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Einleitung 2

1. Einleitung

1.1 Das Tetrapyrrol Vitamin B;,

1.1.1 Tetrapyrrole — ubiquitire Bestandteile zelluldrer Biochemie

Tetrapyrrole finden sich in nahezu allen erforschten Organismen dieser Erde. Sie
besitzen sowohl zentrale Funktionen im Rahmen der elektronentransportabhingigen
Energiekonservierung, als auch als prosthetische Gruppen einer Vielzahl von Enzymen.
Man unterscheidet sieben verschiedene Tetrapyrrolklassen: Hime, Chlorophylle,
Bacteriochlorophylle, Sirohdm, Coenzym F430, offenkettige Tetrapyrrole sowie die
Corrinoide wie z.B. Vitamin Bj;. Allen Tetrapyrrolen ist gemein, dass die vier
Pyrroleinheiten mit Ausnahme des Corrinringes der Corrinoide, durch vier
Methinbriicken miteinander verkniipft sind. Sie komplexieren verschiedene zentral
angeordnete Metallionen wie Eisen, Magnesium, Cobalt und Nickel. Die Corrinoide
und damit auch Vitamin B;,, weisen nur drei der vier Methinbriicken auf. Die
verschiedenen Reduktionszustinde, die Diversitit der Ringsubstituenten, die
unterschiedlichen komplexierten zentralen Metallionen und im Falle der Corrinoide
auch weitere vom Zentralion Cobalt komplexierte Liganden unterschiedlicher Art, sind
Grundlage fiir die mannigfaltigen biologischen Funktionen dieser Stoffklasse.

Die in der Natur vorkommenden Endprodukte der Corrinoid-Biosynthese sind 5°-
Desoxyadenosylcobalamin (Coenzym Bj;) und Methylcobalamin (MeCbl), wihrend
Vitamin B, per Definition fiir Cyanocobalamin (CNCbl) steht, das die hauptsichlich
von der Industrie hergestellte und gehandelte Form darstellt. In dieser Arbeit soll aber,
wenn nicht speziell angegeben, Vitamin B, einheitlich fiir die Bezeichnung aller drei
analogen Molekiile stehen. Die Abbildung 1 gibt einen kurzen Uberblick iiber die

Strukturen von sechs biologisch bedeutungsvollen Tetrapyrrolen (Jahn ez al., 1996).
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Abb. 1: Strukturen von sechs biologisch wichtigen zyklischen Tetrapyrrolen zusammen mit ihrem
gemeinsamen Vorldufermolekiil Uroporphyrinogen III.

1.1.2  Vitamin B),: Entdeckung, Struktur und historischer Uberblick

Bereits in den zwanziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde Vitamin B, iiber seine
zentrale Bedeutung fiir den menschlichen Korper durch Minot und Murphy beschrieben.
Im Jahre 1948 konnte Vitamin B, erstmals gereinigt und isoliert werden (Rickes et al.,
1948a, b), so dass bereits wenige Jahre spiter, im Jahre 1955, die Aufklarung der
komplexen dreidimensionalen Kristallstruktur von CNCbl durch die Gruppe von
Hodgkin gelang (Hodgkin ef al., 1955, 1956, 1957). Diese herausragenden Arbeiten
wurden wenige Jahre spiter nach der Isolierung und erfolgreichen Kristallisation durch
Barker mit der Bestimmung der dreidimensionalen Rontgenstruktur von Coenzym B,

gekront (Barker et al., 1958; Lenhert und Hodgkin, 1961). In Abbildung 2 ist die
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dreidimensionale Kristallstruktur von Coenzym B;, dargestellt, wihrend Abbildung 3

die Struktur von Vitamin B, in Valenzstrichformelschreibweise wiedergibt.

Abb. 2: Kristallstruktur von Coenzym Bj,. Dabei sind das Co(Ill)-Zentralion (blau), der Cobyrsiurering
(rot), der 5 -Desoxyadenosylligand (griin) und der 5,6-Dimethylbenzimidazolnukleotidarm
(gelb) farblich unterschieden (Lenhert und Hodgkin, 1961).

Abb. 3: Struktur von Vitamin By, in Valenzstrichformelschreibweise (R = 5 -Desoxyadenosyl ergibt
Coenzm B>, R = Methyl ergibt MeCbl, R= CN ergibt CNCbl).
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Coenzym Bj, hat eine M, von 1580. Zentrales Strukturelement ist der aus vier
Pyrroleinheiten aufgebaute Cobyrsdurering. Dieser Porphonoidring unterscheidet sich
von den Porphyrinen, wie z. B. Hamen und Chlorophyllen, signifikant durch die
fehlende Methinbriicke 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 (IIl)-Zentralion, das durch jeweils ein
Stickstoffatom der vier Tetrapyrrolringe planar komplexiert wird. Der fiinfte Ligand der
Koordinationssphire wird vom N’-Atom eines 5,6-Dimethylbenzimidazol (DBI) -
nukleotids geliefert. DBI ist iiber seine Phosphatgruppe mit einer Aminopropanolgruppe
verestert, die wiederum {iiber eine Amidbindung mit einer Propansiureseitenkette des
Ringes D kovalent verkniipft ist. Die oktaedrische Koordinationssphire des Co (III)-
Zentralions wird vervollstandigt durch das C-5"-Atom eines 5 -Desoxyadenosylrestes.
Die dadurch gebildete C-Co-Bindung ist die einzige bekannte Metall-
Kohlenstoffbindung in biologischen Molekiilen. 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 tiblich, sondern es entstehen durch Homolyse zwei Radikale.
Dies ist auch die Grundlage fiir die katalytische Wirkung von Vitamin B;,, denn es
fungiert in nahezu allen Vitamin Bj,-katalysierten Reaktionen als biologischer
Radikalgenerator. Wenige Ausnahmen dieser Regel sind nur fiir MeCbl-katalysierte
Reaktionen bekannt, bei denen ein Methylanion {ibertragen wird.

