängigen feed back Inhibition auszugleichen. Diese Hypothese wird durch 

die Beobachtung unterstützt, dass die Überexpression des gesamten hemAXCDBL-

Operons in B. megaterium unter aeroben Bedingungen zu einer 30fachen Steigerung der 

Vitamin B12-Produktion führt (neue nicht veröffentlichte Daten). Diese Stimulation der 

Vitamin B12-Produktion ist damit noch ca. fünfmal höher als bei reiner ALA-Gabe unter 

aeroben Bedingungen zum Kulturmedium von B. megaterium DSM509 und deutet 

darauf hin, dass das zugesetzte ALA nur unvollständig von B. megaterium 

aufgenommen wird. Eine andere Möglichkeit die gemachten Beobachtungen zu 

erklären, wäre ein hypothetischer Angriffspunkt einer Häm-abhängigen feed back 

Inhibition zwischen ALA- und Uro`gen-Bildung oder ein direkter Einfluss der 

Hämbiosynthese auf die Vitamin B12-Bildung. Dies ist aber beides bis dato nicht 

bekannt.  

 

 

3.4.4 Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium unter gleichzeitiger Kobalt- 

und ALA-Zugabe 

 

Kobalt wurde in vorhergehenden Untersuchungen (siehe 3.4.2) als limitierender Faktor 

der Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium identifiziert. Zugabe dieses 

limitierenden Faktors zum Wachstumsmedium erhöhte die Vitamin B12-Produktion von 

B. megaterium unter allen untersuchten Bedingungen. Da das Kobaltzentralion definitiv 

erst nach der Bildung von Uro`gen in den Tetrapyrrolring eingebaut wird, ist durch die 

Kobaltzugabe in das Wachstumsmedium ein limitierender Schritt der Vitamin B12-

Bildung aufgehoben, der relativ spät innerhalb des Vitamin B12-Biosyntheseweges liegt. 

Es wurde auch gezeigt, dass auch Biosyntheseschritte vor der Insertion des Kobalts in 

den Tetrapyrrolring, im Speziellen die Bildung von ALA, limitierend für die Vitamin 
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B12-Produktion sind. Diese Limitationen sollten nun durch kombinierte Kobalt- und 

ALA-Gabe umgangen werden.  

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurden B. megaterium DSM509, DSM2894 und 

WH320 in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium bei verschiedenen 

Sauerstoffpartialdrücken inkubiert. Dabei wurde den Medien parallel Kobalt oder 

Kobalt und ALA zugesetzt. Der zelluläre Vitamin B12-Gehalt wurde für die aeroben 

Kulturen während der exponentiellen Wachstumsphase, für die anaeroben Kulturen am 

Ende der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt. Die dazugehörigen Ergebnisse 

sind in den Abbildungen 32 und 33 dargestellt.  

Es wird deutlich, dass die erwartete signifikante Steigerung der aeroben Vitamin B12-

Produktion durch gleichzeitige Zugabe von Kobalt und ALA ausbleibt. Die Wirkung 

von additiver ALA-Gabe zu bereits 250 µM CoCl2 enthaltendem Medium, ist für die 

beiden Vitamin B12-Überproduktionsstämme B. megaterium DSM509 und DSM2894 

unter aeroben Bedingungen uneinheitlich und es lässt sich keine eindeutige Stimulation 

oder Inhibition der Vitamin B12-Biosynthese feststellen. Einzig für den 

Proteinproduktionsstamm B. megaterium WH320, ist eine leichte Stimulation der 

Vitamin B12-Produktion durch additive Gabe von ALA zu bereits 250 µM CoCl2 

enthaltendem Medium zu konstatieren. Diese ist allerdings gering, so dass die 

Hypothese eines einzigen weiteren limitierenden Vitamin B12-Biosyntheseschrittes vor 

der Kobaltchelatisierung, der durch Zugabe von ALA aufgehoben werden kann, nicht 

unterstützt wird. Es muss also noch mindestens ein weiterer limitierender, strikt 

regulierter Schritt, eventuell nach der Kobaltinsertion, existieren.  

Erwähnenswert ist auch die Beobachtung, dass B. megaterium WH320 aerob noch bei 

Kobaltkonzentrationen von 200 µM wächst. Gibt man aber zusätzlich ALA in das 

Medium, so wächst dieser Stamm nur noch bei maximal der halben 

Kobaltkonzentration. Dies steht im Widerspruch zu Beobachtungen, bei denen alleinige 

Kobaltzugabe das aerobe Wachstum von B. megaterium inhibiert, während eine 

zusätzliche ALA-Gabe den partiell toxischen Effekt von Kobalt wieder aufhebt (Barg, 

2000).  

Bei gleichzeitiger Zugabe von 500 µM CoCl2 und ALA unter anaeroben Bedingungen 

ergibt sich prinzipiell das gleiche Bild wie bei reiner Zugabe von ALA unter anaeroben 

Bedingungen, nur ist der Effekt der zusätzlichen ALA-Gabe auf die Vitamin B12-

Produktion jetzt geradezu dramatisch. Die deutliche Stimulierung der  
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Abb. 32: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium unter aeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert 
unter Zusatz von 50 µM CoCl2 (dunkelblau), unter Zusatz von 50 µM CoCl2 plus ALA 
(dunkelblau schraffiert), unter Zusatz von 250 µM CoCl2 (hellblau) und unter Zusatz von 250 
µM CoCl2 plus ALA (hellblau schraffiert), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert unter 
Zusatz von 50 µM CoCl2 (dunkelrot), unter Zusatz von 50 µM CoCl2 plus ALA (dunkelrot 
schraffiert), unter Zusatz von 250 µM CoCl2 (hellrot) und unter Zusatz von 250 µM CoCl2 plus 
ALA (hellrot schraffiert), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert unter Zusatz von 50 µM 
CoCl2 (dunkelgrün), unter Zusatz von 50 µM CoCl2 plus ALA (dunkelgrün schraffiert), unter 
Zusatz von 100 µM CoCl2 (hellgrün) und unter Zusatz von 100 µM CoCl2 plus ALA (hellgrün 
schraffiert). 
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Abb. 33: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 
inkubiert unter Zusatz von 500 µM CoCl2 (dunkelblau) und unter Zusatz von 500 µM CoCl2 
plus ALA (hellblau), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert unter Zusatz von 500 µM 
CoCl2 (dunkelrot) und unter Zusatz von 500 µM CoCl2 plus ALA (hellrot), sowie von B. 
megaterium WH320 inkubiert unter Zusatz von 500 µM CoCl2 (dunkelgrün) und unter Zusatz 
von 500 µM CoCl2 plus ALA (hellgrün). 
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Vitamin B12- Biosynthese von B. megaterium DSM509 und DSM2894 durch Zugabe 

von 500 µM CoCl2 unter anaeroben Bedingungen wird durch additive ALA-Gabe 

vollkommen ausgelöscht und es ergibt sich ein Vitamin B12-Gehalt wie unter anaeroben 

Bedingungen ohne Zusätze (siehe 3.4.1). Dieser drastische Effekt ist für B. megaterium 

WH320 nicht zu erkennen, da schon die Stimulation durch alleinige Kobaltzugabe 

äußerst gering ausfällt (siehe 3.4.2).  

Die vollkommene Aufhebung der Kobalt-abhängigen Stimulierung der anaeroben 

Vitamin B12-Produktion durch zusätzliche ALA-Gabe könnte abermals auf eine strikte, 

Häm-abhängige feed back-Inhibition unter anaeroben Bedingungen hindeuten oder 

wiederum eine ungerichtete Inhibition von Vitamin B12-Biosyntheseenzymen durch 

einen hohen zellulären Hämgehalt reflektieren. Dieses näher zu bestimmen, sollte 

Gegenstand zukünftiger Untersuchungen sein. 

 

 

 

 

3.5 Wachstum und Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium in Mopso-

Minimalmedium unter Verwendung alternativer Energie- und 

Kohlenstoffquellen 

 

 

3.5.1 Wachstum von Bacillus megaterium unter Verwendung von Glycerin, 1,2-

Propandiol oder 1,2-Ethandiol als Energie- und Kohlenstoffquelle 

 

Coenzym B12-abhängige Diol- und Glycerindehydratasen sind bereits seit langer Zeit in 

einer Vielzahl von Enterobacteriaceae beschrieben worden, Glycerindehydratase im 

Speziellen wurde auch in Lactobacillus sp. gefunden (Stroinsky und Schneider, 1987; 

Lawrence und Roth, 1995). Beide Enzyme katalysieren in einer analogen Reaktion die 

Wasserabspaltung aus einem 1,2-Diol unter Bildung des korrespondierenden Aldehyds 

und haben mit Glycerin, 1,2-Propandiol und 1,2-Ethandiol ein identisches 

Substratspektrum unter Bevorzugung von Glycerin als Substrat der Glycerindehydratase 

respektive 1,2-Propandiol als Substrat der Dioldehydratase. Weiterhin sind beide 

Enzyme in Enterobacteriaceae unmittelbar beteiligt und essentiell für die anaerobe 

Fermentation dieser kurzkettigen, mehrwertigen Alkohole. Für die Bildung von 
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Glycerindehydratase wurde sogar eine direkte Induktion durch Glycerin, 1,2-Propandiol 

und 1,2-Ethandiol nachgewiesen und anaerobes Wachstum von Klebsiella pneumoniae 

auf Glycerin- und 1,2-Propandiol-haltigem Medium stimulierte deutlich dessen Vitamin 

B12-Produktion (Toraya et al., 1979; Stroinsky und Schneider, 1987). Schließlich wird 

auch in S. typhimurium die Vitamin B12-Produktion durch 1,2-Propandiol induziert 

(Rondon und Escalante-Semerana, 1992). Aus dieser Vielzahl von Gründen lag es nahe, 

die Effekte der Verwendung dieser drei Polyole als Kohlenstoff- und Energiequelle auf 

die Vitamin B12-Produktion von B. megaterium zu untersuchen. 

Da die in der Literatur beschriebenen Induktionseffekte durch Glycerin, 1,2-Propandiol 

und 1,2-Ethandiol sich nur unter anaeroben Bedingungen zeigten, wurde zu Beginn das 

anaerobe Wachstum verschiedener B. megaterium Stämme in Mopso-Minimalmedium 

unter sukzessivem Ersatz von Glucose durch Glycerin als Energie- und 

Kohlenstoffquelle untersucht. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 34 

wiedergegeben.  
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Abb. 34: Anaerobes Wachstumsverhalten von in Mopso-Minimalmedium gewachsenem B. megaterium 

DSM509 inkubiert mit 22.2 mM Glucose (blaue Rauten), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 
mM Glycerin (blaue, durchsichtige Quadrate) und mit 274.5 mM Glycerin (blaue, 
durchsichtige Kreise, schraffierte Linien), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert mit 
22.2 mM Glucose (rote Rauten), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (rote, 
durchsichtige Quadrate) und mit 274.5 mM Glycerin (rote, durchsichtige Kreise, schraffierte 
Linien), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert mit 22.2 mM Glucose (grüne Rauten), mit 
11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (grüne, durchsichtige Quadrate) und mit 274.5 mM 
Glycerin (grüne, durchsichtige Kreise, schraffierte Linien). Zu den angegebenen Zeitpunkten 
wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 
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Alle drei untersuchten Stämme, B. megaterium DSM509, DSM2894 und WH320, 

erreichen bei reiner Glucosefermentation das Maximum ihres anaeroben Wachstums 

erst nach ca. 48 h, während dieses bei sukzessivem Ersatz von Glucose durch Glycerin 

bereits nach 24 h Inkubation geschieht. Dafür kann man bei gleichzeitiger Fermentation 

von Glucose und Glycerin, sowie bei alleiniger Glycerinfermentation, eine sehr lange 

stationäre Phase von ca. 24 h beobachten, so dass das Wachstumsmaximum auch nach 

48 h noch relativ konstant bleibt. Weiterhin ist für alle drei untersuchten B. megaterium 

Stämme die Beobachtung gemein, dass sukzessiver Ersatz von Glucose durch Glycerin 

das anaerobe Wachstum immer weiter reduziert. Dies erspricht den Erwartungen bei der 

Fermentation einer minderwertigen Energie- und Kohlenstoffquelle und könnte auch ein 

Grund für das schnellere Erreichen des Wachstumsmaximum sein, da dieses nun auch 

wesentlich niedriger ist. Insgesamt zeigt B. megaterium DSM509 unter allen drei 

getesteten Bedingungen wiederum das stärkste Wachstum, während B. megaterium 

DSM2894 bei reiner Glycerinfermentation sogar ein schwächeres Wachstum aufweist 

als B. megaterium WH320. 

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass alle drei B. megaterium Stämme auch 

anaerob unter alleiniger Fermentation von Glycerin wachsen können. Das sehr geringe 

Wachstum mit einer maximal erreichten OD578 von ca. 0.2-0.4 entspricht dabei 

durchaus den Erwartungen für eine anaerobes Leben auf der ineffizienten Energie- und 

Kohlenstoffquelle Glycerin.  

Das Wachstum von B. megaterium auf 1,2-Propandiol oder 1,2-Ethandiol wurde nicht 

näher untersucht, da Vorversuche zum Ergebnis hatten, dass B. megaterium unter 

alleiniger Verwertung von 1,2-Propandiol oder 1,2-Ethandiol als Energie- und 

Kohlenstoffquelle in Mopso-Minimalmedium weder aerob germinieren noch aerob 

wachsen kann. 

Diese Ergebnisse des anaeroben Wachstums auf Glycerin als einzige Energie- und 

Kohlenstoffquelle sind trotzdem ein erstes Indiz dafür, dass B. megaterium eine 

Glycerin- oder Dioldehydratase besitzen könnte. Da keine distinkte Entscheidung 

zwischen Glycerin- oder Dioldehydratase gemacht werden kann wird im Weiteren nur 

von einer Dehydratase gesprochen werden. 
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3.5.2 Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium unter Verwendung von 

Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle 

 

Ermutigt durch die unter 3.5.1 beschriebenen Ergebnisse, die darauf hindeuteten, dass 

B. megaterium unter anaeroben Bedingungen Glycerin mit Hilfe einer Coenzym B12-

abhängigen Dehydratase fermentieren könnte, wurden Untersuchungen der Vitamin 

B12-Produktion von B. megaterium in Mopso-Minimalmedium unter Glycerinzusatz 

durchgeführt. Dazu wurden B. megaterium DSM509, DSM2894 und WH320 unter 

anaeroben Bedingungen in Mopso-Minimalmedium inkubiert und Glucose sukzessive 

durch Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle ersetzt. Zum Vergleich wurden 

parallel dazu die analogen Experimente unter aeroben Bedingungen durchgeführt. Der 

zelluläre Vitamin B12-Gehalt der aerob inkubierten Kulturen wurde während der 

exponentiellen Wachstumsphase, der zelluläre Vitamin B12-Gehalt der anaerob 

inkubierten Kulturen am Ende der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt. Die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen geben die Abbildungen 35 und 36 wieder.  

Durch den vollkommenen Ersatz von Glucose durch Glycerin als Energie- und 

Kohlenstoffquelle in Mopso-Minimalmedium kommt es unter aeroben Bedingungen nur 

bei den Stämmen B. megaterium DSM2894 und WH320 zu einer geringen Steigerung 

der Vitamin B12-Produktion, während dieses Vorgehen bei B. megaterium DSM509 

eine drastische Reduktion des Vitamin B12-Gehaltes hervorruft. Weiterhin kann man bei 

allen drei untersuchten Stämmen feststellen, das auch der partielle Ersatz von Glucose 

durch Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle unter aeroben Bedingungen keine 

signifikante oder sogar eine negative Auswirkung auf die Vitamin B12-Produktion hat. 

Dieser Effekt ist abermals für B. megaterium DSM509 besonders ausgeprägt, so dass 

sein Vitamin B12-Gehalt in dem betrachteten Fall sogar deutlich unter dem Vitamin B12-

Gehalt von B. megaterium WH320 liegt.  

Unter anaeroben Bedingungen ist der Effekt einer reduzierten Vitamin B12-Produktion 

durch partiellen Ersatz von Glucose durch Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle 

bei beiden Vitamin B12-Überproduktionsstämmen zu beobachten, während B. 

megaterium WH320 eine leichte Steigerung des Vitamin B12- Gehaltes aufweist. 

Nichtsdestotrotz kann aber für alle drei untersuchten Stämme eine signifikante 

Steigerung der Vitamin B12-Produktion bei reiner anaerober Glycerinfermentation 

beobachtet werden, die im Fall von B. megaterium WH320 über dem Faktor 5 liegt.  
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Abb. 35: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von unter aeroben Bedingungen in Mopso-

Minimalmedium gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert mit 22.2 mM Glucose 
(dunkelblau), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (mittelblau) und mit 274.5 mM 
Glycerin (hellblau), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert mit 22.2 mM Glucose 
(dunkelrot), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (rot) und mit 274.5 mM Glycerin 
(orange), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert mit 22.2 mM Glucose (dunkelgrün), mit 
11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (mittelgrün) und mit 274.5 mM Glycerin 
(hellgrün).  
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Abb. 36: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von unter anaeroben Bedingungen in Mopso-

Minimalmedium gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert mit 22.2 mM Glucose 
(dunkelblau), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (mittelblau) und mit 274.5 mM 
Glycerin (hellblau), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert mit 22.2 mM Glucose 
(dunkelrot), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (rot) und mit 274.5 mM Glycerin 
(orange), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert mit 22.2 mM Glucose (dunkelgrün), mit 
11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (mittelgrün) und mit 274.5 mM Glycerin 
(hellgrün).  
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Dieses Ergebnis bestärkt die Vermutung, dass B. megaterium eine Coenzym B12-

abhängige Dehydratase besitzt, die bei der Fermentation von Glycerin unter anaeroben 

Bedingungen mitwirkt und deren Expression zusammen mit der Vitamin B12-

Biosynthese unter diesen Bedingungen induziert wird. Diese Glycerin-vermittelte 

Induktion scheint aber der Katabolitrepression zu unterliegen, da bei gleichzeitiger 

Anwesenheit von Glucose und Glycerin im Medium der Vitamin B12-Gehalt deutlich 

reduziert wird. Unter diesen Bedingungen liegt die Vitamin B12-Produktion bei den 

Vitamin B12-Produktionsstämmen B. megaterium DSM509 und DSM2894 sogar unter 

dem Niveau bei reiner Glucosefermentation. Dies könnte auf eine Reduktion der 

allgemeinen Vitamin B12-Biosynthese aufgrund einer durch die Präsenz von Glucose 

aktiven Katabolitrepression hinweisen.  

Unter dem Gesichtspunkt einer industriellen Vitamin B12-Produktion wird die 

Steigerung des Vitamin B12-Gehaltes durch anaerobe Fermentation von Glycerin aber 

erst interessant, wenn wesentlich höhere Zelldichten als die beobachteten erreicht 

würden. Darum wäre eine relativ hohe Zelldichte mit Glucose als Energie- und 

Kohlenstoffquelle unter gleichzeitiger Induktion der Vitamin B12-Produktion durch 

Anwesenheit von Glycerin im Medium wünschenswert. Im Zuge dieser Überlegungen 

war es daher nötig zu klären, ob die vermutete Glucose-abhängige Katabolitrepression 

umgangen werden kann. 

 

 

 

 

3.6 Wachstum und Vitamin B12-Produktion der Katabolitregulatorgen ccpA-

Mutante Bacillus megaterium WH419 

 

 

3.6.1 Aerobes Wachstum der Bacillus megaterium ccpA-Mutante WH419 in 

Vollmedium  

 

Die Untersuchungen zu Wachstum und Vitamin B12-Produktion von verschiedenen B. 

megaterium Stämmen bei anaerober Glycerinfermentation deuteten darauf hin, dass B. 

megaterium eine Coenzym B12-abhängige Glycerin- oder Diol-Dehydratase besitzt. 

Weiterhin ließen sie den Schluss zu, dass sowohl die Dehydrataseproduktion als auch 
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die Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium durch Wachstum auf Glycerin als 

einziger Energie- und Kohlenstoffquelle induziert wird, diese Induktion aber der 

Katabolitrepression durch Glucose unterworfen sein könnte (siehe 3.5). Dabei bedeutet 

Katabolitrepression die Repression von Genen, die für Enzyme des Katabolismus 

ineffizienter Energie- und Kohlenstoffquellen (z.B. Glycerin) kodieren, wenn 

gleichzeitig eine effizientere Energie- und Kohlenstoffquelle (z.B. Glucose) vorhanden 

ist.  

Der für E. coli beschriebene CAP/cAMP-Mechanismus der Katabolitrepression kann 

allerdings nicht auf Bacillus sp. übertragen werden, da in diesen Spezies cAMP nur 

unter Stressbedingungen wie z. B. Sauerstoffmangel detektiert wurde (Setlow, 1973) 

und da außerdem bis heute auch noch kein dem CAP homologes Protein aus Bacillus 

sp. isoliert werden konnte. Der regulatorische Effekt auf die Transkription kataboler 

Gene ist in Bacillus sp., im Gegensatz zu E. coli, auf eine gezielte Repression in 

Anwesenheit von Glucose oder anderen effizienten Energie- und Kohlenstoffquellen 

zurückzuführen. Eine der Hauptkomponenten stellt dabei das Kohlenstoff-

Katabolitrepression Kontrollprotein CcpA dar, das weite Verbreitung innerhalb der 

Gram-positiven Bakterien findet (Küster et al., 1996) und das durch direkte Bindung an 

eine Konsensussequenz innerhalb oder stromabwärts des Promotorbereichs kataboler 

Gene die Expression dieser Gene inhibiert (Hück et al., 1994).  

Bei B. megaterium WH419 handelt es sich um eine ccpA-Deletionsmutante, die uns 

freundlicherweise von Prof. Dr. W. Hillen (Universität Erlangen, Deutschland) zur 

Verfügung gestellt wurde. Zur ersten Charakterisierung dieser Mutante wurden 

Wachstumsuntersuchungen in Vollmedium unter aeroben Bedingungen durchgeführt, 

deren Ergebnisse Abbildung 37 zeigt. 

Es wird deutlich, dass B. megaterium WH419 bereits bei aerober Inkubation in 

Vollmedium mit einer maximal erreichten OD578 von knapp über 4 das schwächste 

Wachstum aller bisher untersuchten B. megaterium Stämme zeigt. Es liegt sogar noch 

ca. 1 OD578-Einheit unter der maximalen Zelldichte des ohnehin schwach wachsenden 

B. megaterium WH320 (Martens, 1999; diese Arbeit unter 3.2.1). Somit kann man 

bereits unter diesen Wachstumsbedingungen eine deutliche negative Auswirkung durch 

das Fehlen von CcpA registrieren. 

 



Ergebnisse und Diskussion                                                                                                 99

0

1

2

3

4

5

0 2 4 6 8 10

t/h

OD578

 
Abb. 37: Aerobes Wachstumsverhalten von B. megaterium WH419 in Vollmedium. Zu den 

angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 
 

 

 

3.6.2 Anaerobes Wachstum der Bacillus megaterium ccpA-Mutante WH419  

 

Alle untersuchten B. megaterium Stämme zeigten bisher ein deutliches anaerobes 

Wachstum, obwohl B. megaterium lange Zeit als ein strikt aerobes Bakterium 

klassifiziert wurde. Dabei war bereits festgestellt geworden, dass ein Großteil dieser 

Stämme (B. megaterium DSM32, DSM509 und DSM2894) ein anaerob fermentatives 

Leben ohne die Verwendung alternativer Endelektronenakzeptoren wie Nitrat, Nitrit 

oder Fumarat führt (Martens, 1999). Für einen vierten Stamm, B. megaterium WH320, 

konnte allerdings nachgewiesen werden, dass er Fumarat als Elektronenakzeptor für die 

oxidative Phosphorylierung unter anaeroben Bedingungen verwendet (siehe 3.2.2). Um 

diese Beobachtungen auch für B. megaterium WH419 zu überprüfen, wurde dieser 

Stamm unter anaeroben Bedingungen in Vollmedium ohne Zusätze, sowie parallel dazu 

unter Zusatz von NaNO3, NaNO2 und Fumarat inkubiert. Die in Abbildung 38 gezeigten 

Ergebnisse dieser Experimente belegen auch für B. megaterium WH419 eindeutig, dass 

er unter anaeroben Bedingungen leben kann. 

Auch hier ergibt sich durch eine Zugabe von Nitrat als alternativem 

Endelektronenakzeptor keine signifikante Auswirkung auf das anaerobe Wachstum, 
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Abb. 38: Wachstumsverhalten von B. megaterium WH419 in Vollmedium unter anaeroben 

Bedingungen. Das anaerobe Wachstum wurde unter Zugabe von NaNO3 (dunkelblau), NaNO2 
(rot), Fumarat (grün) sowie ohne Zusätze (hellblau) gemessen. Zu den angegeben Zeitpunkten 
wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 

 

 

während Nitrit wiederum wachstumshemmend wirkt. Das heißt auch B. megaterium 

WH419 kann, wie alle anderen bisher untersuchten B. megaterium Stämme, weder 

Nitrat noch Nitrit unter anaeroben Bedingungen zur oxidativen Phosphorylierung 

nutzen. Das sehr schwache, anaerob fermentative Wachstum von B. megaterium 

WH419 mit einer maximal erreichten OD578 von 0.24 kann interessanterweise aber 

durch Anwesenheit von Fumarat im Medium deutlich stimuliert werden. Diese 

Stimulation des anaeroben Wachstums durch Fumarat wurde bereits bei B. megaterium 

WH320 beobachtet und liegt mit einer knappen Verdopplung des anaeroben 

Wachstumsmaximums in der gleichen Größenordnung wie bei B. megaterium WH320 

und anderen Fumarat atmenden Bakterien. B. megaterium WH419 ist damit neben B. 

megaterium WH320 in der Lage Fumarat als alternativen Endelektronenakzeptor zur 

oxidativen Phosphorylierung unter Sauerstoffmangel zu nutzen. Trotz allem ist das 

Wachstum unter anaeroben Bedingungen aber selbst bei Anwesenheit von Fumarat im 

Medium mit einer maximalen OD578 von 0.34 äußerst gering.  

Die ccpA-Deletionsmutante B. megaterium WH419 wurde daraufhin auf anaerobes 

Wachstum in Mopso-Minimalmedium unter Fermentation verschiedener Energie- und 

Kohlenstoffquellen untersucht. Dazu wurden die Bakterien anaerob in Mopso-
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Minimalmedium inkubiert, das entweder Glucose, Glucose und Glycerin oder nur 

Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle enthielt und ihr Wachstum bestimmt. Die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 39 wiedergegeben. 
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Abb. 39: Anaerobes Wachstumsverhalten von B. megaterium WH419 in Mopso-Minimalmedium mit 

22.2 mM Glucose (blau), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (rot) und mit 274.5 
mM Glycerin (grün). Zu den angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 
bestimmt. 

 

 

Bei Inkubation von B. megaterium WH419 unter anaeroben Bedingungen in Mopso-

Minimalmedium fällt das Wachstum für jede der untersuchten Energie- und 

Kohlenstoffquellen äußerst gering aus. Selbst bei reiner anaerober Glucosefermentation, 

bei der für die B. megaterium Stämme DSM509, DSM2894 und WH320 ein gutes 

Wachstum beobachtet wurde, liegt das Wachstumsmaximum für B. megaterium WH419 

nur unterhalb einer OD578 von 0.2. Diese maximal erreichte Zelldichte bei anaerober 

Glucosefermentation in Mopso-Minimalmedium wird nur wenig durch partiellen Ersatz 

von Glucose durch Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle reduziert, während der 

totale Ersatz von Glucose durch Glycerin in keiner weiteren 

Wachstumsverschlechterung resultiert. Diese Beobachtung lässt sich dadurch erklären, 

dass erstens aufgrund der allgemeinen Verschlechterung der Energie- und 

Kohlenstoffquellensituation wegen des partiellen Glucoseersatzes durch Glycerin das 

Wachstum leicht sinkt. Da aber durch das Fehlen von CcpA B. megaterium WH419 die 
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energetisch ertragreiche Glucoseverwertung nicht vor der Verwertung des 

ertragsärmeren Glycerin favorisiert, ist das anaerobe Wachstum auf Glycerin plus 

Glucose entgegen der Erwartung nicht höher als auf Glycerin alleine.  

Die Hoffnung allerdings, mit B. megaterium WH419 einen Stamm in der Hand zu 

haben, der keine Katabolitrepression zeigt, aber trotzdem hohe, anaerobe 

Wachstumsraten unter Glucosefermentation aufweist, konnte somit nicht erfüllt werden. 

Das sehr schwache allgemeine Wachstum von B. megaterium WH419 spiegelt dabei 

sicherlich auch die Tatsache wieder, dass man mit der Deletion von CcpA ein zentrales 

Regulatorprotein des gesamten bakteriellen Katabolismus ausgeschaltet hat, was zu 

drastischen Folgen für den gesamten Stoffwechsel von B. megaterium führt. 

 

 

3.6.3 Anaerobe Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium WH419 unter 

Verwendung von Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle 

 

Die unter 3.6.2 gemachten Ergebnisse verdeutlichten, dass die Deletion des zentralen 

Katabolitregulators CcpA in B. megaterium WH419 zu einschneidenden Änderungen 

der Wachstumseffizienz, speziell unter anaeroben Bedingungen, führte. Trotz dieses 

äußerst schwachen anaeroben Wachstums wurde eine Analyse des zellulären Vitamin 

B12-Gehaltes in Mopso-Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen für B. 

megaterium WH419 durchgeführt. Dabei wurde die Vitamin B12-Produktion in 

Abhängigkeit von der zur Verfügung gestellten Energie- und Kohlenstoffquelle, 

Glucose und/oder Glycerin, am Ende der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt. 

Die Ergebnisse für den zellulären Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium WH419 unter 

den beschriebenen Bedingungen sind in Abbildung 40 dargestellt.  

Es ist klar zu erkennen, dass eine Steigerung der Vitamin B12-Produktion unter 

anaeroben Bedingungen auch für B. megaterium WH419 nur bei totalem Ersatz von 

Glucose durch Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle auftritt. Damit wird die 

Vermutung, dass die anaerobe Induktion der Vitamin B12-Produktion durch Glycerin 

einer CcpA-vermittelten Katabolitrepression unterliegt, nicht bestätigt. Denn auch die 

ccpA-Deletionsmutante B. megaterium WH419 zeigt eine Induktion der Vitamin B12-

Biosynthese unter anaeroben Bedingungen nicht, so lange noch Glucose im Medium 

vorhanden ist. Dies deutet entweder auf einen weiteren, CcpA-unabhängigen  
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Abb. 40: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von B. megaterium WH419 gewachsen unter 

anaeroben Bedingungen in Mopso-Minimalmedium und inkubiert mit 22.2 mM Glucose 
(blau), mit 11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (rot), sowie mit 274.5 mM Glycerin. 

 

 

Mechanismus der Katabolitrepression in B. megaterium hin (Dahl, 2002) oder es treten 

komplexe Sekundäreffekte bei gleichzeitiger Fermentation von Glucose und Glycerin 

auf, die auch die Vitamin B12-Produktion negativ beeinflussen. 

Zusammenfassend muss man feststellen, dass eine signifikante Induktion der Vitamin 

B12-Biosynthese von B. megaterium durch anaerobes Wachstum auf Glycerin als 

Energie- und Kohlenstoffquelle festzustellen ist. Diese wird jedoch durch ein stark 

reduziertes Wachstum relativiert. Auch ein hohes anaerobes Wachstum auf Glucose 

unter gleichzeitiger Induktion der Vitamin B12-Produktion durch Glycerin ist durch 

einfache Deletion von CcpA in B. megaterium nicht zu erzeugen, da das anaerobe 

Wachstum auf Glucose geringer wird als auf Glycerin und auch bei ccpA-Deletion in B. 

megaterium der negative Effekt von Glucose auf die Vitamin B12-Produktion nicht zu 

eliminieren ist. Dennoch wird es in der Zukunft von besonderem Interesse sein, die 

Auswirkungen anderer Energie- und Kohlenstoffquellen wie z. B. 1,2-Propandiol oder 

1,2-Ethandiol, sowie anderer Substrate Vitamin B12-abhängiger Enzyme in B. 

megaterium auf dessen Vitamin B12-Produktion zu untersuchen. Dies wird deutlich 

unterstrichen durch die Beobachtung, dass in S. typhimurium sowohl die Expression der 

1,2-Propandioldehydratase als auch die Vitamin B12-Biosynthese durch 1,2-Propandiol 

induziert wird (Escalante-Semerana, 1999). 

[Vitamin B12]
µg· l-1· OD578

-1
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3.7 Wachstum und Wachstumsphasen abhängige Vitamin B12-Produktion von 

Bacillus megaterium DSM509 bei unterschiedlichen 

Glucosekonzentrationen 

 

 

3.7.1 Wachstum von Bacillus megaterium DSM509 bei unterschiedlichen 

Glucosekonzentrationen 

 

Zur Etablierung eines industriell nutzbaren Vitamin B12-Produktionsstammes wurde B. 

megaterium DSM509 ausgewählt. Dieser Stamm erreichte unter allen Bedingungen die 

höchste Zelldichte und verband dies zudem auch in den meisten Fällen mit dem 

höchsten Vitamin B12-Gehalt. Außerdem war es zwischenzeitlich auch gelungen, die 

Transformation von Bacillus megaterium DSM509 mit den uns zur gentechnischen 

Manipulation zur Verfügung stehenden Plasmiden zu etablieren. Dies war die 

entscheidende Voraussetzung, um das Ziel eines gentechnisch optimierten Vitamin B12-

Produktionsstammes zu erreichen. Da bereits verschiedene Untersuchungen zu den 

Effekten der Energie- und Kohlenstoffquellenart auf die Vitamin B12-Produktion 

gemacht worden waren (siehe 3.5 und 3.6), war es nun von Interesse, auch den Einfluss 

der Energie- und Kohlenstoffquellenkonzentration auf die Vitamin B12-Produktion von 

B. megaterium zu überprüfen. Dabei zeigten die unter 3.5.2 dargestellten Ergebnisse für 

B. megaterium DSM509 unter aeroben Bedingungen in Mopso-Minimalmedium ohne 

Zusätze eine deutliche Reduzierung des zellulären Vitamin B12-Gehaltes bei Wechsel 

von Glucose zu Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle. Ergänzende 

Untersuchungen in unserem Labor bestätigten diese Beobachtung, zeigten aber auch, 

dass das aerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 in Mopso-Minimalmedium mit 

Glucose wesentlich geringer ausfällt als mit Glycerin als Energie- und 

Kohlenstoffquelle (Barg, 2000). Dies ist natürlich ein ungewollter Effekt, da er sich 

negativ auf den Gesamtertrag an Vitamin B12 pro Zellkulturvolumen auswirkt. Die 

Glycerinkonzentration bei den beschriebenen Experimenten war allerdings mit 217 mM 

nahezu zehnfach höher wie im Fall der Verwendung von Glucose als Energie- und 

Kohlenstoffquelle. Hier war die Glucosekonzentration standardmäßig nur 22.2 mM. 

Darum wurde das aerobe und das anaerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 

zum Vergleich in 111.0 mM Glucose-enthaltendem Mopso-Minimalmedium untersucht. 
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den Abbildungen 41 und 42 

wiedergegeben. 
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Abb. 41: Aerobes Wachstumsverhalten von B. megaterium DSM509 gewachsen in Mopso-

Minimalmedium und inkubiert mit 22.2 mM Glucose (schwarz) bzw. 111.0 mM Glucose (rot). 
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 
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Abb. 42: Anaerobes Wachstumsverhalten von B. megaterium DSM509 gewachsen in Mopso-

Minimalmedium und inkubiert mit 22.2 mM Glucose (schwarz) bzw. 111.0 mM Glucose (rot). 
Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 bestimmt. 
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Man erkennt, dass B. megaterium DSM509 bereits durch Erhöhung der 

Glucosekonzentration von 22.2 auf 111.0 mM mit einer maximal erreichten OD578 von 

fast 19 ein höheres, aerobes Wachstum in Mopso-Minimalmedium aufweist als mit ca. 

der doppelten Konzentration an Glycerin unter gleichen Bedingungen. Dort erreicht er 

nur eine maximale OD578 von 15 (Barg, 2000). Auch ist das Wachstum bei Verwendung 

von 111.0 mM Glucose gegenüber der Verwendung von 22.2 mM Glucose nun mehr als 

verdoppelt. Gegenüber der Verwendung von Glycerin als Kohlenstoff- und 

Energiequelle ist die lag-Phase bei Verwendung von 111.0 mM Glucose mit maximal 6 

h wesentlich geringer und das maximale Wachstum wird bereits nach 11 h statt nach 14 

h erreicht. Man muss also feststellen, dass unter aeroben Bedingungen Glucose wie 

erwartet für B. megaterium DSM509 eine wesentlich bessere Energie- und 

Kohlenstoffquelle als Glycerin darstellt. Ohne weitere Zusätze ist dies bereits mit einer 

deutlich höheren Vitamin B12-Produktion verbunden (siehe 3.5.2).  

Unter anaeroben Bedingungen ist das Wachstum von B. megaterium DSM509 bei 

Erhöhung der Glucosekonzentration auf 111.0 mM mit einer maximalen OD578 von 

knapp unter 0.6 interessanterweise aber deutlich geringer als bei einer 

Glucosekonzentration von nur 22.2 mM, bei welcher B. megaterium DSM509 noch eine 

maximale OD578 von über 1 aufweist. Auch wird die maximale Zelldichte bei 

Verwendung von 111.0 mM Glucose bereits nach ca. 30 h erreicht, während dies bei 

Verwendung von 22.2 mM Glucose unter den gleichen Bedingungen ca. 48 h 

beansprucht.  

Zusammenfassend muss man feststellen, dass eine erhöhte Glucosekonzentration sich 

positiv auf das Zellwachstum unter aeroben Bedingungen auswirkt und bereits bei 

wesentlich geringeren Glucosekonzentrationen eine höhere Zelldichte erreicht werden 

kann, als dies mit Glycerin der Fall ist. Dies spiegelt deutlich den Umstand wieder, dass 

Glucose eine wesentlich energiereichere Kohlenstoffquelle als Glycerin ist. Unter 

anaeroben Bedingungen kehrt sich dieser Effekt interessanterweise in das Gegenteil um 

und es wird bei geringeren Glucosekonzentrationen eine höhere Zelldichte erreicht, was 

darauf hindeuten könnte, dass bei einem höheren Glucoseangebot von Beginn an 

vermehrt Lactat oder auch toxische Nebenprodukte ausgeschieden werde, was sich 

negativ auf das anaerobe Gesamtwachstum auswirkt. Es bleibt darum in der Zukunft 

festzustellen, ob durch eine genaue pH-Wert-Regulierung oder auch das Abfangen 

toxischer Stoffwechselprodukte nicht doch eine Erhöhung des Zellwachstums für B. 
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megaterium unter anaeroben Bedingungen erreicht werden kann, wenn die 

Konzentration der Energie- und Kohlenstoffquelle erhöht wird.  

 

 

3.7.2 Wachstumsphasen abhängige aerobe Vitamin B12-Produktion von Bacillus 

megaterium DSM509 bei unterschiedlichen Glucosekonzentrationen 

 

Die unter 3.7.1 dargestellten Ergebnisse zeigten ein deutlich erhöhtes Wachstum bei 

Erhöhung der Glucosekonzentration und aerober Inkubation von B. megaterium 

DSM509. Darum stellte sich die ergänzende Frage, wie sich die 

Konzentrationserhöhung der Energie- und Kohlenstoffquelle auf die Höhe des 

zellulären Vitamin B12-Gehaltes von B. megaterium DSM509 auswirken würde. 