In einer bahnbrechenden iiber zehnjdhrigen Arbeit gelangen zwei Forschergruppen um
Eschenmoser und Woodward in den sechziger und siebziger Jahren des letzten
Jahrhunderts unter der Beteiligung von iiber 100 Wissenschaftlern die chemische
Totalsynthese von Vitamin B, (Eschenmoser, 1974). Parallel hierzu waren es
hauptsiachlich Forschungen an dem strikt anaeroben Bakterium Propionibacterium
shermanii, die weitere Erkenntnisse iiber Vitamin B, und seine Biosynthese erbrachten
(Scott, 1998). 1993 wurde dann durch eine herausragende wissenschaftliche Leistung
der gesamte aerobe Vitamin Bi,-Biosyntheseweg in Pseudomonas denitrificans durch
ein Forscherteam der Firma Rhone-Poulenc Rorer (RPR) in Zusammenarbeit mit
Battersby und Scott aufgeklirt (Thibaut ez al., 1998). Ende der 80er Jahre des letzten
Jahrhunderts begannen schlieBlich die ersten Untersuchungen zur Biochemie und
Regulation der anaeroben Vitamin Bi,-Biosynthese in Salmonella typhimurium, die

dann dhnlich tiefe Einsichten in das Verstindnis der Vitamin Bj,-Biosynthese lieferten
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wie die Untersuchungen zum aeroben Vitamin Bi,-Stoffwechsel in P. denitrificans
(Roth et al., 1996, Escalante-Semerana, 1999). Neueste Forschungen werden dabei
ergianzt durch Arbeiten zur Vitamin Bi,-Biosynthese in Bacillus megaterium (Raux et

al., 1998a, b).

1.1.3 Biologische Funktionen von Vitamin B,

Vitamin By, tritt in der Natur in zwei bekannten Formen in Erscheinung, zum einen als
Coenzym Bj,, zum anderen als MeCbl. In beiden Fillen handelt es sich um einen fiir
Vitamin Bj;-abhingige Enzyme essentiellen Cofaktor, der drei Reaktionstypen

katalysiert (Stroinsky und Schneider, 1987):

1. Methyltransfer zwischen zwei Molekiilen. Cofaktor hier ist ohne Ausnahme
MeCbl.
2. Intramolekularer Austausch zweier an benachbarten Kohlenstoffatomen

befindlicher Gruppen. Hierbei ist ein Substituent immer ein Wasserstoffatom,
wihrend der andere Substituent eine Aminogruppe, eine Hydroxylgruppe oder
ein substituierter Kohlenstoff sein kann. Cofaktor in diesen Fillen ist Coenzym
Bis.

3. Die Reduktion von Ribonukleotiden zu Desoxyribonukleotiden durch Coenzym

B12.

Eine interessante Vitamin Bj,-abhingige Reaktion ist die Bildung von Acetyl-CoA
durch Methylcorrinoide in einigen anaeroben Bakterien (Ragsdal, 1991). Hier wird eine
Methylgruppe von Methyltetrahydrofolat iiber ein Methylcorrinoid/Eisen-Schwefel-
Protein zur Kohlenmonoxid-Dehydrogenase iibertragen, welche aus CoenzymA, der
ibertragenen Methylgruppe und Kohlenmonoxid Acetyl-CoA synthetisiert. Ein weiteres
Beispiel fiir einen faszinierenden, Vitamin Bi,-abhingigen Methyltransfer ist die
Ubertragung einer Methylgruppe von Methyltetrahydromethanopterin auf CoenzymM

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

It

Reaktion setzt soviel Energie frei (AGy” = -30 klJ/mol), dass mit ihr eine
Natriumionentranslokation durchgefiihrt werden kann, die letztendlich zur Ausbildung

einer protonenmotorischen Kraft fithrt (Becher et al., 1992).
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Fiir Sdugetiere und den Menschen sind zwei Vitamin Bi;-abhingige Enzyme bekannt.
Dies ist zum einen die Homocystein-Methyltransferase, die durch Ubertragung 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 Aminosiduren Methionin, Isoleucin und Valin, sowie am Schlufl der B-Oxidation
ungeradzahliger Fettsduren 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.