Weiterhin war beobachtet worden, dass die aerobe Vitamin B12-Produktion von B. 

megaterium DSM509 Schwankungen unterlag, genauer gesagt war der zelluläre 

Vitamin B12-Gehalt zu späteren Wachstumszeitpunkten unabhängig von der 

verwendeten Energie- und Kohlenstoffquelle höher. Die beobachtete Erhöhung 

korrelierte interessanterweise gerade mit dem Übergang des bakteriellen Wachstums 

von B. megaterium DSM509 von der exponentiellen in die stationäre Phase, so dass 

eine Stationärphaseninduktion der Vitamin B12-Biosynthese vermutet wurde (Barg, 

2000). Weitere Untersuchungen zeigten einen ausnahmslos positiven Einfluss von 

Kobaltzugabe auf die Vitamin B12-Produktion von B. megaterium, der durch additive 

ALA-Zugabe unter aeroben Bedingungen auch nicht verschlechtert wurde (siehe 3.4.2 

und 3.4.4). Dagegen hatte die additive Zugabe von ALA zu kobalthaltigem Mopso-

Minimalmedium den Effekt, dass die Reduktion des Wachstums von B. megaterium 

DSM509 bei alleiniger Kobaltzugabe wieder aufgehoben wurde. Dies resultierte in 

einer deutlichen Erhöhung der Vitamin B12-Ausbeute pro Zellkulturvolumen unter 

aeroben Bedingungen (Barg, 2000).  

Um den Einfluss der Energie- und Kohlenstoffquellenkonzentration auf die aerobe 

Vitamin B12-Produktion und die Schwankungen der aeroben Vitamin B12-Produktion 

von B. megaterium DSM509 zu überprüfen, wurde der zelluläre Vitamin B12-Gehalt des 

Bakteriums während des aeroben Wachstums auf 22.2 respektive 111.0 mM Glucose 

enthaltendem Mopso-Minimalmedium analysiert. Dabei wurde dem Medium zur 

Erhöhung der Vitamin B12-Ausbeute Kobalt und ALA zugesetzt. Die Ergebnisse dieser 

Untersuchungen sind in den Abbildung 43 und 44 wiedergegeben.  
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Abb. 43: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von B. megaterium DSM509 gewachsen unter 

aeroben Bedingungen in Mopso-Minimalmedium und inkubiert mit 22.2 mM Glucose, 250 µM 
CoCl2 und ALA. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 
(schwarze Rauten) sowie der zelluläre Vitamin B12-Gehalt bestimmt (rote Balken). 
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Abb. 44: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von B. megaterium DSM509 unter aeroben 

Bedingungen gewachsen in Mopso-Minimalmedium und inkubiert mit 111.0 mM Glucose, 250 
µM CoCl2 und ALA. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die 
OD578 (schwarze Rauten) sowie der zelluläre Vitamin B12-Gehalt bestimmt (rote Balken). 
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Das Wachstum von B. megaterium DSM509 ist auch bei Zugabe von 250 µM CoCl2 

und ALA mit einer maximalen OD578 von knapp unter 18 auf 111.0 mM Glucose 

enthaltendem Mopso-Minimalmedium wesentlich höher als auf 22.2 mM Glucose 

enthaltendem Mopso-Minimalmedium. Hier wird nur eine maximale OD578 von 7 

erreicht. Wenn man dies mit den maximalen Zelldichten unter gleichen Bedingungen 

ohne die Zugabe von 250 µM CoCl2 und ALA vergleicht, fällt auf, dass nahezu das 

gleiche Wachstumsmaximum erreicht wird. Auch unter Verwendung von 111.0 mM 

Glucose als Energie- und Kohlenstoffquelle wird der leicht toxische Effekt des Kobalts 

durch zusätzliche Gabe von ALA fast vollkommen aufgehoben. Dies steht in guter 

Übereinstimmung mit vorherigen Beobachtungen (Barg, 2000). Interessanterweise ist 

nun aber die lag-Phase mit 12 h für das aerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 

auf 111.0 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium leicht gegenüber der lag-

Phase von 8-9 h auf 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium 

verlängert. Dies wurde bei Wachstum auf reinem Mopso-Minimalmedium ohne Zusätze 

gegensätzlich beobachtet.  

Das wesentlich höhere aerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 auf 111.0 mM 

Glucose in Mopso-Minimalmedium wird dabei begleitet durch eine allgemein geringere 

Vitamin B12-Produktion. Diese ist mit maximal 4.3 µg· l-1· OD578
-1 nur ca. halb so groß 

wie unter Verwendung von nur 22.2 mM Glucose als Energie- und Kohlenstoffquelle. 

Aus diesem Grund wird der Effekt einer höheren Zelldichte durch einen geringeren, 

zellulären Vitamin B12-Gehalt wieder relativiert.  

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Vitamin B12-Produktion, fällt auf, dass unter 

beiden Glucosekonzentrationen der zelluläre Vitamin B12-Gehalt zuerst ansteigt bis er 

ein Maximum erreicht und dann wieder abfällt. Dabei korreliert das beobachtete 

Maximum der Vitamin B12-Produktion nur im Fall des aeroben Wachstums auf 111.0 

mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium mit der Übergangsphase von 

exponentiellem Wachstum zu Stationärphasenwachstum. Im Fall des aeroben 

Wachstums von B. megaterium DSM509 auf 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium wird die maximale Vitamin B12-Produktion aber erst am Ende der 

stationären Phase erreicht. Bei beiden Glucosekonzentrationen liegt dieses Maximum 

allerdings bei einem Zeitpunkt von 18 h nach der Inokulation, so dass es näher liegt, 

eine kontinuierliche Akkumulation des gebildeten Vitamin B12 über die 

Wachstumsphase hinweg bis zum Erreichen des maximalen Gehaltes an Vitamin B12 zu 

postulieren. Ist dieses Maximum erreicht, kommt es zu einem schnellen Abbau des 
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Vitamin B12-Gehaltes bis ein Grundniveau erreicht ist. Es ist sehr wahrscheinlich, dass 

dabei auch die feed back Repression der Vitamin B12-Biosynthese durch das 

Endprodukt Coenzym B12 ein wichtige Rolle spielt (Ravnum und Andersson, 2001).  

Eine Stationärphasen bedingte Induktion der Vitamin B12-Produktion kann durch die 

vorliegenden Daten nicht bestätigt werden. Aufgrund des relativ schnellen, aeroben 

Wachstums von B. megaterium DSM509 in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-

Minimalmedium konnte aber 33 h nach Inokulation der Kulturen noch einmal ein 

drastischer Anstieg des zellulären Vitamin B12-Gehaltes beobachtet werden, der das 18 

h nach Inokulation gemessene Maximum an zellulärem Vitamin B12 noch deutlich 

überschritt. Dies legt die Vermutung nahe, dass doch eine Wachstumsphasen abhängige 

Induktion der Vitamin B12-Produktion in B. megaterium DSM509 auftritt. Diese findet 

aber nicht zum Übergang in die stationäre Phase statt, sondern erst an deren Ende. Da 

das Wachstum von B. megaterium DSM509 in 111.0 mM Glucose enthaltendem 

Mopso-Minimalmedium noch nicht weit genug fortgeschritten war, was auch durch die 

noch hohe Zelldichte reflektiert wird, konnte dieser Effekt dort noch nicht beobachtet 

werden.  

Abschließend bleibt festzuhalten, dass für eine gute Ausbeute an Vitamin B12 bei 

aerober Inkubation unbedingt der genaue Zeitpunkt des maximalen, zellulären Vitamin 

B12-Gehaltes von B. megaterium zu definieren ist. 

 

 

3.7.3 Wachstumsphasen abhängige anaerobe Vitamin B12-Produktion von B. 

megaterium DSM509 

 

Da die unter 3.7.2 durchgeführten Experimente eine signifikante Wachstumsphasen 

Abhängigkeit der aeroben Vitamin B12-Produktion von B. megaterium DSM509 

zeigten, wurde auch für anaerobe Bedingungen die Wachstumsphasenabhängigkeit der 

Vitamin B12-Produktion untersucht. Dazu wurde B. megaterium DSM509 anaerob in 

22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium inkubiert und parallel das 

Wachstum und der zelluläre Vitamin B12-Gehalt bestimmt. Dem Medium wurde nur 

500 µM CoCl2 zugefügt, da dies gerade unter anaeroben Bedingungen eine sehr 

ausgeprägte Steigerung der Vitamin B12-Produktion gezeigt hatte (siehe 3.4.2). Auf eine 

Untersuchung in 111.0 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium wurde 

verzichtet, da vorherige Versuche ein wesentlich schlechteres anaerobes Wachstum von 
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B. megaterium DSM509 bei dieser Glucosekonzentration zeigten. Die Ergebnisse der 

beschriebenen Untersuchungen sind in Abbildung 45 dargestellt. 
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 Abb. 45: Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von B. megaterium DSM509 gewachsen unter 

anaeroben Bedingungen in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium und 
inkubiert unter Zusatz von 500 µM CoCl2. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben 
genommen und OD578 (schwarze Rauten) sowie der zelluläre Vitamin B12-Gehalt bestimmt 
(rote Balken). 

 

 

Das anaerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 in 22.2 mM Glucose 

enthaltendem Mopso-Minimalmedium unter Zusatz von 500 µM CoCl2 ähnelt stark 

dem reduzierten, anaeroben Wachstum von B. megaterium DSM509 auf 111.0 mM 

Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium. Auch hier ist die maximale Zelldichte 

mit einer OD578 von 0.6 gering und das Wachstumsmaximum wird bereits nach ca. 30 h 

erreicht. Man kann also durch Zugabe von Kobalt interessanterweise eine sehr ähnliche, 

anaerobe Wachstumsinhibition für B. megaterium DSM509 beobachten, wie bei einer 

Erhöhung der Glucosekonzentration. Während dieser wachstumsinhibierende Effekt bei 

erhöhter Glucosekonzentration höchstwahrscheinlich auf eine starke Senkung des pH-

Wertes durch vermehrte Lactatproduktion zurückzuführen ist, kann die 

Wachstumsinhibition durch die Zugabe von Kobalt der partiellen Toxizität dieses 

Schwermetalls zugeschrieben werden.  

[Vitamin B12]
µg· l-1· OD578

-1



Ergebnisse und Diskussion                                                                                                 112

Betrachtet man die Zeitabhängigkeit der anaeroben Vitamin B12-Produktion von B. 

megaterium DSM509 in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium wird 

deutlich, dass hier der zelluläre Vitamin B12-Gehalt mit der Inkubationsdauer stetig 

steigt. Die Höhe des Vitamin B12-Gehaltes mündet aber anders als bei aerober 

Inkubation von B. megaterium DSM509 in keinem Maximum und wird dann wieder 

reduziert, sondern steigt unabhängig von der Wachstumsphase stetig weiter.  

In Anbetracht einer möglichen, anaeroben Vitamin B12-Produktion durch B. megaterium 

könnte man die Zellen somit in der Nähe ihres Wachstumshöhepunktes in der 

stationären Phase ernten und würde dabei noch den Effekt eines maximalen, zellulären 

Vitamin B12-Gehaltes ausnützen. Für eine wirklich industriell interessante, anaerobe 

oder auch aerobe Fermentation muss aber sowohl die Zelldichte als auch der zelluläre 

Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium noch um Größenordnungen erhöht werden. Dies 

soll vor allen Dingen durch gerichtete gentechnische Veränderungen geschehen, die in 

den nächsten Kapiteln näher dargestellt werden. 

 

 

 

 

3.8 Rekombinante Produktion von Vitamin B12-Bindeproteinen in Bacillus 

megaterium 

 

 

3.8.1 Auswahl geeigneter Cobalamin-bindender Proteine für eine rekombinante 

Proteinproduktion in Bacillus megaterium 

 

Durch Untersuchungen zur Regulation der Vitamin B12-Biosynthese in S. typhimurium 

ist bereits seit Ende der siebziger Jahre bekannt, dass der Biosyntheseweg dieses 

Coenzyms einer feed back Inhibition durch sein Endprodukt Adenosylcobalamin 

unterworfen ist (Ailion und Roth, 1997). Dabei entsteht die Inhibition der Vitamin B12-

Biosynthese in S. typhimurium durch eine Wechselwirkung von Coenzym B12 mit der 

mRNA des cobI-Operons, wodurch sich eine Haarnadelstruktur im Bereich der 

Ribosomenbindestelle ausbildet. Diese verhindert die Translation der cobI-mRNA 

wodurch die gesamte Vitamin B12-Biosynthese reprimiert wird (Ravnum und 

Andersson, 2001). Die bis zum heutigen Tage identifizierten Vitamin B12-
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Biosynthesegene aus B. megaterium sind ebenfalls in einem großen Operon ähnlich 

dem cobI-Operon von S. typhimurium organisiert und 11 von 15 der sequenzierten B. 

megaterium cob-Gene zeigen eine hohe Ähnlichkeit zu Genen des S. typhimurium cobI-

Operons (Raux et al., 1998a), so dass auch für B. megaterium eine analoge Regulation 

durch das Endprodukt zu erwarten ist.  

Aus diesen Gründen war die Überlegung erwachsen, durch die Expression eines 

Vitamin B12-bindenden Proteins oder Proteinteiles, die vermutliche feed back 

Regulierung der Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium zu umgehen. Dabei sollten 

diese Proteine katalytisch inaktiv und möglichst klein sein, um negative Auswirkungen 

auf den Metabolismus und das Wachstum von B. megaterium durch eine 

Überproduktion dieser Proteine von vornherein zu verhindern. Aus diesem Grund 

wurden die zwei Vitamin B12-bindenden Proteine BtuF und MetH aus E. coli 

ausgewählt. 

Bei BtuF aus E. coli handelt es sich um ein erst kürzlich identifiziertes 

periplasmatisches Vitamin B12-Bindeprotein, das bei der Aufnahme von Vitamin B12 

aus dem Medium für E. coli eine wichtige Rolle spielt (Cadieux et al., 2002). Damit ist 

es neben dem homologen Protein aus S. typhimurium (van Bibber et al., 1999) das 

einzige bakterielle nicht membranständige oder membranassoziierte Protein, das nur die 

Bindung und den Transport von Vitamin B12 zur Aufgabe hat. Mit einer Mr von ca. 

30000 ist es relativ klein und sollte daher von B. megaterium in großen Mengen 

rekombinant produzierbar sein. Da bei der Klonierung des Expressionsplasmids zur 

rekombinanten Produktion von BtuF dessen komplette periplasmatische Signalsequenz 

deletiert wurde, wird im weiteren von BtuF* gesprochen werden. 

Bei MetH aus E. coli handelt es sich um die MeCbl-abhängige Methioninsynthase, 

deren homologes Protein auch im Menschen zu finden ist. Methioninsynthase 

katalysiert die Übertragung eines Methylrestes von N5-Methyl-Tetrahydrofolat auf 

Homocystein unter Bildung von Methionin und ist daher für die Proteinbiosynthese von 

großer Bedeutung. Die Röntgenstruktur der ca. 28 kDa großen Cobalamin-

Bindedomäne der Methioninsynthase aus E. coli war die erste Struktur eines Vitamin 

B12-abhängigen Proteins überhaupt (Drennan et al., 1994). Darum war es möglich, sich 

aus der ermittelten 3 D-Struktur dieser Cobalamin-bindenden Domäne die kleinste 

funktionelle Einheit herauszusuchen, um so ebenfalls unter Produktion eines kleinen, 

katalytisch inaktiven Proteinteiles, das Abfangen von gebildetem Vitamin B12 im 

Cytosol von B. megaterium zu erreichen. 
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Zur Klonierung der Cobalamin-Bindedomäne der Methioninsynthase MetH aus E. coli 

wurde aus der veröffentlichten Röntgenstrukturanalyse der kleinste, für eine Bindung 

von Cobalamin erforderliche Teil dieser Bindedomäne ausgewählt, der im weiteren 

MetH* genannt wird. In Abbildung 46 ist eine Darstellung dieser Subdomäne gezeigt. 

 

  

 
 
Abb. 46: Darstellung des Cobalamin-Bindedomänen-Fragmentes der Methioninsynthase (MetH) aus E. 

coli, das alle für eine Cobalaminbindung essentiellen Strukturelemente enthält (Ludwig und 
Evans, 1999). Aminosäuren sind in grauen bzw. weißen Bändern, MeCbl in schwarzen 
Punkten dargestellt.  

 

 

Die abgebildete Struktur besteht aus den Aminosäuren 746-873 der Cobalamin-

��������� ���-Domäne von MetH aus E. coli. Es ist sehr schön zu erkennen, dass 

sämtliche Kontakte zwischen diesem ���-Domänen-Teilstück und dem gebundenen 

MeCbl von der Unterseite des Coenzyms ausgehen. Dabei ist die Bindung des MeCbl 

�� ��� ���-Subdomäne über seinen Nukleotidarm am stärksten ausgeprägt, der in einer 

tiefen Tasche des Proteins verankert ist. Dazu kommt die interessante Beobachtung, 

dass das Kobaltzentralion des Corrinringes nun nicht mehr durch DBI sondern durch 

das Histidin 759 des Proteins koordiniert wird. Damit weist die dargestellte Struktur alle 
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für eine Cobalaminbindung essentiellen Merkmale auf, inkl. der sogenannten finger 

print Region (Drennan et al., 1994), einer Aminosäurekonsensussequenz innerhalb einer 

Untergruppe Cobalamin-bindender Proteine, die für die Bindung von Cobalamin 

essentiell ist (zusammengefasst in Ludwig und Evans, 1999).  

Das Expressionsplasmid der Wahl für B. megaterium wurde uns freundlicherweise von 

Prof. Dr. W. Hillen (Universität Erlangen, Deutschland) zur Verfügung gestellt und 

trägt den Namen pWH1520. Es handelt sich dabei um einen frei replizierbaren Shuttle-

Vector für E. coli und Bacillus sp.. Er wurde bereits mehrfach zur homo- und 

heterologen Proteinproduktion genutzt (Rygus und Hillen, 1991; Martens, 1999; Barg, 

2000).  

 

 

3.8.2 Definierung eines geeigneten Mediums zur rekombinanten Produktion der 

Vitamin B12-bindenden Proteine BtuF* und MetH* in Bacillus megaterium 

DSM509 

 

Nach der Konstruktion der beiden Expressionsplasmide pWH1520btuF* und 

pWH1520metH* (siehe 2.6.12 und 2.6.13) sollten die Bedingungen für eine effiziente 

rekombinante Proteinproduktion in B. megaterium DSM509 überprüft werden. B. 

megaterium DSM509 stellte aufgrund vorheriger Untersuchungen den B. megaterium 

Stamm der Wahl dar, da er hohe Zelldichten mit hohen zellulären Vitamin B12-Gehalten 

verband (siehe 3.3-3.5). Außerdem konnte B. megaterium DSM509 mit den uns zur 

Verfügung stehenden Plasmiden transformiert werden, so dass er ebenso wie z. B. B. 

megaterium WH320 für gerichtete gentechnische Optimierungen der Vitamin B12-

Produktion zur Verfügung stand. Da in vorherigen Untersuchungen eine rekombinante 

Proteinproduktion mit B. megaterium DSM509 jedoch nur in Vollmedium durchgeführt 

wurde (Barg, 2000; Malten, 2002), sollte dies ergänzend in Mopso-Minimalmedium 

untersucht werden. 

Des weiteren war es von großem Interesse zu überprüfen, ob ein Selektionsdruck durch 

Zugabe von Antibiotikum für die zelluläre Stabilität der konstruierten Plasmide in B. 

megaterium DSM509 nötig sein würde. Denn in B. megaterium transformierte Plasmide 

gelten als sehr stabil (Vary, 1994) und nähere Untersuchungen bestätigten, dass 

Plasmide in B. megaterium über eine Wachstumszeit von ca. 30 h auch ohne 

Antibiotikaselektion stabil sind (Grones und Turna, 1995). Eine rekombinante 
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Proteinproduktion in B. megaterium ohne den Zwang einer Antibiotikaselektion wäre 

auch von Vorteil für die industrielle Anwendung, da Antibiotika einen hohen 

Kostenfaktor bei der biotechnologischen Produktion darstellen.  

Aus diesem Grund wurde zur Definierung eines geeigneten Wachstumsmediums für die 

rekombinante Proteinproduktion in B. megaterium DSM509 die homologe Expression 

des cobA-Gens untersucht. Dessen hohe Expressionseffizienz wurde bereits mit Hilfe 

des Expressionsvektors pWH1520-cobA für Tetracyclin haltiges LB-Medium 

demonstriert (Barg, 2000). Als Negativkontrolle wurde B. megaterium DSM509 

transformiert mit dem Ausgangsvektor pWH1520 verwendet. B. megaterium DSM509 

Vorkulturen, die mit pWH1520-cobA und mit pWH1520 transformiert worden waren, 

wurden zur Selektion auf Plasmid haltige Kulturen mit 10.4 µM Tetracyclin versetzt. 

Aus ihnen wurden Hauptkulturen mit Mopso-Minimalmedium oder Vollmedium 

inokuliert, die entweder 10.4 µM Tetracyclin oder gar kein Antibiotika enthielten. Die 

Proteinproduktion wurde unter aeroben Bedingungen durch Zugabe von D-Xylose 

induziert. Es wurden direkt vor der Induktion, sowie 3 h nach der Induktion Proben 

genommen, die mittels Lysozymbehandlung aufgeschlossen wurden. Zur 

abschließenden Analyse des gesamten zellulären Proteingehalts wurde 1 OD578-

Äquivalent pro Bahn für eine SDS-PAGE auf ein 12.5%iges Polyacrylamidgel 

aufgetragen. 

Die in Abbildung 47 gezeigten Ergebnisse dieser Untersuchungen demonstrieren 

deutlich die CobA-Produktion durch ein Protein der Mr von ca. 30000 in B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA. Die Negativkontrollen von B. megaterium 

DSM509, der parallel dazu mit dem Ausgangsvektor pWH1520 transformiert worden 

war, zeigen diese Produktion nicht. Erstaunlicherweise ist die CobA-Bildung aber nur 

bei Wachstum in Vollmedium zu beobachten. In Mopso-Minimalmedium ist die CobA-

Proteinbande bei einer Mr von ca. 30000 nicht detektierbar. Dies lässt darauf schließen, 

dass B. megaterium DSM509 in Mopso-Minimalmedium mit 22.2 mM Glucose als 

Energie- und Kohlenstoffquelle nicht in der Lage ist, signifikante Mengen an CobA zu 

produzieren. Versuche zur rekombinanten Proteinproduktion durch B. megaterium 

DSM509 in Mopso-Minimalmedium sollten daher von einer gezielten Optimierung des 

Mediums begleitet werden. Dies bedeutet z. B. den Zusatz seltener Aminosäuren oder 

anderer Stoffe, die eine Limitation der Proteinbiosynthese aufheben könnten. 
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Abb. 47: SDS-PAGE-Analyse der zellulären Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520-cobA bzw. pWH1520 aerob inkubiert in Mopso-Minimalmedium oder Vollmedium 
unter Zusatz von 10.4 µM Tetracyclin oder ohne Zusätze. Die Induktion der Genexpression 
erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Das produzierte CobA 
ist durch rote Kästen gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-
Färbung sichtbar gemacht. 

 
- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 in Mopso-Minimalmedium unter Zusatz 

von 10.4 µM Tetracyclin vor Induktion (Bahn 1) und 3 h nach Induktion (Bahn 8) 
- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 in Vollmedium unter Zusatz von 10.4 µM 

Tetracyclin vor Induktion (Bahn 2) und 3 h nach Induktion (Bahn 9) 
- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA in Mopso-Minimalmedium ohne 

Zusätze vor Induktion (Bahn 3) und 3 h nach Induktion (Bahn 10) 
- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA in Vollmedium ohne Zusätze vor 

Induktion (Bahn 4) und 3 h nach Induktion (Bahn 11) 
- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA in Mopso-Minimalmedium unter 

Zusatz von 10.4 µM Tetracyclin vor Induktion (Bahn 6) und 3 h nach Induktion (Bahn 12) 
- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA in Vollmedium unter Zusatz von 

10.4 µM Tetracyclin vor Induktion (Bahn 7) und 3 h nach Induktion (Bahn 13) 
- Dalton Marker VII-L (Bahn 5), die Mr x 103 der benutzten Markerproteine sind am linken Rand 

des Gels angegeben. 
 

 

Weiterhin fällt auf, dass die Stärke der rekombinanten CobA-Produktion in B. 

megaterium DSM509 nicht durch Zusatz von Antibiotika zu erhöhen ist, da die CobA-

Proteinbande durch Zusatz von Tetracyclin nicht intensiver ausgeprägt erscheint. Damit 

werden die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen bestätigt, dass 

Expressionsplasmide in B. megaterium keiner Antibiotikaselektion bedürfen. Aus 

diesem Grund erweckt B. megaterium auch für rekombinante Proteinproduktionen mit 

frei replizierbaren Vektoren in industriellem Maßstab großes Interesse, da viele Kosten 

aufgrund des Zusatzes von Antibiotika gespart werden könnten. 
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3.8.3 Produktion des Vitamin B12-bindenden Proteins BtuF* aus Escherichia coli in 

Bacillus megaterium DSM509  

 

Zur gezielten Steigerung der Vitamin B12-Biosynthese sollten das periplasmatische 

Vitamin B12-Bindeprotein BtuF* aus E. coli in B. megaterium DSM509 produziert 

werden. Die Hoffnung dabei war, dass durch eine hohe Produktion von BtuF* 

gebildetes Vitamin B12 gebunden und dadurch eine feed back Inhibition der Vitamin 

B12-Biosynthese umgangen werden könnte. Dies sollte zu einer gesteigerten Vitamin 

B12-Produktion von B. megaterium DSM509 führen. Grundvoraussetzung dafür ist eine 

effiziente Proteinproduktion von BtuF* in B. megaterium. Aus diesem Grund wurden 

mit pWH1520btuF* transformierte B. megaterium DSM509 Kulturen auf ihre BtuF*-

Produktion neu untersucht.  

Da in Vorversuchen keine Produktion von BtuF* detektierbar war, wurde dem Medium 

zur Plasmidstabilisierung 10.4 µM Tetracyclin zugegeben, obwohl dies ursprünglich 

aufgrund zuvor beschriebener Beobachtungen nicht nötig erschien (siehe 3.8.2). 

Außerdem wurden nebeneinander drei verschiedene Klone von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520 btuF* untersucht. Die Produktionstests dieser Stämme 

wurden unter aeroben Bedingungen in Vollmedium durchgeführt und parallel mit dem 

zellulären Proteingehalt von B. megaterium DSM509, der als Negativkontrolle mit 

pWH1520 bzw. als Positivkontrolle mit pWH1520-cobA transformiert worden war, 

verglichen. Die Proteinproduktion wurde durch Zugabe von D-Xylose induziert und 

direkt vor Induktion sowie jede Stunde bis einschließlich 5 h nach Induktion Proben 

genommen, die durch Lysozymbehandlung aufgeschlossen wurden. Zur abschließenden 

Analyse des gesamten zellulären Proteingehalts wurde 1 OD578-Äquivalent pro Bahn für 

eine SDS-PAGE auf ein 12.5%iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Ergebnisse 

dieser Untersuchungen zeigt Abbildung 48.  

Auch hier ist die CobA-Bildung durch B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520-cobA deutlich durch ein Protein mit einer Mr von ca. 30000 zu erkennen. Das 

produzierte XylA-BtuF*-Fusionsprotein sollte eine Mr von ca. 27300 aufweisen und 

damit knapp unterhalb von CobA zu erkennen sein. Trotz der Expressionsanalyse von 

drei verschiedenen B. megaterium DSM509 Klonen, die mit pWH1520btuF* 

transformiert worden waren, in Vollmedium über eine Zeitspanne von 5 h und unter 

Zusatz von 1 mM PMSF zur Proteolyseinhibition, kann keine BtuF*-spezifische  
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Abb. 48: SDS-PAGE-Analyse der zellulären Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520btuF*, pWH1520 oder pWH1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter Zusatz 
von 10.4 µM Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 
mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-
Färbung sichtbar gemacht. 

 
- Bahn 1, 6, 10, 16, 21 und 25: Klon 1 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520btuF* 0-5 h nach Induktion 
- Bahn 2, 7, 11, 17, 22 und 26: Klon 2 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520btuF* 0-5 h nach Induktion 
- Bahn 3, 8, 12, 18, 23 und 27: Klon 3 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520btuF* 0-5 h nach Induktion 
- Bahn 4, 9, 13, 19, 24 und 28: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 0-5 h nach 

Induktion 
- Bahn 14 und 15: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA 3 h nach 

Induktion 
- Bahn 5 und 20: Dalton Marker VII-L, die Mr x 103 der benutzten Markerproteine sind 

zwischen den Gelen angegeben. 
 

 

Proteinbande nach Coomassie Brilliant Blue- Färbung identifiziert werden. Ergänzend 

hierzu wurde zu allen Zeitpunkten, zu denen auch die BtuF*-Produktion untersucht 

wurde, für alle drei mit pWH1520btuF* transformierten B. megaterium DSM509 Klone, 

der zelluläre Vitamin B12-Gehalt analysiert. Der Vergleich mit dem zellulären Vitamin 

B12-Gehalt von drei B. megaterium DSM509 Klonen, die mit pWH1520 transformiert 

worden waren, belegte eindeutig, dass auch kein Effekt auf die Vitamin B12-

Biosynthese durch diese niedrige nicht mittels SDS-PAGE nachweisbare rekombinante 

Produktion von BtuF* in B. megaterium DSM509 ausgeübt wird. 

Da die Klonierung von pWH1520btuF* durch DNA-Sequenzierungen verifiziert wurde, 

könnte das Fehlen einer BtuF*-Produktion damit zusammenhängen, dass die Produktion 

eines periplasmatischen Proteins aus einem Gram-negativen Bakterium im Cytosol 

eines Gram-positiven Bakteriums problematisch ist. So kann eine Proteasesensitivität 

des gebildeten BtuF* bewirken, dass das Protein durch B. megaterium DSM509 

produziert wird, aber so instabil ist, dass es weder sichtbar auf einer SDS-PAGE wird, 

noch die Vitamin B12-Biosynthese beeinflussen kann. Ebenso könnte auch die 

66 
45 
36 

CobA 
29 
24 

1  2    3  4   5  6   7   8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28Mr x 103 

 



Ergebnisse und Diskussion                                                                                                 120

Translation an sich aufgrund eines verschiedenen Codon-Gebrauchs von B. megaterium 

und E. coli gehemmt sein. Dies wird schon durch die verschiedenen G+C-Gehalte der 

beiden Spezies reflektiert, der für B. megaterium bei knapp unter 40 % liegt, während er 

bei E. coli mit über 50 % deutlich höher ist (Nakamura et al., 2000).  

Der sicherlich einfachste Weg um die genannten Probleme zu überwinden, sollte die 

Expression eines Cobalamin-bindenden Proteins aus einem Organismus sein, der nah 

mit B. megaterium verwandt ist.  

 

 

3.8.4 Produktion des Vitamin B12-bindenden Proteins MetH* aus Escherichia coli in 

Bacillus megaterium DSM509 

 

Das zweite Protein, das zur Steigerung der Vitamin B12-Produktion in B. megaterium 

DSM509 produziert wurde, war die unter 3.8.1 beschriebene, kleinste Cobalamin-

bindende Subdomäne der Methioninsynthase (MetH) aus E. coli. Der Expressionsvektor 

pWH1520metH* wurde, wie pWH1520btuF* auch, auf Produktion von MetH* durch B. 

megaterium DSM509 untersucht. Dabei ergab sich zum einen die Schwierigkeit, dass 

das synthetisierte XylA-MetH*-Fusionsprotein mit einer Mr von ca. 14200 zu klein für 

einen Nachweis mittels einer üblichen SDS-PAGE unter Verwendung des Lämmli 

Puffersystems ist. Dieses erreicht bei Proteinen mit einer Mr unterhalb von 20000-

15000 bereits die Grenzen seiner Auflösungsfähigkeit, das heißt Proteine unterhalb 

dieser Grenze werden nur noch sehr schlecht bzw. überhaupt nicht voneinander 

getrennt. Das Problem wurde gelöst durch die Anwendung der SDS-PAGE-Methode 

von Schägger und von Jagow, 1987, die eine Auftrennung von Proteinen mit einer Mr 

von 100000 bis hinab zu Polypeptiden mit einer Mr von 1000 ermöglicht. Dabei besteht 

der Hauptunterschied der SDS-PAGE-Methode von Schägger und von Jagow 

gegenüber der Standard SDS-PAGE-Methode von Lämmli darin, dass Tricin statt 

Glycin als Ladungsträger verwendet wird. Dies hat eine effiziente Separierung von 

Proteinen mit einer Mr kleiner als 20000 von der SDS-Lauffront zur Folge.  

Ein weiteres Problem ergab sich dadurch, dass das produzierte MetH* mit einer Mr von 

ca. 14200 die gleiche Größe wie das zum Zellaufschluss verwendete Lysozym aufweist. 

Ein Zellaufschluss von B. megaterium unter Verwendung von Lysozym haltigem 

Aufschlusspuffer würde somit die gesuchte MetH*-Proteinbande im Polyacrylamidgel 

durch eine große Lysozymbande vollkommen überdecken. Darum wurden für eine 
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Expressionsanalyse von MetH* in B. megaterium DSM509 die Zellen durch 

Ultraschallbehandlung lysiert, was für B. megaterium sehr zeitaufwendig und schwer 

reproduzierbar ist, da seine Zellwand sehr rigide ist. Aus diesem Grund ist auch das 

simple Kochen von ganzen Zellen zur Proteinanalytik mittels SDS-PAGE in B. 

megaterium, im Gegensatz zu z. B. E. coli, nicht anwendbar. 

Es wurden 3 Klone B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520metH* auf eine 

aerobe MetH*-Produktion in Vollmedium unter Zugabe von 10.4 µM Tetracyclin 

untersucht. Parallel dazu wurde der zelluläre Proteingehalt von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520 als Negativkontrolle und von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520-cobA als Positivkontrolle analysiert. Die Proteinproduktion 

wurde durch Zugabe von D-Xylose induziert und direkt vor Induktion, sowie jede 

Stunde bis 5 h nach Induktion Proben genommen, die durch Ultraschallbehandlung 

aufgeschlossen wurden. Zur abschließenden Analyse des gesamten zellulären 

Proteingehalts wurde 1 OD578-Äquivalent pro Bahn für eine SDS-PAGE nach Schägger 

und von Jagow auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Resultate dieser 

Expressionsanalysen mittels SDS-PAGE und anschließender Coomassie-Färbung zeigt 

die Abbildung 49.  

Es fällt auf, dass es durch den verwendeten Ultraschallaufschluss kaum möglich war auf 

jeder Bahn die äquivalente Menge an Zellextrakt aufzutragen. Dennoch ist auch hier die 

cobA-Expression von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA bei 

einer Mr von ca. 30000 zu erkennen. Das produzierte XylA-MetH*-Fusionsprotein 

sollte eine Mr von ca. 14200 aufweisen und damit genau innerhalb des Bereiches der 

höchsten Auflösung des verwendeten Polyacrylamidgeles liegen. Dies wird sehr 

deutlich an der großen Auftrennung der beiden Markerproteine mit einer Mr von 14440 

und 14200. Trotz der Proteinanalyse von drei verschiedenen B. megaterium DSM509 

Klonen transformiert mit pWH1520metH* in Vollmedium über eine Zeitspanne von 5 h 

und unter Zusatz von 1 mM PMSF zur Proteolyseinhibition, kann aber selbst in einem 

hochauflösenden SDS-PAGE-System nach Schägger und von Jagow, 1987 keine 

MetH*-Proteinbande identifiziert werden. Die präsentierte SDS-PAGE wurde allerdings 

nur mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt, so dass die Möglichkeit bestand, mit Hilfe 

einer wesentlich sensitiveren Silberfärbung doch die gesuchte MetH*-Proteinbande zu 

identifizieren. Die Ergebnisse der Silberfärbung für die bereits in Abbildung 49 

dargestellten SDS-PAGE-Analysen zeigt die Abbildung 50.  
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Abb. 49: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH*, pWH1520 oder pWH1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter 
Zusatz von 10.4 µM Tetracyclin. Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 
mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Das produzierte CobA ist durch einen weißen Kasten 
gekennzeichnet, die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-Färbung sichtbar 
gemacht. Die Mr der benutzten Markerproteine sind zwischen den Gelen angegeben. 

 
- Bahn 2, 6, 10, 15, 24 und 30: Klon 1 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion 
- Bahn 3, 7, 11, 17, 25 und 31: Klon 2 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion 
- Bahn 4, 8, 12, 19, 26 und 33: Klon 3 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion 
- Bahn 5, 9, 13, 20, 29 und 34: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 0-5 h nach 

Induktion 
- Bahn 16, 22 und 28: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA 3 h nach 

Induktion 
- Bahn 18, 23 und 27: Dalton Marker VII-L  
- Bahn 1, 14, 21 und 32: Molecular Weight Marker for Peptides 

 

 

Es wird dabei deutlich, dass die durchgeführte Silberfärbung wesentlich sensitiver ist. 

Es können jetzt eine Vielzahl von Proteinbanden gerade im niedermolekularen Bereich 

der getrennten Proteinfraktionen erkannt werden, die durch Färbung mit Coomassie  
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Abb. 50: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH*, pWH1520 oder pWH1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter 
Zusatz von 10.4 µM Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 
33.0 mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Das produzierte CobA ist durch einen schwarzen 
Kasten gekennzeichnet, die Proteine wurden durch Silberfärbung sichtbar gemacht. Die Mr der 
benutzten Markerproteine sind zwischen den Gelen angegeben. 

 
- Bahn 2, 6, 10, 15, 24 und 30: Klon 1 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion. 
- Bahn 3, 7, 11, 17, 25 und 31: Klon 2 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion. 
- Bahn 4, 8, 12, 19, 26 und 33: Klon 3 von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion. 
- Bahn 5, 9, 13, 20, 29 und 34: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 0-5 h nach 

Induktion. 
- Bahn 16, 22 und 28: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA 3 h nach 

Induktion. 
- Bahn 18, 23 und 27: Dalton Marker VII-L  
- Bahn 1, 14, 21 und 32: Molecular Weight Marker for Peptides 

 

 

Brilliant Blue nicht detektierbar waren. Trotzdem ist bei keinem der drei mit 

pWH1520metH* transformierten B. megaterium DSM509 Klone eine Proteinbande bei 

Mr 
 
 

36000 
29000 

 
24000 
20000 
16950 

 
14440 
14200 

Mr 
 
 

36000 
29000 

 
24000 
20000 
16950 

 
14440 
14200 

   1       2     3      4      5      6     7      8      9 10     11   12   13    14     15   16    17    18  

19     20     21     22      23    24      25    26 27     28     29    30    31     32     33     34



Ergebnisse und Diskussion                                                                                                 124

14200 zu entdecken, die in dieser Intensität nicht auch bei der Negativkontrolle durch B. 

megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 auftritt.  

Unter der Voraussetzung, dass sich MetH* durch Silberfärbung detektieren lässt und die 

MetH*-Proteinbande nicht von einer anderen Proteinbande überlagert wird, muss man 

schließen, dass keine nachweisbare Produktion von MetH* auftritt. Ergänzend hierzu 

wurde zu allen Zeitpunkten, zu denen auch die MetH*-Bildung untersucht wurde, für 

alle drei mit pWH1520metH* transformierten B. megaterium DSM509 Klone, der 

zelluläre Vitamin B12-Gehalt analysiert. Der Vergleich mit dem zellulären Vitamin B12-

Gehalt von drei B. megaterium DSM509 Klonen, die mit pWH1520 transformiert 

worden waren, belegte eindeutig, dass auch kein Effekt auf die Vitamin B12-

Biosynthese durch diese nicht nachweisbare rekombinante Produktion von MetH* in B. 

megaterium DSM509 zu verzeichnen ist. Dies bestätigt, dass kein MetH* durch B. 

megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520metH* gebildet wird. 