A) CH; H
(0] ATP + CO, ADP+P; )</SCOA

\/l\ NS 00C"

SCoA Propionyl-CoA- o

Carboxylase

Propionyl-CoA (S)-Methylmalonyl-CoA

Methylmalonyl-CoA-Racemase l

o) H CH,

I }Q/SCOA
00c” N Nscoa -00C

(R)-Methylmalonyl- ||
CoA-Mutase 0

Succinyl-CoA (R)-Methylmalonyl-CoA
B)
H5N N H
2 = N.!_"z H
| H . P4
HN N H coo
! o
o CHs
N3-Methyl-THF L-Homosystein

Homocystein-Methyltransferase

H
H HaC /\/<
HN N ~s COO0/|
N SR
H
(6]

THF L-Methionin

Abb. 4: Durch Vitamin Bj, katalysierte Reaktionen in Sdugern (Martens et al., 2002). A) zeigt die
Reaktionsabfolge, in der die Vitamin Bj,-abhingige (R)-Methylmalonyl-CoA-Mutase von
Bedeutung ist, wihrend B) die Reaktion der Vitamin Bj;-abhingigen Methioninbiosynthese
darstellt. THF: Tetrahydrofolat.
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Menschliche Krankheitsformen, die auf Vitamin Bi,-Mangel zuriickzufiihren sind, sind
z. B. die Perniziose Andmie und die Methylmalonazidurie. Bei letzterer kommt es zu
einer Akkumulation von Methylmalonyl-CoA, das zu CoA und Methylmalonsiure
hydrolisiert wird. Die vermehrt gebildete Methylmalonsidure verringert den pH-Wert
und 16st dadurch die Azidurie aus. Zusétzlich wird das angehdufte Propionyl-CoA durch
Citrat Synthase mit Oxalessigsdure kondensiert und es entsteht giftiges 2-Methylcitrat,
ein vermutlicher Inhibitor der Aconitase (Martens et al., 2002). Die einst unheilbare
Perniziose Anamie, die zur Entdeckung von Vitamin By, fiihrte, ist augenscheinlich eine
Autoimmunkrankheit, bei der Antikorper gegen den Intrinsischen Faktor gebildet
werden; einem Bindeprotein, das hauptverantwortlich fiir die Vitamin Bj,-Resorption
im Magen ist (Stabler, 1999).

Da Vitamin Bj,-Mangel, ebenso wie Vitamin Bg- und Folsduremangel zu einem
erhohten Homocysteinspiegel im menschlichen Organismus fiihrt, handelt es sich somit
um einen Hauptrisikofaktor fiir Herzkrankheiten, Schlaganfall, Arteriosklerose etc..
Dieses Risiko nimmt gerade auch fiir dltere Menschen deutlich zu (Joosten et al., 1993)
und kann, zumindest im Fall einer Vitamin Bj,-Unterversorgung, auf eine immer
schlechtere Resorption des Vitamins aus der tédglichen Nahrung zuriickgefiihrt werden
(Allen und Casterline, 1994), die jedoch durch Nahrungserginzung mit Folsdure und
Vitamin B, leicht korrigiert werden kann. Schlie3lich spielt Vitamin B, auch fiir 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 B;,

Die Synthese und Nutzung von Vitamin Bj, zeigt eine charakteristische Verteilung
zwischen den Lebewesen. So scheint die Fihigkeit der de novo Biosynthese von
Vitamin Bj, auf einige Bakterien und Archaea beschrinkt zu sein, wihrend Tiere und
Protisten Vitamin B, fiir ihren Stoffwechsel benttigen, es aber nicht synthetisieren
konnen. Pflanzen und Pilze schlieBlich sind weder in der Lage Vitamin By, 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-Molekiilen an
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Biosynthese, Regulation und molekularem Autfbau von Vitamin Bj,, die auf einen
evolutiondren Grund fiir die Verteilung von Vitamin Bj,-Biosynthese und -Nutzung
innerhalb der Lebewesen hindeutet (Martens et al., 2002). Deshalb geht man heute
davon aus, dass Vitamin B, ein Relikt einer frithzeitlichen Lebensform ist. In einer
noch anaeroben Welt ohne Energiegewinnung mittels Elektronentransport und
Protonengradient standen nur kleine organische Molekiile zum Energiegewinn zur
Verfiigung (Roth et al., 1996). Das phylogenetisch dlteste Tetrapyrrol war danach
voraussichtlich Vitamin B, da es die Fermentation kleiner organischer Molekiile wie z.
B. 1,2-Propandiol (Diol-Dehydratase), Ethanolamin (Ethanolamin-Ammoniak-Lyase)
oder Glycerin (Glycerin-Dehydratase) ermoglichte und auch heute noch ermoglicht. Die
erwihnten Reaktionen sind in Abbildung 5 dargestellt, unter gleichzeitiger Angabe der
weiteren Verwendung des gebildeten Molekiils als Kohlenstoff- und Energiequelle
(Propionyl-CoA und Acetyl-CoA) bzw. als Oxidationsmittel entstandener
Reduktionsédquivalente (Propionaldehyd, Acetaldehyd und 3-Hydroxypropionaldehyd).