Da die Struktur des konstruierten Expressionsplasmids pWH1520metH* durch DNA-

Sequenzierungen verifiziert wurde, sollte der Grund für das Fehlen von MetH* im 

Cytosol von B. megaterium DSM509 nicht auf Ebene der Transkription zu finden sein. 

Es ist eher wahrscheinlich, dass das gebildete MetH* aus E. coli in B. megaterium sehr 

instabil ist und entweder hydrolisiert oder proteolytisch abgebaut wird. Grund zu dieser 

Annahme besteht, weil MetH aus E. coli ein Multidomänenenzym ist, dass durch 

partiellen tryptischen Verdau in seine einzelnen Domänen aufgeteilt werden kann. So 

liefert der tryptische Verdau von MetH nach Lysin 642 und Arginin 896 die Cobalamin-

Bindedomäne, die schließlich auch zur Lösung der 3-dimensionalen Röntgenstruktur 

verwendet wurde (Ludwig und Evans, 1999). Das partielle MetH (Aminosäurerest 746-

874), das durch B. megaterium DSM509 produziert werden sollte, stellt aber nur einen 

Teil dieser offensichtlich sehr stabilen Cobalamin-Bindedomäne dar. Darum ist es 

möglich, dass dieser MetH-Teil (MetH*) sehr instabil und proteolytischem Verdau oder 

Hydrolyse in B. megaterium DSM509 ausgesetzt ist. Um diese Probleme zu umgehen, 

sollte in weiteren Versuchen die gesamte, sehr stabile Cobalamin-Bindedomäne von 

MetH aus E. coli exprimiert werden. Dies hätte auch den Vorteil, dass man die 

tatsächliche Bindung von Cobalamin durch diese Domäne sicherstellen könnte, da die 

durch tryptischen Verdau erhaltene Cobalamin-Bindedomäne von MetH aus E. coli mit 

gebundenem Cobalamin co-kristallisert werden konnte (Drennan et al., 1994).  

Eine andere Möglichkeit zur Expression eines Vitamin B12-bindenden Proteins wäre die 

Klonierung einer Cobalamin-abhängigen Methioninsynthase aus einem relativ nahen 
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Verwandten von B. megaterium. Hier bietet sich die Methioninsynthase aus C. 

acetobutylicum an. Dieses Vorgehen könnte dazu beitragen, sowohl die Probleme der 

Proteininstabilität, als auch einer vermutlich reduzierten Translation aufgrund eines 

unterschiedlichem Codon-Gebrauchs zu überwinden. 

 

 

 

 

3.9 Rekombinante Produktion des Bacillus subtilis Redoxregulators Fnr in 

Bacillus megaterium 

 

 

3.9.1 Gründe für eine rekombinante Produktion des Redoxregulators Fnr aus Bacillus 

subtilis in Bacillus megaterium 

 

Die Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium ist unter anaeroben Bedingungen 

signifikant induziert und erreicht ihr Maximum bei gleichzeitiger Zugabe von Kobalt 

zum Wachstumsmedium (siehe 3.4.1 und 3.4.2). Die beobachtete anaerobe Induktion 

der Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium steht in guter Übereinstimmung mit 

Beobachtungen bei S. typhimurium, die einen direkten Zusammenhang zwischen 

erniedrigtem Redoxpotential aufgrund von Sauerstoffmangel und erhöhter Expression 

des cobI-Operons ergaben (Escalante-Semerana und Roth, 1987; Andersson und Roth, 

1989). Vermittelt wird die Redoxregulation des cobI-Operons, das einen Großteil des 

cob-Operons in S. typhimurium darstellt, durch das globale 

Zweikomponentenregulatorsystem ArcA/ArcB (Ailion et al., 1993).  

Bacillen besitzen zwar kein ArcA/ArcB-Regulatorsystem, aber durch Untersuchungen 

am Modellorganismus der Gram-positiven Bakterien, B. subtilis, konnten bis dato vier 

Proteine identifiziert werden, die in diesem Organismus hauptsächlich für die anaerobe 

Geninduktion verantwortlich sind. Eines dieser Proteine ist Fnr, ein globales 

Regulatorprotein, dessen Expression selber stark durch anaerobe Bedingungen induziert 

wird und das wiederum verschiedene Gene wie das narGHJI-Operon oder ywiD bei 

Sauerstoffmangel induziert (Nakano und Zuber, 2002). Fnr konnte ebenso in B. 

megaterium identifiziert werden, bis dato ist aber die Gensequenz noch nicht 

vollständig bekannt (Barg, 2000). Für das in E. coli zu findende Fnr wurde beobachtet, 
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dass sein Eisen-Schwefel-Cluster auf Redoxpotentialänderungen der Zelle reagiert und 

nach einer Dimerisierung bei erniedrigtem Redoxpotential aufgrund von 

Sauerstoffmangel die Induktion von anaeroben Genen bewirkt (Lazazzera et al., 1993; 

Khoroshilova et al., 1997).  

Die anaerobe Induktion der Vitamin B12-Produktion in B. megaterium ist leider mit 

einem geringen Wachstum verbunden, so dass, bezogen auf die Vitamin B12-Produktion 

pro Kulturvolumen, die anaerobe Induktion der Vitamin B12-Biosynthese keinen Nutzen 

erbringt. Aus diesem Grund sollte versucht werden, B. megaterium aerob zu hohen 

Zelldichten zu kultivieren und durch Expression eines anaeroben Regulatorproteins 

parallel dazu die Vitamin B12-Biosynthese zu induzieren. Da über die Regulation der 

Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium noch keinerlei Untersuchungen bestehen, 

und da die vollständige Gensequenz von fnr aus B. megaterium noch nicht bekannt war, 

wurde zu diesem Zweck fnr aus B. subtilis in den Expressionsvektor pWH1520 kloniert. 

Der so konstruierte Expressionsvektor trägt eine xylA-fnr-Translationsfusion und erhielt 

den Namen pWH1520fnr. Da B. megaterium und B. subtilis nah verwandt sind, wurde 

davon ausgegangen, dass Fnr aus B. subtilis auch in B. megaterium aktiv ist.  

 

 

3.9.2 Produktion von Fnr aus Bacillus subtilis in Bacillus megaterium DSM509 

 

Ziel der Expression von fnr aus B. subtilis in B. megaterium DSM509 war es, unter 

aeroben Bedingungen eine hohe Zelldichte unter gleichzeitiger Induktion der Vitamin 

B12-Produktion zu erreichen. Die Grundvoraussetzung zur Erreichung dieses Zieles 

stellt dabei die effiziente Expression von fnr und ein stabiles Verbleiben des Proteins im 

Cytosol von B. megaterium dar. Aus diesem Grund wurde die Expression des 

konstruierten Fnr-Expressionsvektors pWH1520fnr in B. megaterium DSM509 mit der 

Expression von pWH1520 in B. megaterium DSM509 als Negativkontrolle und mit der 

Expression von pWH1520-cobA in B. megaterium DSM509 als Positivkontrolle 

verglichen. Die Untersuchungen wurden unter aeroben Bedingungen in Vollmedium 

und unter Zusatz von 10.4 µM Tetracyclin durchgeführt. Die Proteinproduktion wurde 

durch Zugabe von D-Xylose induziert und direkt vor Induktion sowie jede Stunde bis 

einschließlich 5 h nach Induktion Proben genommen, die durch Lysozymbehandlung 

aufgeschlossen wurden. Zur abschließenden Analyse des gesamten zellulären 

Proteingehalts der genommenen Proben wurde 1 OD578-Äquivalent pro Bahn für eine 
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SDS-PAGE auf ein 12.5%iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Ergebnisse dieser 

Experimente zeigt Abbildung 51. 

 

 

 

 
 

Abb. 51: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520fnr, 
pWH1520 oder pWH1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter Zusatz von 10.4 µM 
Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose 
bei einer OD578 von 0.3. Das produzierte CobA ist durch einen schwarzen Kasten, das 
produzierte Fnr durch rote Kästen gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch Coomassie 
Brilliant Blue-Färbung sichtbar gemacht. 

 
- Bahn 3, 5, 7, 9, 11 und 13: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520fnr 0-5 h nach 

Induktion. 
- Bahn 4, 6, 8, 10, 12 und 13: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 0-5 h nach 

Induktion. 
- Bahn 1: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA 3 h nach Induktion. 
- Bahn 2: Dalton Marker VII-L, die Mr x 103 der benutzten Markerproteine sind am linken Rand 

des Gels angegeben. 
 

 

Die Analyse des zellulären Proteingehaltes von B. megaterium DSM509 transformiert 

mit pWH1520fnr zeigt deutlich das Auftreten eines Proteins bei einer Mr von knapp 

unter 29000 bereits 1 h nach Induktion der Genexpression. Diese Proteinbande kann bei 

der Negativkontrolle nicht beobachtet werden und ihre apparente Größe liegt innerhalb 

des Toleranzbereiches für SDS-PAGE Analysen, wenn man sie mit der kalkulierten 

molekularen Masse für das XylA-Fnr-Fusionsprotein von 27632 Da vergleicht.  

Damit lässt sich also feststellen, dass die Produktion von Fnr aus B. subtilis durch B. 

megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520fnr erfolgreich verlaufen ist. Die 

Intensität der Fnr-Proteinmenge scheint außerdem über den gesamten untersuchten 
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Zeitraum von 5 h leicht zuzunehmen. Dies lässt den Schluss zu, dass das gebildete Fnr 

über lange Zeit stabil im Cytosol von B. megaterium DSM509 vorliegt. Die 

dargestellten Ergebnisse lieferten die Grundlage für eine weiterführende Untersuchung 

der Auswirkungen einer Fnr-Produktion auf die Vitamin B12-Biosynthese in B. 

megaterium. 

 

 

3.9.3 Aerobe Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium DSM509 bei 

rekombinanter Produktion von Fnr aus Bacillus subtilis 

 

Da B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520fnr eine deutliche Produktion 

von Fnr aus B. subtilis zeigte (siehe 3.9.2), wurden erste Untersuchungen zum Effekt 

der fnr-Expression auf die aerobe Vitamin B12-Produktion von B. megaterium DSM509 

durchgeführt. Schließlich war es Hauptziel der Klonierung und Expression von Fnr in 

B. megaterium, auch unter aeroben Bedingungen eine Induktion der Vitamin B12-

Biosynthese, vergleichbar zu der anaeroben Induktion, zu erreichen. Dazu wurde B. 

megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520fnr aerob in Vollmedium ohne 

Zusätze oder unter Zusatz von 250 µM CoCl2 inkubiert und der zelluläre Vitamin B12-

Gehalt direkt vor Induktion der Genexpression durch Zusatz von D-Xylose, sowie zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion der Genexpression untersucht. Parallel dazu 

wurde als Negativkontrolle der zelluläre Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520, der unter den gleichen Bedingungen inkubiert 

wurde, untersucht. Es wurde dem Medium z. T. Kobalt zugesetzt, da in vorhergehenden 

Versuchen die anaerobe Induktion der Vitamin B12-Produktion bei gleichzeitiger 

Kobaltzugabe in B. megaterium DSM509 am ausgeprägtesten war (siehe 3.4.2). 

Obwohl die Vorkulturen noch 10.4 µM Tetracyclin enthielten, wurde in den 

Hauptkulturen auf eine Zugabe von Antibiotikum verzichtet, da bereits gezeigt werden 

konnte, dass in B. megaterium DSM509 keine Antibiotikaselektion auf die verwendeten 

frei replizierbaren Plasmide nötig ist (siehe 3.8.2). Die Ergebnisse der beschriebenen 

Untersuchungen sind in den Abbildungen 52 und 53 wiedergegeben. 
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Abb. 52: Aerobes Wachstumsverhalten und zellulärer Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520fnr (schwarze Rauten und blaue Balken), sowie von B. megaterium 
DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Quadrate und rote Balken) gewachsen in 
Vollmedium. Die Induktion der fnr-Expression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose 
bei einer OD578 von 0.3. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die 
OD578 bzw. der zelluläre Gehalt an Vitamin B12 bestimmt. 
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Abb. 53: Aerobes Wachstumsverhalten und zellulärer Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520fnr (schwarze Rauten und blaue Balken), sowie von B. megaterium 
DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Quadrate und rote Balken) gewachsen in 
Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 250 µM CoCl2. Die Induktion der fnr-Expression 
erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Zu den angegebenen 
Zeitpunkten wurden Proben genommen und OD578 bzw. der zelluläre Gehalt an Vitamin B12 
bestimmt. 
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Es fällt auf, dass das aerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520fnr sowohl unter Zugabe von 250 µM CoCl2 als auch ohne Zusätze 

vergleichbar mit dem Wachstum der Negativkontrolle ist. Dies ist ein Hinweis darauf, 

dass die deutlich zu sehende Fnr-Bildung weder toxisch ist, noch von B. megaterium 

eine zu hohe Energieleistung abverlangt. Dies lässt für spätere Anwendungen eine hohe 

Expression von Fnr vermuten, ohne dabei einen deutlichen Verlust in der Zelldichte in 

Kauf nehmen zu müssen.  

Des weiteren wird deutlich, dass unter aeroben Bedingungen in Vollmedium ohne 

Zusätze die Vitamin B12-Produktion von B. megaterium DSM509 deutlich höher liegt, 

wenn Fnr produziert wird. Dieser Unterschied ist sehr ausgeprägt, da in der 

Negativkontrolle mit Beginn der Induktion der fnr-Expression der zelluläre Vitamin 

B12-Gehalt unter die Nachweisgrenze fällt. Interessanterweise kommt es in Vollmedium 

ohne Zusätze nach der Induktion der Fnr-Bildung zu einem kleinen Anstieg des 

zellulären Vitamin B12-Gehaltes von B. megaterium DSM509, der dann aber wieder 

deutlich absinkt. Dies lässt auf negative Sekundäreffekte der fnr-Expression auf die 

Vitamin B12-Produktion von B. megaterium DSM509 schließen.  

Setzt man dem Vollmedium 250 µM CoCl2 zu, so ist die Vitamin B12-Produktion von 

fnr exprimierendem B. megaterium DSM509 über den gesamten Zeitraum der 

Untersuchung jedoch geringer, als von B. megaterium DSM509, der kein Fnr 

produziert. Trotzdem kann man auch hier wieder den allgemeinen, stimulierenden 

Effekt der Kobaltzugabe auf die Vitamin B12-Produktion erkennen, da der zelluläre 

Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 bei Kobaltzusatz etwa dreimal höher 

ist als ohne Kobaltzugabe. Des weiteren kann man unter Kobaltzugabe eine stetige 

Steigerung der aeroben Vitamin B12-Produktion von B. megaterium DSM509 

beobachten. Diese ist allerdings unabhängig von einer Fnr-Bildung, so dass man hier 

höchstwahrscheinlich nur den Effekt der kontinuierlichen Vitamin B12-Akkumulation 

über die Wachstumszeit beobachtet (siehe 3.7.2).  

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die aerobe Vitamin B12-Produktion von B. 

megaterium in Vollmedium ohne Zusätze durch die Expression von fnr signifikant 

stimuliert wird. Diese Stimulation nimmt jedoch durch die Induktion der fnr-Expression 

wieder leicht ab. Interessanterweise kann diese Stimulation aber nicht beobachtet 

werden, sobald dem Medium Kobalt zugefügt wird. Ob durch Expression von fnr aus B. 

subtilis in B. megaterium DSM509 unter aeroben Bedingungen wirklich ein ähnlich 
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hoher zellulärer Vitamin B12-Gehalt wie unter anaeroben Bedingungen erreicht werden 

kann, sollten analoge Untersuchungen unter anaeroben Bedingungen klären. 

 

 

3.9.4 Anaerobe Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium DSM509 bei 

rekombinanter Produktion von Fnr aus Bacillus subtilis 

 

Analog zu den unter 3.9.3 beschriebenen Untersuchungen wurde zum Vergleich auch 

der Einfluss der Expression von B. subtilis fnr auf die anaerobe Vitamin B12-Produktion 

von B. megaterium DSM509 untersucht. Zu diesem Zweck wurde B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520fnr anaerob in Vollmedium ohne Zusätze oder 

unter Zusatz von 250 µM CoCl2 inkubiert und der zelluläre Vitamin B12-Gehalt direkt 

vor Induktion durch Zusatz von D-Xylose, sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Induktion der Proteinproduktion untersucht. Parallel dazu wurde als Negativkontrolle 

der zelluläre Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520, der unter den gleichen Bedingungen inkubiert wurde, analysiert. Auch hier 

wurde, analog zu den unter 3.9.3 dargestellten Untersuchungen, auf eine 

Antibiotikaselektion in den Hauptkulturen verzichtet. Die Abbildungen 54 und 55 

zeigen die Ergebnisse der beschriebenen Experimente.  

Es wird deutlich, dass unter anaeroben Bedingungen durch eine Überexpression von fnr 

das Wachstum von B. megaterium DSM509 sowohl in Vollmedium ohne Zusätze als 

auch unter Zusatz von 250 µM CoCl2 deutlich reduziert wird. Des weiteren erkennt man 

auch unter anaeroben Bedingungen in Vollmedium ohne Zusätze, dass der zelluläre 

Vitamin B12-Gehalt von fnr exprimierendem B. megaterium DSM509 leicht höher liegt 

als der zelluläre Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509, der nicht fnr 

exprimiert.  

Analog zu den Beobachtungen bei aerobem Wachstum erkennt man auch bei anaerober 

Inkubation ohne Zusätze, dass die Vitamin B12-Produktion direkt nach der Induktion der 

fnr-Expression in B. megaterium DSM509 leicht zurückgeht, um dann wieder 

anzusteigen. Der gleiche Sachverhalt ist für anaerobes Wachstum auch bei Zusatz von 

250 µM CoCl2 zum Medium zu beobachten. Hier liegt die Vitamin B12-Produktion von 

fnr exprimierendem B. megaterium DSM509 während des ganzen 

Untersuchungszeitraums unterhalb der Vitamin B12-Produktion der Negativkontrolle.  
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Abb. 54: Anaerobes Wachstumsverhalten und zellulärer Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520fnr (schwarze Rauten und blaue Balken), sowie von B. 
megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Quadrate und rote Balken) 
gewachsen in Vollmedium. Die Induktion der fnr-Expression erfolgte durch Zusatz von 33.0 
mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben 
genommen und die OD578 bzw. der zelluläre Gehalt an Vitamin B12 bestimmt. 
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Abb. 55: Anaerobes Wachstumsverhalten und zellulärer Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520fnr (schwarze Rauten und blaue Balken), sowie von B. 
megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Quadrate und rote Balken) 
gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 250 µM CoCl2. Die Induktion der 
fnr-Expression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 bzw. der zelluläre Gehalt 
an Vitamin B12 bestimmt. 
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Auch diese Beobachtung stimmt mit den Untersuchungen für das aerobe Wachstum bei 

Zusatz von Kobalt überein.  

Trotz allem wird deutlich, dass eine Expression von Fnr durch B. megaterium DSM509 

in Vollmedium ohne Zusätze auch unter anaeroben Bedingungen einen stimulierenden 

Einfluss auf die Vitamin B12-Produktion ausübt. Interessanterweise ist die Höhe der 

anaeroben Vitamin B12-Produktion der Negativkontrolle mit 0.46-0.7 µg· l-1· OD578
-1 

ähnlich der aeroben Vitamin B12-Produktion von fnr exprimierendem B. megaterium 

DSM509. Dieser erreicht ebenfalls zelluläre Vitamin B12-Gehalte bis über 0.4 µg· l-

1· OD578
-1. Damit lässt sich bei Inkubation in Vollmedium ohne Zusätze eine ähnliche 

Induktion der Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium DSM509 durch die 

Expression von fnr realisieren, wie sie auch durch anaerobe Wachstumsbedingungen zu 

beobachten ist. Somit ist es gut denkbar, B. megaterium aerob auf eine hohe Zelldichte 

wachsen zu lassen und durch gleichzeitige Expression von Fnr, die Vitamin B12-

Produktion signifikant zu erhöhen. Nichtsdestotrotz bedürfen die negativen Effekte der 

Kobaltzugabe auf die Vitamin B12-Biosynthese bei gleichzeitiger fnr-Expression noch 

weiterer Untersuchung.  

Insgesamt sind die zellulären Vitamin B12-Gehalte aber, wie in allen bisherigen 

Untersuchungen, sehr gering, so dass vermutet wurde, dass der Zellaufschluss von B. 

megaterium durch reines Kochen für eine quantitative Vitamin B12-Analyse nicht 

effizient genug sei und darum wesentlich weniger Vitamin B12 gemessen wurde als die 

Bakterien wirklich produzierten. Dies wurde auch durch Erfahrungen bei der Analyse 

des zellulären Proteingehaltes von B. megaterium unterstützt, die zeigten, dass simples 

Kochen der Bakterien keine über eine SDS-PAGE analysierbaren Mengen an Protein 

aus den Zellen freisetzte.  

Aus diesem Grund wurde ein Teil der unter 3.9.3 und 3.9.4 beschriebenen 

Untersuchungen des zellulären Vitamin B12-Gehaltes mittels Lysozymaufschluss 

durchgeführt, wie er auch zur Proteinanalyse angewandt wird. Die resultierenden Werte 

zeigten aber dennoch keinerlei Differenz zu den standardmäßig durchgeführten Vitamin 

B12 Quantifizierungen, so dass man davon ausgehen muss, dass die standardmäßig 

ermittelten Vitamin B12-Gehalte nicht zu niedrig sind. 
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3.10. Homologe rekombinante Produktion von Enzymen der Vitamin B12-

Biosynthese in Bacillus megaterium 

 

 

3.10.1 Gemeinsame Expression von cobA und sirC bzw. cobA und cbiL in Bacillus 

megaterium DSM509 

 

Die in den Abschnitten 3.8. und 3.9. dargestellten Ansätze zur gentechnischen 

Optimierung von B. megaterium zum Vitamin B12-Produktionsstamm hatten die 

Zielsetzung, durch einen Eingriff in die Regulation der Vitamin B12-Biosynthese deren 

Ausbeute zu steigern. Parallel hierzu wurde die Idee verfolgt, durch eine 

Überproduktion von essentiellen Enzymen der Vitamin B12-Biosynthese ebenfalls die 

Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium zu steigern. Dieses Vorhaben wurde zuerst 

auf die Produktion von Enzymen fokussiert, die einen limitierenden Schritt der Vitamin 

B12-Biosynthese katalysieren. Eines dieser Enzyme, das einen limitierenden Schritt der 

Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium katalysiert, konnte bereits in Vorarbeiten als 

CobA (SUMT) identifiziert werden. Durch seine rekombinante Produktion konnte die 

Vitamin B12-Produktion von B. megaterium DSM509 deutlich gesteigert werden (Barg, 

2000).  

CobA katalysiert die zweimalige SAM-abhängige Methylierung an C-2 und C-7 von 

Uro`gen zu Precorrin-2 und steht damit genau am Verzweigungspunkt zwischen Häm- 

und Vitamin B12- bzw. Sirohäm-Biosynthese in B. megaterium. Direkt nach der Bildung 

von Precorrin-2 kommt es zu einer weiteren, entscheidenden Verzweigung zwischen 

Sirohäm- und Vitamin B12-Biosynthese. Zum einen wird aus Precorrin-2 durch NAD-

abhängige Oxidation und darauf folgende Eisenchelatisierung Sirohäm gebildet 

(Spencer et al., 1993). Dabei wird die NAD-abhängige Oxidation von Precorrin-2 in B. 

megaterium durch SirC bewirkt. Zum anderen kann eine Kobaltchelatisierung gefolgt 

von einer dritten SAM-abhängigen Methylierung am C-20 des Tetrapyrrolringes 

stattfinden, was nach einer Vielzahl weiterer Reaktionsschritte zur Bildung von Vitamin 

B12 führt. Diese Transmethylierung wird dabei durch CbiL katalysiert (Raux et al., 

1999). Die frühe Insertion des Kobalts in den Tetrapyrrolring ist charakteristisch für den 

sauerstoffunabhängigen Weg der Vitamin B12-Biosynthese und steht im Gegensatz zur 

sauerstoffabhängigen Vitamin B12-Biosynthese wie sie für P. denitrificans beschrieben 

wurde (Thibaut et al., 1998).  
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Da die in B. megaterium identifizierten Gene der Vitamin B12-Biosynthese hohe 

Ähnlichkeiten zum cobI-Operon in S. typhimurium besitzen (Raux et al., 1998a) und B. 

megaterium sowohl aerob als auch anaerob Vitamin B12 produzieren kann, liegt die 

Vermutung nahe, dass B. megaterium eine sauerstoffunabhängige Vitamin B12-

Biosynthese aufweist, die auch unter aeroben Bedingungen funktioniert. Abbildung 56 

zeigt die initialen Schritte der sauerstoffunabhängigen Vitamin B12-Biosynthese in B. 

megaterium nach der Bildung von Uro`gen.  
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Abb. 56: Schematische Darstellung der Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium mit Fokussierung auf 

die initialen Schritte der Verzweigung zwischen Sirohäm- und Vitamin B12-Biosynthese. 
Dargestellt ist der sauerstoffunabhängige Weg der Vitamin B12-Biosynthese. Pfeile mit 
durchgezogener Linie symbolisieren einzelne Syntheseschritte, schraffierte Linien 
symbolisieren die Existenz mehrerer Syntheseschritte, Fragezeichen deuten an, dass beide 
Biosynthesewege in B. megaterium denkbar sind.  
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Wie in dem Schema angedeutet, ist es noch nicht bekannt, ob sich in B. megaterium die 

Vitamin B12-Biosynthese bereits nach der Bildung von Precorrin-2 oder erst nach der 

weiteren Oxidation zu Sirohydrochlorin von der Sirohämbiosynthese trennt. Aus diesem 

Grund wurde sowohl die Wirkung einer parallelen homologen CobA- und SirC-

Überproduktion als auch einer CobA- und CbiL-Überproduktion auf die Vitamin B12-

Produktion von B. megaterium DSM509 untersucht. 

Dafür wurden uns freundlicherweise die beiden Expressionsplasmide 

pWH1520cobAsirC und pWH1520cobAcbiL von Fr. Leech aus dem Labor von Prof. 

Dr. M. J. Warren (University of London, England) zur Verfügung gestellt. Beide 

Expressionsplasmide wurden so kloniert, dass die katabolitreprimierende cre-Sequenz 

im xylA-Gen deletiert wurde und so eine starke Genexpression in Vollmedium oder 

Minimalmedium unter Verwendung energiereicher Kohlenstoffquellen wie Glucose 

möglich ist.  

Die rekombinante Proteinproduktion von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520cobAsirC bzw. pWH1520cobAcbiL wurde aerob in Vollmedium unter Zusatz 

von 250 µM CoCl2 und ALA untersucht. Dies wurde parallel mit dem zellulären 

Proteingehalt von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 verglichen, der 

unter gleichen Bedingungen inkubiert wurde. Auf eine Antibiotikaselektion wurde in 

beiden Fällen verzichtet und die Proteinproduktion wurde durch Zugabe von D-Xylose 

induziert. Direkt vor Induktion sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion 

wurden, parallel zur Analyse des zellulären Vitamin B12-Gehaltes, Proben genommen. 

Außerdem wurden die aeroben Kulturen 5 h nach Induktion der Proteinproduktion zu 

anaeroben Bedingungen transferiert und alle über den Zeitraum der Untersuchungen 

genommenen Proben durch Lysozymbehandlung aufgeschlossen. Zur abschließenden 

Analyse des zellulären Proteingehalts der genommenen Proben wurde 1 OD578-

Äquivalent pro Bahn für eine SDS-PAGE auf ein 12.5%iges Polyacrylamidgel 

aufgetragen. Die Ergebnisse dieser Experimente zeigt Abbildung 57. 

Man erkennt bereits 1 h nach Induktion der Genexpression sowohl bei B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520cobAsirC als auch bei B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520cobAcbiL jeweils eine sehr deutliche Proteinbande, die in 

der Negativkontrolle von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 nicht 

auftritt. Das gebildete CobA sollte dabei eine Mr von ca. 29000 aufweisen, während 

SirC mit einer Mr von ca. 25000 nur unwesentlich kleiner ist. So kann man davon 

ausgehen, dass es sich bei der auftretenden starken Proteinbande des Zellextraktes von 
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Abb. 57: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit 
pWH1520cobAsirC, pWH1520cobAcbiL oder pWH1520 aerob inkubiert in Vollmedium unter 
Zusatz von 250 µM CoCl2 und ALA. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz 
von 33.0 mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Die Banden der neu rekombinant 
produzierten Proteine sind durch rote Kästen gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch 
Coomassie Brilliant Blue-Färbung sichtbar gemacht. 

 
- Bahn 1, 5, 8, 12 und 15: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520cobAsirC 0, 1, 3, 5 

und 8 h nach Induktion. 
- Bahn 3, 7, 10, 14 und 17: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520cobAcbiL 0, 1, 3, 

5 und 8 h nach Induktion. 
- Bahn 2, 6, 9, 13, 16: B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 0, 1, 3, 5 und 8 h nach 

Induktion. 
- Bahn 4 und 11: Dalton Marker VII-L, die Mr x 103 der benutzten Markerproteine sind zwischen 

den Gelen angegeben. 
 

 

B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520cobAsirC um eine Doppelbande 

handelt, hinter der sich die beiden Proteine CobA und SirC verbergen. Diese 

Vermutung wird unterstützt durch die Form der auftretenden Proteinbande und die 

ebenfalls schwache Auftrennung der beiden Markerproteine mit einer Mr von 24000 

bzw. 29000.  

Im Zellextrakt von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520cobAcbiL kann 

man ebenfalls nur eine starke neue Proteinbande einer Mr von ca. 55000 erkennen. Das 

Fehlen des Proteins in der Probe 5 h nach Induktion der Proteinproduktion ist auf einen 

Fehler bei der Beladung des Polyacrylamidgeles zurückzuführen. CobA weist wie 

bereits gesagt eine Mr von ca. 29000 auf während CbiL eine Mr von ca. 26500 besitzt. 

Darum ist es wahrscheinlich, dass die beobachtete, starke Proteinbande mit einer Mr 

von ca. 55000 aus einem CobA-CbiL-Fusionsprotein resultiert, dass durch einen 

ungewollten Fehler bei der Klonierung entstand. Zur Überprüfung dieser Vermutung 

sollte die DNA-Sequenz des pWH1520cobAcbiL-Expressionsplasmids erneut bestimmt 
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werden. Die Ergebnisse hierzu lagen aber bis zum Abschluss dieser Arbeit noch nicht 

vor.  

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Expression der klonierten Gene in B. 

megaterium DSM509 sehr effizient verläuft und selbst 8 h nach Induktion bzw. 3 h nach 

Transfer der aeroben Kulturen zu anaeroben Bedingungen die produzierten Proteine 

noch einen sehr hohen Anteil am gesamten zellulären Proteingehalt von B. megaterium 

DSM509 ausmachen. Im Fall von B. megaterium DSM509 transformiert mit 

pWH1520cobAcbiL, scheint das Maximum der rekombinanten Proteinproduktion sogar 

erst zu diesem späten Zeitpunkt erreicht zu werden. 

 

 

3.10.2 Aerobe Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium DSM509 bei 

gleichzeitiger Überexpression von cobA und sirC bzw. cobA-cbiL 

 

CobA, SirC und CbiL stellen Enzyme dar, die zentrale Verzweigungspunkte der 

Vitamin B12-Biosynthese von der restlichen Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium 

katalysieren. Da der stimulierende Effekt einer rekombinanten CobA-Produktion auf die 

Vitamin B12-Produktion in B. megaterium DSM509 bereits nachgewiesen werden 

konnte (Barg, 2000), sollten nun die Effekte der gleichzeitigen Produktion von CobA 

und SirC bzw. CobA-CbiL auf die Vitamin B12-Produktion in B. megaterium DSM509 

untersucht werden.  

Zu diesem Zweck wurde der zelluläre Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520cobAsirC bzw. pWH1520cobAcbiL mit dem zellulären 

Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 als 

Negativkontrolle verglichen. Alle Stämme wurden aerob in Vollmedium unter Zusatz 

von 250 µM CoCl2 und ALA inkubiert, da in vorherigen Versuchen gezeigt werden 

konnte, dass Kobaltzusatz prinzipiell die Vitamin B12-Produktion stimuliert (siehe 

3.4.2) und additiver Zusatz von ALA einen positiven Einfluss auf das aerobe 

Wachstumsverhalten von B. megaterium DSM509 ausübt (Barg, 2000). Auf die Zugabe 

von Antibiotika zur Plasmidselektion wurde verzichtet, da auch bei der gleichzeitigen 

Expression von cobA und sirC bzw. cobA-cbiL beobachtet wurde, dass dies in B. 

megaterium nicht nötig ist (siehe 3.10.1).  

Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von D-Xylose und die Kulturen 

wurden am Ende ihres exponentiellen Wachstums von aeroben zu anaeroben 
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Bedingungen transferiert, weil in vorherigen Untersuchungen beobachtet wurde, dass 

dies während einer zusätzlichen Inkubationszeit von ca. 3 h zu einer weiteren 

Stimulation der Vitamin B12-Produktion von B. megaterium DSM509 führte (Barg, 

2000). Direkt vor Induktion und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion, sowie 3 

h nach Transfer der aeroben Kulturen zu anaeroben Bedingungen wurden Proben 

genommen und der zelluläre Vitamin B12-Gehalt bestimmt. Die Ergebnisse dieser 

Untersuchungen sind in Abbildung 58 dargestellt. 
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Abb. 58: Aerobes Wachstumsverhalten und zellulärer Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520cobAsirC (schwarze Rauten und blaue Balken), von B. megaterium 
DSM509 transformiert mit pWH1520cobAcbiL (schwarze Quadrate und rote Balken), sowie 
von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Kreise und grüne Balken) 
gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 250 µM CoCl2 und ALA. Der 
Zeitpunkt des Transfers von aeroben zu anaeroben Wachstumsbedingungen ist durch eine 
schwarze vertikale Linie gekennzeichnet. Die Induktion der Proteinproduktion erfolgte durch 
Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.3. Zu den angegebenen Zeitpunkten 
wurden Proben genommen und die OD578 bzw. der zelluläre Gehalt an Vitamin B12 bestimmt. 

 

 

Man erkennt, dass sowohl eine gleichzeitige Expression von cobA-cbiL als auch von 

cobA und sirC durch B. megaterium DSM509 eine deutliche Reduktion des aeroben 

Wachstums bewirkt. Diese ist am stärksten ausgeprägt bei gleichzeitiger Expression von 

cobA und sirC durch B. megaterium DSM509. Hier erreicht dieser Stamm mit einer 

maximalen OD578 von knapp über 2 nur noch etwa die Hälfte des aeroben Wachstums 

der Negativkontrolle, die kein Protein rekombinant produziert. Diese deutlichen 

[Vitamin B12]
µg· l-1· OD578

-1



Ergebnisse und Diskussion                                                                                                 140

Wachstumsunterschiede sind ein Resultat der beobachteten starken Produktion von 

CobA-CbiL bzw. CobA und SirC und geben außerdem Anlass zu der Vermutung, dass 

die Proteine in katalytisch aktiver Form exprimiert werden. Da das Wachstum von B. 

megaterium DSM509, der cobA und sirC exprimiert noch geringer ist als von cobA-cbiL 

exprimierendem B. megaterium DSM509, scheint sich das gebildete SirC durch seine 

Stoffwechselaktivität deutlich negativer auf das bakterielle Wachstum auszuwirken, als 

das produzierte CbiL.  

Trotz dieser Indizien für eine hohe Produktion von katalytisch aktiven Enzymen, 

resultiert die gleichzeitige Überproduktion von CobA und SirC bzw. CobA-CbiL in 

keiner erkennbaren Steigerung der Vitamin B12-Produktion in B. megaterium DSM509. 

Bei Vergleich des zellulären Vitamin B12-Gehaltes von CobA und SirC bzw. CobA-

CbiL bildendem B. megaterium DSM509 mit der Negativkontrolle, muss man sogar 

einen deutlichen negativen Effekt auf die aerobe Vitamin B12-Produktion durch die 

Produktion der erwähnten Enzyme feststellen. Denn B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520 zeigt das typische Bild einer stetigen Akkumulation von 

Vitamin B12 über die Wachstumsperiode, während die Vitamin B12-Produktion von B. 

megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520cobAsirC und B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520cobAcbiL auf einem sehr niedrigem Niveau 

stagniert. Selbst ein Transfer der Kulturen von aeroben zu anaeroben Bedingungen 

zeigte nur für die Negativkontrolle einen positiven Einfluss auf die Vitamin B12-

Produktion, der allerdings nicht vom Effekt der Vitamin B12-Anhäufung über die 

Wachstumsperiode (siehe 3.7.2) unterschieden werden kann. Interessanterweise konnte 

aber beobachtet werden, dass das Zellsediment von CobA-CbiL produzierendem B. 

megaterium DSM509 deutlich rosa gefärbt war und eine starke rote Fluoreszenz unter 

UV-Licht zeigte. Ebenso zeigte cobA und sirC exprimierender B. megaterium DSM509 

unter UV-Licht eine rote Fluoreszenz. Beides konnte für die Negativkontrolle nicht 

beobachtet werden.  

Zusammengefasst lassen die erwähnten Beobachtungen daher vermuten, dass zwar 

CobA und SirC bzw. CobA-CbiL höchstwahrscheinlich in hohen Mengen und 

enzymatisch aktiv produziert werden, sich aber scheinbar vor einem späteren 

limitierenden Schritt der Vitamin B12-Bildung Biosynthesezwischenprodukte in B. 

megaterium anhäufen. Diese angehäuften Zwischenprodukte müssten toxische 

Wirkungen zeigen, die sich in einem reduzierten Wachstum wiederspiegeln und 

müssten zudem in einer Art feed-back Inhibition negativ auf die gesamte Vitamin B12-
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Produktion wirken. Ziel weiterer Untersuchungen sollte es darum sein, nach weiteren 

limitierenden Schritten der Vitamin B12-Biosynthese nach der Bildung von Kobalt-

Precorrin-3 zu suchen, um letzten Endes den gesamten Stoffwechselfluss unblockiert in 

Richtung des Endproduktes fließen lassen zu können. Dabei sollte die Identifizierung 

der vermutlich angehäuften Stoffwechselprodukte entscheidende Hinweise auf weitere 

Limitationen der Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium liefern.  

 

 

3.10.3 Anaerobe Vitamin B12-Produktion von Bacillus megaterium DSM509 bei 

gleichzeitiger Überexpression von cobA und sirC bzw. cobA-cbiL 

 

Analog zu den unter 3.10.2 beschriebenen Untersuchungen wurde auch der Effekt einer 

gleichzeitigen Expression von cobA und sirC bzw. cobA-cbiL in B. megaterium 

DSM509 unter anaeroben Bedingungen untersucht. Dies war naheliegend, da einerseits 

die Vitamin B12-Produktion von B. megaterium unter anaeroben Bedingungen 

prinzipiell induziert ist (Martens, 1999; diese Arbeit unter 3.4.1) und da andererseits 

SirC und CbiL Enzyme sind, die vermutlich einen sauerstoffunabhängigen Weg der 

Vitamin B12-Biosynthese in B. megaterium katalysieren.  