In einer Evolution des Vitamin Bj,-Biosyntheseweges spaltete sich zuerst die Synthese
von Sirohdm vom Vitamin Bj,-Biosyntheseweg ab. Damit war die Nutzung alternativer
anorganischer Elektronenakzeptoren wie Sulfit und Nitrit moglich. Danach entstand die
Chlorophyllbiosynthese, welche die Produktion von molekularem Sauerstoff zur Folge
hatte. SchlieBlich bildete sich die Hambiosynthese aus, deren Endprodukt der
Veratmung von Sauerstoff diente und bis heute dient. Ein weiteres Indiz fiir diese
Annahme gibt die Priasenz eines altertiimlichen Hambiosyntheseweges in
Desulfovibrio vulgaris, der die ersten Schritte der Vitamin Bj,-Biosynthese nutzt (Ishida
et al., 1998). Je mehr Sauerstoff den Organismen zur Verfiigung stand, desto mehr
verlor Vitamin Bj, seine urspriingliche zentrale Funktion und wurde in neuartige,
spezialisierte Funktionen eingebunden, die Vitamin B, auch heute noch fiir viele
Lebewesen, wie auch den Menschen, essentiell machen. Abbildung 6 zeigt eine

Einordnung der Vitamin B,-Biosynthese in die allgemeine Tetrapyrrolbiosynthese.
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Abb. 5: Anaerobe Fermentation von kleinen organischen Molekiilen durch Coenzym Bj,-katalysierte
Reaktionen zur Bildung von Energie- und Kohlenstoffquellen (Propionyl-CoA und Acetyl-CoA)
und von Oxidationsmitteln fiir Reduktionsidquivalente (NADH) (Roth et al., 1996).
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Abb. 6: Ubersicht iiber die Tetrapyrrolbiosynthese und Einordnung der Vitamin B,- (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 ungeklirt ist. (Jahn et al., 1996).

1.1.5 Der Biosyntheseweg aller Tetrapyrrole bis zum Uroporphyrinogen 111

Das erste gemeinsame Vorlidufermolekiil aller bis heute bekannten Tetrapyrrole ist die
5-Aminoldavulinsdure (ALA). Ihre Biosynthese geht in Pflanzen, Archaea sowie in allen

Bakterien, auBler der a-Gruppe der Proteobakterien, vom Cs-Geriist 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 fiir das initiale Enzym
Glutamyl-tRNA-Reduktase (hemA) in Bakterien von besonderer Bedeutung (Schobert
und Jahn, 2002). Diese Beobachtung bildete eine wichtige Grundlage fiir experimentelle
Ansitze dieser Arbeit. Aus der gebildeten ALA wird in drei weiteren Reaktionsschritten
das letzte gemeinsame  Vorldufermolekiil aller = bekannten  Tetrapyrrole,
Uroporphyrinogen III (Uro gen), gebildet (zusammengefasst in Jahn et al., 1996). Die
dazugehorigen Biosyntheseschritte sind in Abbildung 7 wiedergegeben.

COOH
HoN {ANA COOH COOH COOH
© 2 Hzo HOOC
(e}
NADPH PMP
_—
Glutamyl-tRNA Glutamat-1- ALA- Dehydratase /N
Reduktase Semialdehyd- (hemB) N
(hemA) Glutamat-1- 2,1-Aminomutase 5-Amino- NH,
Semialdehyd (hemL) lavulinsaure
Porphobilinogen
Glutamyl-tRNA
P A
A H0 4NH; H0
Urogen- Porphobilinogen-
Synthase Dp iinog
(hemD) eaminase
A A (hem0)
P P
Uroporphyrinogen I Pré&-Uroporphyrinogen

Abb. 7: Biosynthese von Uro gen, dem letzten gemeinsamen Vorldufermolekiil aller Tetrapyrrole. Die
bakteriellen Gene sind in Klammern unter den Enzymen angegeben. Die Ringsubstituenten sind
mit A fiir Acetat und P fiir Propionat abgekiirzt. PMP: Pyridoxaminphosphat

1.1.6 Vitamin B,-Biosynthese

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

von Publikationen die quasi die Aufklirung der kompletten Vitamin B,-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 B,-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 fiir
die Synthese eines so komplexen Molekiils wie Vitamin B;, zwei prinzipiell
verschiedene Synthesewege gibt: einen sauerstoffabhingigen (P. denitrificans), sowie
einen sauerstoffunabhingigen (P. shermanii, S. typhimurium, B. megaterium)
Biosyntheseweg. Inzwischen zeichnen sich vielfiltige Mischformen beider Prinzipien
fiir die Vitamin Bi,-Biosynthese in Bakterien und Archaea ab, deren Ausprigung direkt
mit den metabolen Kapazititen des jeweiligen Organismus korrelieren.