Zu diesem Zweck wurde der zelluläre Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520cobAsirC bzw. pWH1520cobAcbiL mit dem zellulären 

Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 als 

Negativkontrolle verglichen. Alle Stämme wurden anaerob in Vollmedium unter Zusatz 

von 500 µM CoCl2 oder 500 µM CoCl2 plus ALA inkubiert. Einzig die 

Negativkontrolle enthielt bei reiner Zugabe von Kobalt nur 250 µM CoCl2. Die Zusätze 

wurden in dieser Form ausgewählt, da in vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte, 

dass Kobaltzusatz prinzipiell die Vitamin B12-Produktion stimuliert (siehe 3.4.2). Auch 

wenn additiver Zusatz von ALA einen deutlich negativen Effekt auf die anaerobe 

Vitamin B12-Produktion von B. megaterium ausübt (siehe 3.4.3 und 3.4.4), wurde 

vermutet, dass durch die parallele Produktion von CobA und SirC bzw. CobA-CbiL die 

Blockierung des gesamten Stoffwechselflusses der Vitamin B12-Biosynthese in B. 

megaterium aufgehoben werden würde. Somit könnte die Bildung von ALA wieder 

limitierend werden.  

Auf die Zugabe von Antibiotika zur Plasmidselektion wurde abermals verzichtet. Die 

Induktion der Genexpression erfolgte in diesem Fall durch Zugabe von D-Xylose bei 
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einer OD578 von 0.1, da die Kulturen in Vorversuchen kaum die OD578 von 0.3 

erreichten. Außerdem sollte auch für die Untersuchungen unter anaeroben Bedingungen 

eine Induktion der Proteinproduktion zu Beginn der exponentiellen Wachstumsphase, 

analog zu den aeroben Experimenten, stattfinden. Direkt vor Induktion und zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion, wurden Proben genommen und der zelluläre 

Vitamin B12-Gehalt bestimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den 

Abbildungen 59 und 60 dargestellt. 

Interessanterweise erkennt man bei alleinigem Zusatz von Kobalt unter anaeroben 

Bedingungen ein deutlich schnelleres und höheres Wachstum der Negativkontrolle als 

von cobA und sirC bzw. cobA-cbiL exprimierendem B. megaterium DSM509. Dies 

kann aber darauf zurückgeführt werden, dass die Vorkultur von B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520 eine deutlich höhere Zelldichte aufwies und 

außerdem die Wachstumsinhibition durch eine geringere Zugabe von Kobalt (250 statt 

500 µM) nicht so stark ausgeprägt war. Denn bei gleichzeitigem Zusatz von Kobalt und 

ALA kann man für die drei untersuchten Stämme keinen signifikanten Unterschied des 

anaeroben Wachstums in Vollmedium beobachten. Trotzdem liegt auch unter anaeroben 

Bedingungen bei alleinigem Zusatz von Kobalt, sowie parallelem Zusatz von Kobalt 

und ALA das Wachstum von CobA und SirC produzierendem B. megaterium DSM509 

leicht unterhalb des anaeroben Wachstums der Negativkontrolle und des CobA-CbiL 

bildenden B. megaterium DSM509. Des weiteren nimmt unter anaeroben Bedingungen 

in Vollmedium der zelluläre Vitamin B12-Gehalt der CobA und SirC bzw. CobA-CbiL 

bildenden Stämme nach der Induktion der Proteinproduktion leicht ab. Dieser Effekt 

wird am deutlichsten bei B. megaterium DSM509 unter Produktion von CobA-CbiL. Im 

Gegensatz dazu steigt die Vitamin B12-Produktion der Negativkontrolle wieder relativ 

gleichmäßig über den ganzen Inkubationszeitraum an (siehe auch 3.7.3). 

Die Unterschiede im zellulären Vitamin B12-Gehalt zwischen B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520 als Negativkontrolle und B. megaterium DSM509 

transformiert mit pWH1520cobAsirC bzw. pWH1520cobAcbiL sind allerdings weniger 

ausgeprägt als unter aeroben Bedingungen. Dies lässt vermuten, dass sich weniger 

Zwischenprodukte der Vitamin B12-Biosynthese unter anaeroben Bedingungen 

akkumulieren als unter aeroben Bedingungen und damit die durch sie ausgelöste 

Inhibition der Vitamin B12-Biosynthese geringer ist. Diese Hypothese wird auch durch 
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 Abb. 59: Anaerobes Wachstumsverhalten und zellulärer Vitamin B12 -Gehalt von B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520cobAsirC (schwarze Rauten und blaue Balken) und von 
B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520cobAcbiL (schwarze Quadrate und rote 
Balken) gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 500 µM CoCl2, sowie von 
B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Kreise und grüne Balken) 
gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 250 µM CoCl2. Die Induktion der 
Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer OD578 von 0.1. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und OD578 bzw. der zelluläre Gehalt an 
Vitamin B12 bestimmt. 
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Abb. 60: Anaerobes Wachstumsverhalten und zellulärer Vitamin B12-Gehalt von B. megaterium 

DSM509 transformiert mit pWH1520cobAsirC (schwarze Rauten und blaue Balken), von B. 
megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520cobAcbiL (schwarze Quadrate und rote 
Balken) und von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Kreise und 
grüne Balken) gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 500 µM CoCl2 und 
ALA. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer 
OD578 von 0.1. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die OD578 
bzw. der zelluläre Gehalt an Vitamin B12 bestimmt. 
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die geringeren Wachstumsunterschiede zwischen CobA und SirC bzw. CobA-CbiL 

bildendem B. megaterium DSM509 und der Negativkontrolle unterstützt.  

Schließlich sollte erwähnt werden, dass unter anaeroben Bedingungen in Vollmedium 

die Vitamin B12-Produktion aller drei untersuchten Stämme bei parallelem Zusatz von 

Kobalt und ALA nicht deutlich reduziert ist gegenüber der Vitamin B12-Produktion bei 

alleiniger Kobaltzugabe. Dies steht im Gegensatz zu Untersuchungen in Mopso-

Minimalmedium (siehe 3.4.4) und weist auf deutliche Unterschiede der Vitamin B12-

Produktion von B. megaterium in Voll- oder Minimalmedium hin. 

Zusammenfassend untermauern die beschriebenen Effekte der gleichzeitigen 

Überproduktion von CobA und SirC bzw. CobA-CbiL unter anaeroben Bedingungen 

die Hypothese, dass nach der Bildung von Kobalt-Precorrin-3 mindestens ein weiterer 

limitierender Schritt der Vitamin B12-Produktion in B. megaterium DSM509 vorliegen 

sollte. Zur Aufhebung der Blockierung des gesamten Vitamin B12-Stoffwechselweges in 

B. megaterium ist es daher unerlässlich, diese weiteren limitierenden Schritte zu 

identifizieren und aufzuheben. Erst dann wird es auch möglich sein, die Vitamin B12-

Produktion von B. megaterium so sehr zu steigern, dass eine industrielle Anwendung 

der Vitamin B12-Produktion durch B. megaterium ökonomisch sinnvoll wird. 

 

 

 

 

3.11. Bacillus megaterium als alternativer Proteinproduktionswirt  

 

 

3.11.1 Die natürlich misacylierende GluRS aus Bacillus subtilis  

 

Die kovalente Bindung von Aminosäuren an die zugehörige tRNA ist einer der 

essentiellen Schritte der Proteinbiosynthese. Katalysiert wird diese Reaktion durch 

Aminoacyl-tRNA Synthetasen. In Bakterien findet man normalerweise pro tRNA-

Spezies eine spezifische Aminoacyl-tRNA Synthetase, die für die Beladung der tRNA 

mit der zugehörigen Aminosäure zuständig ist. Eine Ausnahme von dieser Regel findet 

man z. B. in Gram-positiven Bakterien, wo keine Glutaminyl-tRNA Synthetase existiert 

(Wilcox, 1969a) und speziell in B. subtilis, wo sowohl die für Glutamin spezifische 

tRNAGln als auch die für Glutamat spezifische tRNAGlu mit Glutamat durch die selbe 
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GluRS beladen wird (Lapointe et al., 1986). Die falsch mit Glutamat beladene 

Glutamyl-tRNAGln wird danach durch eine spezifische Amidotransferase in Glutaminyl-

tRNAGln umgewandelt (Wilcox, 1969b) und steht dann für die Proteinbiosynthese zur 

Verfügung.  

Da die GluRS aus B. subtilis sowohl tRNAGlu als auch tRNAGln mit Glutamat belädt, 

kommt es bei rekombinanter Produktion der GluRS aus B. subtilis in E. coli zur 

Fehlbeladung der E. coli tRNAGln, die nicht mehr revidiert werden kann, da E. coli nicht 

die dazu nötige Amidotransferase besitzt, um Glutamyl-tRNAGln in Glutaminyl-tRNAGln 

umzuwandeln. Dies führt zu schweren Störungen der Proteinbiosynthese in E. coli und 

einer sehr schlechten Expression der GluRS aus B. subtilis. Des weiteren ist eine starke 

Expression der GluRS aus B. subtilis in B. megaterium auch im Hinblick auf die 

Vitamin B12-Produktion sehr interessant, da die durch GluRS gebildete Glutamyl-tRNA 

das erste gemeinsame Vorläufermolekül aller Tetrapyrrole in B. megaterium darstellt. 

Damit ist die GluRS auch von essentieller Bedeutung für die Vitamin B12-Biosynthese 

in B. megaterium.  

Aus diesem Grund wurde das für die GluRS in B. subtilis kodierende gltX-Gen unter 

Deletion der cre-Sequenz in den Vektor pWH1520 kloniert. Der so konstruierte 

Expressionsvektor erhielt den Namen pWH1520gltX. Bei der Klonierungsüberprüfung 

mittels DNA-Sequenzierung zeigte sich, dass das bereits in meiner Diplomarbeit 

konstruierte Expressionsplasmid pWH1520gltXF (Martens, 1999) eine Verschiebung 

im gltX-Leseraster durch ein zusätzlich eingebautes Adenin direkt nach der SpeI-

Schnittstelle trägt. Dadurch erwies sich pWH1520gltXF, der, im Gegensatz zu 

pWH1520gltX, eine xylA-gltX-Translationsfusion enthält, als unbrauchbar für eine 

rekombinante Produktion der B. subtilis GluRS in B. megaterium. 

 

 

3.11.2 Produktion der GluRS aus Bacillus subtilis in Bacillus megaterium DSM319 

 

Nachdem das Expressionsplasmid pWH1520gltX durch doppelsträngige DNA-

Sequenzierung überprüft worden war, sollte die rekombinante Produktion der B. subtilis 

GluRS in B. megaterium untersucht werden. Dazu wurde pWH1520gltX mittels 

Protoplastentransformation in B. megaterium DSM319 transformiert und aerob in 

Vollmedium unter Zusatz von 62.4 µM Tetracyclin inkubiert. Die Genexpression wurde 
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durch Zusatz von D-Xylose induziert und direkt vor Induktion, sowie jede Stunde bis 5 

h nach Induktion eine Probe genommen und per Ultraschallbehandlung aufgeschlossen.  

Zur abschließenden Analyse des zellulären Proteingehalts der genommenen Proben 

wurde 1 OD578-Äquivalent pro Bahn für eine SDS-PAGE auf ein 12.5%iges 

Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Negativkontrolle diente der mit dem nicht 

funktionalen pWH1520gltXF transformierte B. megaterium DSM319, dessen zellulärer 

Proteingehalt identisch analysiert wurde. Die Ergebnisse der beschriebenen 

Untersuchungen sind in Abbildung 61 wiedergegeben.  

 

 

 

                    
 
Abb. 61: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM319 transformiert mit 

pWH1520gltX oder pWH1520gltXF aerob inkubiert in Vollmedium unter Zusatz von 62.4 µM 
Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose 
bei einer OD578 von 0.3. Die Banden der rekombinant produzierten GluRS aus B. subtilis sind 
durch rote Kästen gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-
Färbung sichtbar gemacht. 

 
- Bahn 3, 5, 7, 9, 11 und 13: B. megaterium DSM319 transformiert mit pWH1520gltX 0-5 h 

nach Induktion. 
- Bahn 2, 4, 8, 10, 12 und 14: B. megaterium DSM319 transformiert mit pWH1520gltXF 0-5 h 

nach Induktion. 
- Bahn 1 und 6: Dalton Marker VII-L, die Mr x 103 der benutzten Markerproteine sind zwischen 

den Gelen angegeben. 
 

 

Bereits 1 h nach Induktion der Genexpression kann man sehr deutlich das Auftreten 

eines neu gebildeten Proteins im Zellextrakt von gltX-exprimierendem B. megaterium 

DSM319 erkennen, das vor Induktion noch nicht zu erkennen war. Auch bei der 

Negativkontrolle tritt dieses neu gebildete Protein über den ganzen Zeitraum der 

Untersuchungen nicht auf. Es handelt sich dabei um die äußerst stark gebildete B. 

subtilis GluRS, die eine Mr von ca. 55600 aufweist, was in guter Übereinstimmung mit 

der apparenten Mr der neu auftretenden Proteinbande im SDS-PAGE-Gel steht. Das 

Maximum der GluRS-Produktion durch B. megaterium DSM319 ist ca. 4 h nach 

1        2         3          4          5  6        7        8         9       10       11      12      13      14 Mr x 103 
 

66 
 

45 
36 

 
29 
24 
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Induktion der Genexpression festzustellen, trotzdem nimmt die Intensität der 

Proteinbande im Polyacrylamidgel auch 5 h nach Induktion kaum ab.  

Mit dieser sehr starken Produktion der GluRS aus B. subtilis kann wiederum gezeigt 

werden, dass B. megaterium ein idealer Wirt für die Produktion einer Vielzahl von 

Proteinen ist, deren Synthese gerade auch in den standardmäßig verwendeten E. coli 

Stämmen hohe Schwierigkeiten bereitet. Außerdem ist die sehr hohe GluRS-Produktion 

auch ein Hinweis darauf, dass B. megaterium analog zu B. subtilis sowohl tRNAGlu als 

auch tRNAGln für die Proteinbiosynthese initial mit Glutamat belädt und die nötige 

Amidotransferase besitzt, um die Misacylierung der tRNAGln zu revidieren. 
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3.12 Zusammenfassung 

 

 

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war die Etablierung eines gentechnisch optimierten 

Vitamin B12-Produktionsstammes auf Basis von B. megaterium. Zu diesem Zweck 

wurde ein Minimalmedium definiert, dass aerobes und anaerobes Wachstum 

verschiedener Vitamin B12 produzierender B. megaterium Stämme ermöglicht. Mit 

diesem Medium wurde die anaerobe Fermentation von Glucose zu Lactat in B. 

megaterium erstmals bestimmt. Außerdem konnten mit B. megaterium WH320 und 

WH419 die ersten Stämme identifiziert werden, die Fumarat als alternativen 

Endelektronenakzeptor unter Sauerstoffmangel nutzen. Die Vitamin B12-Biosynthese in 

B. megaterium wird unter anaeroben Bedingungen und durch Kobaltzusatz deutlich 

stimuliert. Weiterhin wurde eine Erhöhung der Vitamin B12-Produktion bei anaerober 

Glycerinfermentation festgestellt, die bei gleichzeitiger Fermentation von Glucose 

wieder unterdrückt wurde. Das hauptverantwortliche Protein der Katabolitrepression in 

B. megaterium, CcpA, ist allerdings nicht für diesen Effekt verantwortlich. Mit der 

rekombinanten Produktion von zwei Vitamin B12-Bindeproteinen wurden erste 

Untersuchungen zur Umgehung einer feed back-Inhibition der Vitamin B12-Biosynthese 

in B. megaterium durchgeführt. Es wurde nachgewiesen, dass eine aerobe Produktion 

des Redoxregulators Fnr ähnlich positive Effekte auf die Vitamin B12-Biosynthese zeigt 

wie Sauerstoffmangel, ohne aber dabei den für anaerobe Bedingungen üblichen 

Wachstumsverlust zu verursachen. Durch die rekombinante Überproduktion von drei 

Schlüsselenzymen der Vitamin B12-Biosynthese konnte gezeigt werden, dass nach der 

Bildung von Kobalt-Precorrin-3 weitere limitierende Schritte im Biosyntheseweg von 

Vitamin B12 existieren. Schließlich konnte das gesamte hemAXCDBL-Operon inkl. 

seiner Promotor- und Terminatorregion, sowie die erste Teilsequenz des vermutlichen 

hemEHY-Operons aus B. megaterium kloniert und sequenziert werden. Damit wurde die 

Grundlage einer gezielten Überproduktion von Metaboliten der Vitamin B12-

Biosynthese bei paralleler Repression der Hämbiosynthese gelegt. Alle Befunde in 

Kombination sind Grundlage für die weitere gerichtete Optimierung eines B. 

megaterium Vitamin B12-Produktionsstammes. 
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3.13 Ausblick 

 

 

� kurzfristig: 

- rekombinante Produktion eines Vitamin B12-Bindeproteins aus einem 
nah verwandten Gram-positiven Bakterium 

- Überexpression des hemAXCDBL-Operons zur Überproduktion von 
Vitamin B12-Vorläufermolekülen 

- Identifizierung des Promotorbereichs des hemEHY-Operons zur gezielten 
Repression der Hämbiosynthese 

- Etablierung von Techniken zur genetisch stabilen Integration in das 
Chromosom 

 

� mittelfristig: 

- quantitative Sekretion eines Vitamin B12-Bindeproteins mit gebundenem 
Cofaktor in das Wachstumsmedium  

- genetisch stabile und induzierbare Überproduktion von Metaboliten der 
Vitamin B12-Biosynthese bei gleichzeitiger genetisch stabiler Repression 
der Hämbiosynthese  

- Sequenzierung des kompletten Chromosoms  
- Identifizierung aller Enzyme und verbleibender limitierender Schritte der 

Vitamin B12-Biosynthese  
- Untersuchungen zur Regulation der Vitamin B12-Biosynthese  
- Identifizierung weiterer stimulierender Medienzusätze der Vitamin B12-

Biosynthese  
 

� langfristig: 

- Kombinationen gentechnischer Veränderungen die positive Effekte auf 
die Vitamin B12-Bildung ausüben zur Konstruktion des „optimalen“ B. 
megaterium Vitamin B12-Produktionsstammes 

- Definierung optimaler Wachstumsbedingungen bei gleichzeitig 
maximaler Vitamin B12-Bildung für den finalen Vitamin B12-
Produktionsstamm 
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5. Anhang 

 

 

 
5.1 DNA-Sequenz des hemAXCDBL-Operons aus Bacillus  megaterium und aus 

ihr abgeleitete Aminosäuresequenz der kodierten Proteine inkl. der 

angrenzenden doppelsträngig sequenzierten DNA-Bereiche und 

regulatorischer Promotorsequenzen 
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5.2 Vergleich der vom hemA-Gen aus Bacillus megaterium abgeleiteten 

Aminosäuresequenz mit Aminosäuresequenzen von GluTRs (HemA) aus 

Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und 

Methanococcus janaschii 
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5.3 Vergleich der vom hemL-Gen aus Bacillus megaterium abgeleiteten 

Aminosäuresequenz mit Aminosäuresequenzen von Glutamat-I-

Semialdehyd-2,1-Aminomutasen (HemL) aus Bacillus subtilis, Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa und Methanococcus janaschii 
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5.4 Vergleich der vom hemE-Genfragment aus Bacillus megaterium 

abgeleiteten Aminosäuresequenz mit Aminosäuresequenzen von Uro`gen-

Decarboxylasen (HemE) aus Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas 

aeruginosa und Homo sapiens 
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5.5 Karte und DNA-Sequenz des Expressionsplasmids pWH1520 

 

 

 
 

Dargestellt in blau sind essentielle Gene für die Kontrolle des xylA-Promotors, in rot 
Antibiotikaresistenzgene und in grün Loci verantwortlich für die Replikation von pWH1520. Die 
genetischen Elemente sind im Folgenden aufgelistet (k : kodierende Sequenz auf dem komplementären 
Strang): 

 
Name Position (bp) Funktion 
xylA'         9..  200 Fragment des Gens für die Xyloseisomerase (ORF bis 

326) aus B. megaterium 
''tc     298..  595 Fragment eines Tetracyclinresistenzgens aus E. coli 
ori     705..1368 Replikationsursprung für E. coli 
amp k 1531..2391  Ampicillinresistenzgen von E. coli 
tet k 2657..4033  Tetracyclinresistenzgen aus B. cereus 
repU k 4233..5216 Für Replikation des Plasmids notwendiges Gen aus 

B. cereus 
copT  5133..5314 Locus verantwortlich für Inkompatibilität mit anderen 

Plasmiden 
  5228..5285 Schleife in mRNA, die die Kopienzahl des Plasmids 

beeinflusst 
oriU   5389..5415 Replikationsursprung aus B. cereus 
tc'  5910..6026 Fragment eines Tetracyclinresistenzgens aus E. coli 
xylR  k 6546..7712 Gen für den Xylose-Repressor aus B. megaterium 
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   1 AATGACAAAT GGTCCAAACT AGTACTAATA AAATTAATCA TTTTGAAAGC GCAAACAAAG 
  61 TTTTATACGA AGGTAAAGAT TCTAAAAATC CTTTAGCTTT TAAATACTAT AACCCTGAAG 
 121 AAGTAGTAGG CGGTAAAACG ATGAAAGATC AGCTGCGTTT TTCTGTTGCT TACTGGCACC 
 181 AGTTTACAGC AGATGGTACG GATCAATTCG AGCTCGGTAC CCGGGGATCC TCTAGAGTCG 
 241 ACCTGCAGGC ATGCAAGCTT TCGCGAGCTC GAGATCTAGA TATCGATGAA TTGATCCGAC 
 301 GCGAGGCTGG ATGGCCTTCC CCATTATGAT TCTTCTCGCT TCCGGCGGCA TCGGGATGCC 
 361 CGCGTTGCAG GCCATGCTGT CCAGGCAGGT AGATGACGAC CATCAGGGAC AGCTTCAAGG 
 421 ATCGCTCGCG GCTCTTACCA GCCTAACTTC GATCACTGGA CCGCTGATCG TCACGGCGAT 
 481 TTATGCCGCC TCGGCGAGCA CATGGAACGG GTTGGCATGG ATTGTAGGCG CCGCCCTATA 
 541 CCTTGTCTGC CTCCCCGCGT TGCGTCGCGG TGCATGGAGC CGGGCCACCT CGACCTGAAT 
 601 GGAAGCCGGC GGCACCTCGC TAACGGATTC ACCACTCCAA GAATTGGAGC CAATCAATTC 
 661 TTGCGGAGAA CTGTGAATGC GCAAACCAAC CCTTGGCAGA ACATATCCAT CGCGTCCGCC 
 721 ATCTCCAGCA GCCGCACGCG GCGCATCTCG GGCCGCGTTG CTGGCGTTTT TCCATAGGCT 
 781 CCGCCCCCCT GACGAGCATC ACAAAAATCG ACGCTCAAGT CAGAGGTGGC GAAACCCGAC 
 841 AGGACTATAA AGATACCAGG CGTTTCCCCC TGGAAGCTCC CTCGTGCGCT CTCCTGTTCC 
 901 GACCCTGCCG CTTACCGGAT ACCTGTCCGC CTTTCTCCCT TCGGGAAGCG TGGCGCTTTC 
 961 TCATAGCTCA CGCTGTAGGT ATCTCAGTTC GGTGTAGGTC GTTCGCTCCA AGCTGGGCTG 
1021 TGTGCACGAA CCCCCCGTTC AGCCCGACCG CTGCGCCTTA TCCGGTAACT ATCGTCTTGA 
1081 GTCCAACCCG GTAAGACACG ACTTATCGCC ACTGGCAGCA GCCACTGGTA ACAGGATTAG 
1141 CAGAGCGAGG TATGTAGGCG GTGCTACAGA GTTCTTGAAG TGGTGGCCTA ACTACGGCTA 
1201 CACTAGAAGG ACAGTATTTG GTATCTGCGC TCTGCTGAAG CCAGTTACCT TCGGAAAAAG 
1261 AGTTGGTAGC TCTTGATCCG GCAAACAAAC CACCGCTGGT AGCGGTGGTT TTTTTGTTTG 
1321 CAAGCAGCAG ATTACGCGCA GAAAAAAAGG ATCTCAAGAA GATCCTTTGA TCTTTTCTAC 
1381 GGGGTCTGAC GCTCAGTGGA ACGAAAACTC ACGTTAAGGG ATTTTGGTCA TGAGATTATC 
1441 AAAAAGGATC TTCACCTAGA TCCTTTTAAA TTAAAAATGA AGTTTTAAAT CAATCTAAAG 
1501 TATATATGAG TAAACTTGGT CTGACAGTTA CCAATGCTTA ATCAGTGAGG CACCTATCTC 
1561 AGCGATCTGT CTATTTCGTT CATCCATAGT TGCCTGACTC CCCGTCGTGT AGATAACTAC 
1621 GATACGGGAG GGCTTACCAT CTGGCCCCAG TGCTGCAATG ATACCGCGAG ACCCACGCTC 
1681 ACCGGCTCCA GATTTATCAG CAATAAACCA GCCAGCCGGA AGGGCCGAGC GCAGAAGTGG 
1741 TCCTGCAACT TTATCCGCCT CCATCCAGTC TATTAATTGT TGCCGGGAAG CTAGAGTAAG 
1801 TAGTTCGCCA GTTAATAGTT TGCGCAACGT TGTTGCCATT GCTGCAGGCA TCGTGGTGTC 
1861 ACGCTCGTCG TTTGGTATGG CTTCATTCAG CTCCGGTTCC CAACGATCAA GGCGAGTTAC 
1921 ATGATCCCCC ATGTTGTGCA AAAAAGCGGT TAGCTCCTTC GGTCCTCCGA TCGTTGTCAG 
1981 AAGTAAGTTG GCCGCAGTGT TATCACTCAT GGTTATGGCA GCACTGCATA ATTCTCTTAC 
2041 TGTCATGCCA TCCGTAAGAT GCTTTTCTGT GACTGGTGAG TACTCAACCA AGTCATTCTG 
2101 AGAATAGTGT ATGCGGCGAC CGAGTTGCTC TTGCCCGGCG TCAACACGGG ATAATACCGC 
2161 GCCACATAGC AGAACTTTAA AAGTGCTCAT CATTGGAAAA CGTTCTTCGG GGCGAAAACT 
2221 CTCAAGGATC TTACCGCTGT TGAGATCCAG TTCGATGTAA CCCACTCGTG CACCCAACTG 
2281 ATCTTCAGCA TCTTTTACTT TCACCAGCGT TTCTGGGTGA GCAAAAACAG GAAGGCAAAA 
2341 TGCCGCAAAA AAGGGAATAA GGGCGACACG GAAATGTTGA ATACTCATAC TCTTCCTTTT 
2401 TCAATATTAT TGAAGCATTT ATCAGGGTTA TTGTCTCATG AGCGGATACA TATTTGAATG 
2461 TATTTAGAAA AATAAACAAA TAGGGGTTCC GCGCACATTT CCCCGAAAAG TGCCACCTGA 
2521 CGTCTAAGAA ACCATTATTA TCATGACATT AACCTATAAA AATAGGCGTA TCACGAGGCC 
2581 CTTTCGTCTT CAAGAATTCC TGTTATAAAA AAAGGATCAA TTTTGAACTC TCTCCCAAAG 
2641 TTGATCCCTT AACGATTTAG AAATCCCTTT GAGAATGTTT ATATACATTC AAGGTAACCA 
2701 GCCAACTAAT GACAATGATT CCTGAAAAAA GTAATAACAA ATTACTATAC AGATAAGTTG 
2761 ACTGATCAAC TTCCATAGGT AACAACCTTT GATCAAGTAA GGGTATGGAT AATAAACCAC 
2821 CTACAATTGC AATACCTGTT CCCTCTGATA AAAAGCTGGT AAAGTTAAGC AAACTCATTC 
2881 CAGCACCAGC TTCCTGCTGT TTCAAGCTAC TTGAAACAAT TGTTGATATA ACTGTTTTGG 
2941 TGAACGAAAG CCCACCTAAA ACAAATACGA TTATAATTGT CATGAACCAT GATGTTGTTT 
3001 CTAAAAGAAA GGAAGCAGTT AAAAAGCTAA CAGAAAGAAA TGTAACTCCG ATGTTTAACA 
3061 CGTATAAAGG ACCTCTTCTA TCAACAAGTA TCCCACCAAT GTAGCCGAAA ATAATGACAC 
3121 TCATTGTTCC AGGGAAAATA ATTACACTTC CGATTTCGGC AGTACTTAGC TGGTGAACAT 
3181 CTTTCATCAT ATAAGGAACC ATAGAGACAA ACCCTGCTAC TGTTCCAAAT ATAATTCCCC 
3241 CACAAAGAAC TCCAATCATA AAAGGTATAT TTTTCCCTAA TCCGGGATCA ACAAAAGGAT 
3301 CTGTTACTTT CCTGATATGT TTTACAAATA TCAGGAATGA CAGCACGCTA ACGATAAGAA 
3361 AAGAAATGCT ATATGATGTT GTAAACAACA TAAAAAATAC AATGCCTACA GACATTAGTA 
3421 TAATTCCTTT GATATCAAAA TGACCTTTTA TCCTTACTTC TTTCTTTAAT AATTTCATAA 
3481 GAAACGGAAC AGTGATAATT GTTATCATAG GAATGAGTAG AAGATAGGAC CAATGAATAT 
3541 AATGGGCTAT CATTCCACCA ATCGCTGGAC CGACTCCTTC TCCCATGGCT ACTATCGATC 
3601 CAATAAGACC AAATGCTTTA CCCCTATTTT CCTTTGGAAT ATAGCGCGCA ACTACAACCA 
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3661 TTACGAGTGC TGGAAATGCA GCTGCACCAG CCCCTTGAAT AAAACGAGCC ATAATAAGTA 
3721 AGGAAAAGAA AGAATGGCCA ACAAACCCAA TTACCGACCC GAAACAATTT ATTATAATTC 
3781 CAAATAGGAG TAACCTTTTG ATGCCTAATT GATCAGATAG CTTTCCATAT ACAGCTGTTC 
3841 CAATGGAAAA GGTTAACATA AAGGCTGTGT TCACCCAGTT TGTACTCGCA GGTGGTTTAT 
3901 TAAAATCATT TGCAATATCA GGTAATGAGA CGTTCAAAAC CATTTCATTT AATACGCTAA 
3961 AAAAAGATAA AATGCAAAGC CAAATTAAAA TTTGGTTGTG TCGTAAATTC GATTGTGAAT 
4021 AGGATGTATT CACATTTCAC CCTCCAATAA TGAGGGCAGA CGTAGTTTAT AGGGTTAATG 
4081 ATACGCTTCC CTCTTTTAAT TGAACCCTGT TACATTCATT ACACTTCATA ATTAATTCCT 
4141 CCTAAACTTG ATTAAAACAT TTTACCACAT ATAAACTAAG TTTTAAATTC AGTATTTCAT 
4201 CACTTATACA ACAATATGGC CCGTTTGTTG AACTACTCTT TAATAAAATA ATTTTTCCGT 
4261 TCCCAATTCC ACATTGCAAT AATAGAAAAT CCATCTTCAT CGGCTTTTTC GTCATCATCT 
4321 GTATGAATCA AATCGCCTTC TTCTGTGTCA TCAAGGTTTA ATTTTTTATG TATTTCTTTT 
4381 AACAAACCAC CATAGGAGAT TAACCTTTTA CGGTGTAAAC CTTCCTCCAA ATCAGACAAA 
4441 CGTTTCAAAT TCTTTTCTTC ATCATCGGTC ATAAAATCCG TATCCTTTAC AGGATATTTT 
4501 GCAGTTTCGT CAATTGCCGA TTGTATATCC GATTTATATT TATTTTTCGG TCGAATCATT 
4561 TGAACTTTTA CATTTGGATC ATAGTCTAAT TTCATTGCCT TTTTCCAAAA TTGAATCCAT 
4621 TGTTTTTGAT TCACGTAGTT TTCTGTATTC TTAAAATAAG TTGGTTCCAC ACATACCAAT 
4681 ACATGCATGT GCTGATTATA AGAATTATCT TTATTATTTA TTGTCACTTC CGTTGCACGC 
4741 ATAAAACCAA CAAGATTTTT ATTAATTTTT TTATATTGCA TCATTCGGCG AAATCCTTGA 
4801 GCCATATCTG ACAAACTCTT ATTTAATTCT TCGCCATCAT AAACATTTTT AACTGTTAAT 
4861 GTGAGAAACA ACCAACGAAC TGTTGGCTTT TGTTTAATAA CTTCAGCAAC AACCTTTTGT 
4921 GACTGAATGC CATGTTTCAT TGCTCTCCTC CAGTTGCACA TTGGACAAAG CCTGGATTTA 
4981 CAAAACCACA CTCGATACAA CTTTCTTTCG CCTGTTTCAC GATTTTGTTT ATACTCTAAT 
5041 ATTTCAGCAC AATCTTTTAC TCTTTCAGCC TTTTTAAATT CAAGAATATG CAGAAGTTCA 
5101 AAGTAATCAA CATTAGCGAT TTTCTTTTCT CTCCATGGTC TCACTTTTCC ACTTTTTGTC 
5161 TTGTCCACTA AAACCCTTGA TTTTTCATCT GAATAAATGC TACTATTAGG ACACATAATA 
5221 TTAAAAGAAA CCCCCATCTA TTTAGTTATT TGTTTGGTCA CTTATAACTT TAACAGATGG 
5281 GGTTTTTCTG TGCAACCAAT TTTAAGGGTT TTCAATACTT TAAAACACAT ACATACCAAC 
5341 ACTTCAACGC ACCTTTCAGC AACTAAAATA AAAATGACGT TATTTCTATA TGTATCAAGA 
5401 TAAGAAAGAA CAAGTTCAAA ACCATCAAAA AAAGACACCT TTTCAGGTGC TTTTTTTATT 
5461 TTATAAACTC ATTCCCTGAT CTCGACTTCG TTCTTTTTTT ACCTCTCGGT TATGAGTTAG 
5521 TTCAAATTCG TTCTTTTTAG GTTCTAAATC GTGTTTTTCT TGGAATTGTG CTGTTTTATC 
5581 CTTTACCTTG TCTACAAACC CCTTAAAAAC GTTTTTAAAG GCTTTTAAGC CGTCTGTACG 
5641 TTCCTTAAGG AATTCTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAT AAGCTTTAAT GCGGTAGTTT 
5701 ATCACAGTTA AATTGCTAAC GCAGTCAGGC ACCGTGTATG AAATCTAACA ATGCGCTCAT 
5761 CGTCATCCTC GGCACCGTCA CCCTGGATGC TGTAGGCATA GGCTTGGTTA TGCCGGTACT 
5821 GCCGGGCCTC TTGCGGGATA TCGTCCATTC CGACAGCATC GCCAGTCACT ATGGCGTGCT 
5881 GCTAGCGCTA TATGCGTTGA TGCAATTTCT ATGCGCACCC GTTCTCGGAG CACTGTCCGA 
5941 CCGCTTTGGC CGCCGCCCAG TCCTGCTCGC TTCGCTACTT GGAGCCACTA TCGACTACGC 
6001 GATCATGGCG ACCACACCCG TCCTGTGGAT CTGACGCGTG TAACTGCGAA GGTAAAACGG 
6061 GTGATTGAAA ATAAACTAAC AAATGAAGAG GAACGAAAGA GAAGTCTAGA ATTTGTTACG 
6121 TTTATATCGG ATGAATTACT GCAAAATGAT ACGGAGCCTC GCACATTTAT TATTCAGAAC 
6181 TCTCTTTTAT CGCTAGAGAA AATCCATACT CTCGCACAGA CCAAAGAGGT AGAGGAATAT 
6241 AAAGAAGTCA TAACTACTCT GACAAGACAT GATTCATAAT TTGAAAAGCA GGTAAACTAA 
6301 CCCAAAAGGC AAGACTCTCC GTAGTTTAGA AAAGAGCAGG TTGCTAATAA CATATAAACA 
6361 GCCAGTTGCC GTTATGATAG GTGACTGGCT GCATGGGATG AAAAGGTGAG GGTGGAGACA 
6421 GACATAACAC TCTTAATAGA AGAGGGTAAT TCTTTCTCTT TTATAGAAAA TCAATTAATT 
6481 GAAAGTAGCT CCTTCATTCT TAAGATCAAC GTGATATAGG TTTGCTAACC TTTGCGTTCA 
6541 CTTAACTAAC TTATAGGGGT AACACTTAAA AAAGAATCAA TAACGATAGA AACCGCTCCT 
6601 AAAGCAGGTG CATTTTTTCC TAACGAAGAA GGCAATAGTT CACATTTATT GTCTAAATGA 
6661 GAATGGACTC TAGAAGAAAC TTCGTTTTTA ATCGTATTTA AAACAATGGG ATGAGATTCA 
6721 ATTATATGAT TTCTCAAGAT AACAGCTTCT ATATCAAATG TATTAAGGAT ATTGGTTAAT 
6781 CCAATTCCGA TATAAAAGCC AAAGTTTTGA AGTGCATTTA ACATTTCTAC ATCATTTTTA 
6841 TTTGCGCGTT CCACAATCTC TTTTCGAGAA ATATTCTTTT CTTCTTTAGA GAGCGAAGCC 
6901 AGTAACGCTT TTTCAGAAGC ATATAATTCC CAACAGCCTC GATTTCCACA GCTGCATTTG 
6961 GGTCCATTAA AATCTATCGT CATATGACCC ATTTCCCCAG AAAAACCCTG AACACCTTTA 
7021 TACAATTCGT TGTTAATAAC AAGTCCAGTT CCAATTCCGA TATTAATACT GATGTAAACG 
7081 ATGTTTTCAT AGTTTTTTGT CATACCAAAT ACTTTTTCAC CGTATGCTCC TGCATTAGCT 
7141 TCATTTTCAA CAAAAACCGG AACATTAAAC TCACTCTCAA TTAAAAACTG CAAATCTTTG 
7201 ATATTCCAAT TTAAGTTAGG CATGAAAATA ATTTGCTGAT GACGATCTAC AAGGCCTGGA 
7261 ACACAAATTC CTATTCCGAC TAGACCATAA GGGGACTCAG GCATATGGGT TACAAAACCA 
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7321 TGAATAAGTG CAAATAAAAT CTCTTTTACT TCACTAGCGG AAGAACTAGA CAAGTCAGAA 
7381 GTCTTCTCGA GAATAATATT TCCTTCTAAG TCGGTTAGAA TTCCGTTAAG ATAGTCGACT 
7441 CCTATATCAA TACCAATCGA GTAGCCTGCA TTCTTATTAA AAACAAGCAT TACAGGTCTT 
7501 CTGCCGCCTC TAGATTGCCC TGCCCCAATT TCAAAAATAA AATCTTTTTC AAGCAGTGTA 
7561 TTTACTTGAG AGGAGACAGT AGACTTGTTT AATCCTGTAA TCTCAGAGAG AGTTGCCCTG 
7621 GAGACAGGGG AGTTCTTCAA AATTTCATCT AATATTAATT TTTGATTCAT TTTTTTTACT 
7681 AAAGCTTGAT CTGCAATTTG AATAATAACC ACTCCTTTGT TTATCCACCG AACTAAGTTG 
7741 GTGTTTTTTG AAGCTTGAAT TAGATATTTA AAAGTATCAT ATCTAATATT ATAACTAAAT 
7801 TTTCTAAAAA AAACATTGAA ATAAACATTT ATTTTGTATA TGATGAGATA AAGTTAGTTT 
7861 ATTGGATAAA CAAACTAACT CAATTAAGAT AGTTGATGGA TAAACTTGTT CACTTAAATC 
7921 AAAGGGGGA 
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