Nach der Bildung von Uro'gen, dem letzten gemeinsamen Vorldufermolekiil aller
Tetrapyrrole, fiihrt seine durch HemE katalysierte Decarboxylierung weiter in Richtung
der Hiam- und Chlorophyllbiosynthese. Die (S)-Adenosylmethionin (SAM) -abhingige
Zweitachmethylierung an C-2 und C-7 von Uro gen resultiert hingegen in der Bildung
von Precorrin-2 und fiihrt u. a. weiter in Richtung Vitamin Bi,-Biosynthese. Dieser
essentielle Schritt, um den Fluss der Metaboliten in Richtung der Vitamin Bj,-
Biosynthese zu leiten, wird in P. denitrificans und B. megaterium durch das cobA-
Genprodukt S-Adenosylmethionin:Uroporphyrinogen III-Methyltransferase (SUMT)
katalysiert (Blanche er al., 1989; Robin et al., 1991). Das gebildete Precorrin-2 stellt
wiederum das letzte gemeinsame Vorldufermolekiil der Sirohdm-, Coenzym F,3- und
Vitamin Bi,-Biosynthese dar. Auch kommt es zu diesem Zeitpunkt innerhalb der
Vitamin Bj,-Biosynthese zu einer Trennung zwischen dem sauerstoffabhingigen und
dem sauerstoffunabhingigen Biosyntheseweg. So wird im sauerstoffabhingigen Weg
Precorrin-2 an C-20 unter Bildung von Precorrin-3A durch Cobl methyliert, wihrend
im sauerstoffunabhingigen Weg bereits zu diesem frithen Zeitpunkt Kobalt unter
Bildung von Kobalt-Precorrin-2 in den Tetrapyrrolring eingebaut wird. Erst danach
findet auch im sauerstoffunabhingigen Biosyntheseweg die analoge, durch CbiL
katalysierte, SAM-abhingige 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 anschlieBend Kobalt-Sirohydrochlorin
durch CbiL zu Kobalt-Faktor IIT methyliert werden konnte.
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Wihrend im sauerstoffunabhingigen Weg also zu einem sehr frithen Zeitpunkt Kobalt
in den Tetrapyrrolring insertiert wird, geschieht dies im sauerstoffabhingigen
Biosyntheseweg erst nach neun weiteren Reaktionsschritten. FEin 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 Fey-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 unterstiitzt, dass durch den
Wechsel seiner Oxidationsstufe von +3 zu +1 eine Oxidation herbeifiihrt, die in der
Abspaltung des C-20 als Acetaldehyd resultiert (Scott, 1998).

Nach der Trennung des sauerstoffabhidngigen und des sauerstoffunabhingigen Vitamin
B,-Biosyntheseweges auf der Stufe von Precorrin-2 kommen beide Wege nach der
Bildung der Adenosylcobyrsiure 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 verkniipft. Der
zweite, untere Ligand des Vitamin Bj,-Molekiils wird nun synthetisiert durch die
Amidierung der Propionatseitenkette an C-17 mit (R)-1-Amino-2-propanol unter
Bildung von Cobinamid. Dieses wird schlie3lich durch GDP aktiviert und mit a-Ribazol
unter Freisetzung von GMP kovalent verkniipft. Fiir die komplette de novo Biosynthese
des Biosyntheseendprodukts Coenzym B, werden damit insgesamt mehr als 30 Gene
benotigt, was ca. 1 % eines kompletten, prokaryotischen Genoms ausmachen kann
(Roth et al., 1993). Eine Ubersicht iiber die allgemeine Vitamin Bi,-Biosynthese nach
der Bildung von Uro"gen ist in Abbildung 8 wiedergegeben.
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1.1.7 Industrielle Vitamin B,,-Produktion

Bereits vor ca. 30 Jahren konnte in einer bahnbrechenden Arbeit die chemische
Totalsynthese von Vitamin B, durch die Forschergruppen um Eschenmoser und
Woodward realisiert werden (Eschenmoser, 1974). Trotzdem bleibt die industrielle
Anwendung dieser Erkenntnisse aufgrund der hohen Komplexitdt von Vitamin B, und
der daraus resultierenden mehr als 70 Syntheseschritte, die zu seiner Vollsynthese
benotigt werden, bis zum heutige Tage eine Utopie. Darum wird Vitamin By, im
industriellen Mafstab ausschlieBlich durch die biotechnologische Fermentation
selektionierter genetisch modifizierter Bakterien gewonnen. Fast der gesamte Vitamin
B,-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 iiber 80 % des weltweiten Angebots an Vitamin B,
produziert werden (Martens et al., 2002).

Fir die industrielle Vitamin Bj,-Produktion ist es allgemeine Strategie, durch
mannigfach wiederholte Zufallsmutagenese Stiamme zu selektionieren, die einen
praktischen Fortschritt in bezug auf die Produktion des gesuchten Produkts aufweisen.
Dies beschrinkt sich nicht nur auf die Produktivitit der Stimme sondern schlie3t u. a.
auch die genetische Stabilitit, verbesserte Wachstumsraten oder Resistenz zu toxischen
Stoffen im Fermentationsmedium ein (Spalla et al., 1989). Auch fiir die industrielle
Vitamin Bi,-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 B,-Produktion eines einzigen P. denitrificans Stammes
um den Faktor 100 zu steigern (Blanche et al., 1998). Hochstwahrscheinlich autbauend
auf diesen Stamm nutzte RPR sein detailliertes Wissen iiber die gesamte Vitamin Bj,-
Biosynthese in P. denitrificans, um mit Hilfe gentechnischer Modifikationen die
Vitamin Bi,-Produktion des Bakteriums gezielt weiter zu steigern und sich dariiber
quasi ein Weltmonopol fiir die Herstellung von Vitamin B, zu sichern. So schitzt man
die Produktivitit des heutzutage von Aventis eingesetzten P. denitrificans Stammes auf
ca. 300 mg/l (Martens et al., 2002). Auch fiir die Vitamin Bi,-Produktion durch
Propionibacterium sp. sind gentechnische Modifikationen beschrieben worden,
allerdings in einem weit geringeren Ausmal} als fiir P. denitrificans (Pouwels et al.,

1999).
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Da es sich bei Propionibacterium sp. um mikroaerophile Bakterien handelt, werden
hohe Vitamin Bi,-Ausbeuten nur bei sehr geringen Sauerstoffpartialdriicken erreicht.
Da die Synthese des DBI-Nukleotidarmes aber Sauerstoff erfordert, werden die
Propionibacterium Stimme in einer ersten Stufe fiir 3 Tage unter Sauerstoffausschluss
fermentiert, um sowohl hohe Zelldichten zu erreichen, als auch um den Bakterien die
Synthese von Cobamid zu erméglichen. Dies ist ein Vorldufermolekiil von Vitamin By,
dem nur noch das DBI fehlt. In einer zweiten Stufe werden die Kulturen abschlieend
fir 1-3 Tage sanft mit Sauerstoff inkubiert, um die Vitamin Bj,-Biosynthese
komplettieren zu konnen. Dabei ist es wihrend des gesamten Fermentationsprozesses
von grofiter Wichtigkeit den pH-Wert neutral zu halten, da die durch die Fermentation
der Propionibacterium Stimme gebildete Propionsdure bis zu 10 % des gesamten
Kulturvolumens ausmachen kann. Im Gegensatz zu der Vitamin Bi,-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).

Unabhingig von dem zur Vitamin Bi,-Produktion eingesetzten Stamm, ist es zur
Ausbeutesteigerung jedoch oft notig dem Medium Substanzen wie Kobalt oder DBI
zuzusetzen. Am Ende der Fermentation wird das gebildete Coenzym B, dann durch
simples 10-30miniitiges Erhitzen auf 80-120 °C bei pH 6.5-8.5 aus der gesamten
Zellsuspension extrahiert und durch Zusatz von Cyanid oder Thiocyanat wéhrend des
Extraktionsschrittes in die handelsiibliche und sehr stabile Form CNCbI iiberfiihrt
(Spalla et al., 1989). Nach z. B. einer anschlieBenden Filtrationsreinigung und
Prézipitation mit Cresol erhédlt man bereits ein Rohprodukt von ca. 80%iger Reinheit,
das als Tierfutterzusatz verwendet wird. Weitere Reinigungsschritte, die die Extraktion
mit verschiedenen organischen Losungsmitteln im Zusammenspiel mit der Absorption
an Jonenaustauschern oder Aktivkohle beinhalten, werden durch eine letzte
Kristallisierung des gelosten Vitamin B, abgeschlossen. Dies fiihrt letztlich zu einem
Endprodukt, das die erforderliche Reinheit fiir medizinische Applikationen oder
Nahrungsmittelzusitze 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 tiber 100 Jahren (1884) das erste mal
durch De Bary beschrieben. Obwohl generell als ein Bodenbakterium klassifiziert, ldsst
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 ausgeprigte, namengebende Grofle mit einer
Zellbreite von tiber 1um, einem G+C-Gehalt von ca. 39 % (Nakamura et al., 2000) und
einer sehr ausgeprigten Fahigkeit zur Sporulation. Bereits geringste Mengen an Mangan
im Wachstumsmedium gentigen dieser Spezies, um eine vollstindige Sporulation
durchzufithren, eine Fdhigkeit die nur noch vergleichbar ist mit der
Sporulationseffizienz einiger thermophiler Bacillen.

Aufgrund seiner Gro3e und seiner sehr effizienten Sporulation und Germination wurden
vielfiltige Untersuchungen der molekularen Grundlagen dieser Vorginge an B.
megaterium durchgefiihrt, 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 Fihigkeit, eine
Vielzahl von Kohlenstoffquellen fiir sich zu nutzen. So verwertet er eine sehr grof3e
Zahl von Zuckern und wurde z.B. in Korn-Sirup, Abfillen aus der Fleischindustrie und
sogar in petrochemischen Abfillen gefunden. In Hinsicht auf diese Fihigkeit zur

Metabolisierung eines duflerst 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 Linge der gesamten Linie zwischen zwei
Spezies entspricht ihrer evolutiondren Verwandtschaft.

B. megaterium ohne Einschrinkung mit den Pseudomonaden gleichgesetzt werden

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

Die Vorteile der breiten Anwendung von B. megaterium bei der industriellen
Produktion verschiedenster Enzyme, Vitamine etc. sind vielfiltig. 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 grofiter Wichtigkeit. Er wird bereits heute in einer
Vielzahl von industriellen Anwendungen eingesetzt, wie der Produktion von o~ und B3-
Amylase, Penicillin-Amidase, dem Aufbereiten toxischer Abfille oder der aeroben
Vitamin Bj,-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 o~ und B-Amylase
ausgenutzt wird. AuBlerdem ist es mit B. megaterium durch seine Grofle moglich, eine
hohe Biomasse anzusammeln, bis eine zu hohe Populationsdichte zum Absterben fiihrt.
Von grofiter Bedeutung bei der industriellen Produktion mittels B. megaterium erweist
sich weiterhin der giinstige Umstand, dass diese Spezies in der Lage ist, aus Abfillen
und minderwertigen Stoffen Produkte hohen Wertes und hochster Qualitédt herzustellen.
Diese Moglichkeit 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 fiir industrielle Anwendungen und wissenschaftliche
Untersuchungen erweist sich auch die sehr hohe Stabilitédt transformierter Plasmide in
B. megaterium (Grones und Turna, 1995) sowie seine weit entwickelte Genetik, die
innerhalb des Bacillus-Genus nur von B. subtilis iibertroffen wird. Dies muss in
direktem Zusammenhang gesehen werden mit der mittlerweile etablierten Moglichkeit,
diese Spezies effizient durch Polyethylenglykolbehandlung zu transformieren und durch
eine Vielzahl geeigneter Werkzeuge und Methoden molekularbiologisch manipulieren

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

Bereits seit vielen Jahren wird B. megaterium als aerober Vitamin Bj,-Produzent
eingesetzt, doch die Klonierung der SUMT durch Robin et al., 1991 war bis Ende 1998
die einzige konkrete, biochemische Untersuchung zur Vitamin Bj,-Biosynthese in B.
megaterium. Sie zeigte, dass die SUMT aus B. megaterium 43.5 % ldentitit der
Aminosduresequenz zur SUMT aus P. denitrificans aufweist. Es handelt sich bei der
SUMT aus B. megaterium um ein Monomer, bestehend aus 238 Aminosdureresten mit
einer M; von ca. 30,000. Das Protein unterliegt einer Substratinhibition, dhnlich der
SUMT aus P. denitrificans (Blanche et al., 1989), die wirksam wird bei Uro gen-
Konzentrationen von iiber 0.5 uM. Erst sieben Jahre spiter konnte die Klonierung und
Sequenzierung eines ca. 16 kbp grofen Fragmentes aus B. megaterium berichtet
werden, das fiir 14 Enzyme der Vitamin B,-Biosynthese kodierte (Raux et al., 1998a).
Uberraschenderweise 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 B,-Biosynthese in einem obligat aeroben Organismus (Priest et al., 1988)

stellte.

TIT27T3 T4 T6 TS

T r [.j-t:,j)_(_*)gj—tﬂ_:jc%
chiW cbiHy,,  chiX cbil chiC cbiD cbiET cbil cbiF cbiG chiA chiY ORF1
2 g £l cysGA bruR

~—

chiA B -C - -E T -F -G -H - -K -L-M-N-Q -0 -PcobU -S -T

Abb. 10: Schematischer Vergleich der Anordnung der Gene des cobl-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,
wihrend weille Pfeile Gene bedeuten, die keinerlei andere homologe Gene innerhalb dieser
drei Spezies aufweisen. Die Lagen der fiir B. megaterium postulierten sechs Rhofaktor-
unabhéngigen Terminationssequenzen, T1-T6, sind angegeben.
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Noch dazu konnte die Expression der isolierten 14 Gene aus B. megaterium die
Cobyrsduresynthese in Escherichia coli wieder herstellen, allerdings ausschlie3lich
unter anaeroben Bedingungen (Raux et al., 1998b). Darum geht man heutzutage davon
aus, dass B. megaterium einen sauerstoffunabhidngigen (nicht anaeroben) Weg der
Vitamin B,-Biosynthese aufweist, der auch unter aeroben Bedingungen funktioniert.

Neun der gefundenen 14 offenen Leseraster (ORF) aus B. megaterium hatten
Homologien zu Vitamin B,-Biosynthesegenen von sowohl S. typhimurium als auch P.
denitrificans, zwei ORFs zeigten diese nur zu Genen aus S. typhimurium und fiir drei
ORFs konnte kein Aquivalent gefunden werden (sieche Abbildung 10). Alle vierzehn
Vitamin Bj,-Biosynthesegene werden cotranskribiert und bilden ein Operon das von
jeweils drei potentiellen Rhofaktor-unabhingigen Terminatoren flankiert wird. Es
konnten fiinf der sechs zur Vitamin Bj,-Bildung notigen Methyltransferasen identifiziert
werden (CysGA, CbiE, -L, -F und —Hg), doch bleibt die Zuordnung des CobF-analogen
Enzyms aus P. denitrificans, ebenso wie bei S. typhimurium, noch unsicher. CbiHg
weist einen um ca. 290 Aminosdurereste ldngeren C-Terminus als CbiH aus S.
typhimurium auf, der laut ersten Vermutungen als Regulationsangriffspunkt dienen
konnte. Die abgeleiteten Aminosiuresequenzen von cysG* und cbiX weisen schlieBlich
darauf hin, dass CysG* aus B. megaterium nur die Methyltransferasefunktion des
homologen CysG aus S. typhimurium besitzt und damit nur Uro gen in Precorrin-2
konvertieren kann, wihrend CysG die vollstandige Bildung von Sirohdm aus Uro gen
katalysiert (Raux et al., 1998a). Zweitens deutet eine histidinreiche Region im C-
Terminus von CbiX, sowie die Moglichkeit eine E. coli cysG°-Mutante durch cbiX zu
komplementieren, auf die Moglichkeit 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 B, zu produzieren.



Einleitung 23

1.3  Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war die gerichtete gentechnische Optimierung von
B. megaterium zu einem Vitamin Bi,-Produktionsstamm von dkonomischen Interesse.
Auf den Ergebnissen meiner Diplomarbeit aufbauend (Martens, 1999) sollte die DNA-
Sequenz des hemAXCDBL-Operons fiir dessen spitere chromosomale Uberexpression
vervollstindigt werden. Das hemEHY-Operon sollte fiir eine spitere Repression zur
Steuerung des Stoffwechselflusses zu Gunsten der Vitamin Bi,-Biosynthese kloniert
und sequenziert werden. Es sollten Wachstumsparameter von verschiedenen B.
megaterium Stammen, die potenziell als Basis fiir einen Produktionsstamm dienen
konnten, bestimmt werden. Ein geeignetes Minimalmedium fiir anaerobes Wachstum
sollte definiert und erste Untersuchungen zur anaeroben Fermentation von B.
megaterium durchgefiihrt werden. Dies sollte ergidnzt werden durch parallele detaillierte
Analysen der Vitamin Bi,-Produktion unter allen analysierten Wachstumsbedingungen.
Um sich dem Ziel eines genetisch optimierten Vitamin Bj,-Produktionsstammes zu
nihern, sollten schlieBlich die Auswirkungen einer rekombinanten Uberproduktion von
Schliisselenzymen der Vitamin Bi,-Biosynthese und zugehoriger Regulatoren auf die
Vitamin Bi,-Produktion und das Wachstum von B. megaterium untersucht werden.
Damit sollte die Arbeit die Grundlagen auf physiologisch wachstumsorientierter Basis,
sowie auf gentechnischer Manipulationsebene fiir die Konstruktion eines B. megaterium

Vitamin B,-Produktionsstammes legen.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerite und Chemikalien

2.1.1 Gerite

Agarose-Gelelektrophorese

Autoklav

DNA-Blotting
DNA-Trocknung

Elektroporation
Gefriertrocknung

HPLC
Hybridisierungsofen
Kovalente DNA-Bindung
pH-Messgeriit
Photometer

SDS-PAGE

sterile Werkbank
Thermocycler

Thermomixer
Ultraschallzellaufschluss
Videodokumentation

Waagen

Wasserbadschiittler
Wasserbadtemperierung

Agagel Standard/Mini
Mini Power Pack P20
Tuttnauer 3850 EL
LVSA 5070/RKA 1-120
Vacu Gene

Speed Vac Concentrator/
Speed Vac SPD 101 B
RVT 400

CvC24
Membranpumpe

Gene Pulser 1I/

Pulse Controler Plus
Lyovac GT2

Trivac D16E

LKB

OV 5

UV Stratalinker 2400
pH-Meter C 6840 B
Ultrospec 2000

Mini Protean 2/3
Power Pac 300/3000
Microflow

a-Cycler
T-Personal/T-Gradient
Thermomixer compact
HD 2070/UW 2070
Duo Store

ChemiDoc

SBA 52

BP 61 S

Aquatron

Lauda Thermostat

Biometra
Biometra
Systec
Zirbus
Pharmacia
Savant
Savant
Savant
Vacuubrand
Vacuubrand
BioRad
BioRad
AMSCO/Finn-Aqua
Leybold
Pharmacia
Biometra
Stratagene
Schott
Pharmacia
BioRad
BioRad
Nunc
Biozym
Biometra
Eppendorf
Bandelin
Intas

Biorad
Scaltec
Sartorius
Infoors HT
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 aufgefiihrten Chemikalien und Reagenzien wurden von folgenden Firmen

bezogen: Fluka, Merck, Riedel-de-H#en, Roth und Sigma.

2.2  Bakterienstaimme und Vektoren

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

Tabellen 1 und 2 aufgefiihrt.
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Tab. 1: Bakterienstimme

Stamm Beschreibung Referenz/Quelle

Bacillus megaterium

DSM32 Wildtyp DSMZ *
DSM319 Wildtyp DSMZ *
DSM509 Vitamin B,-Produzent DSMZ *
DSM2894 Riboflavin- und Vitamin Bj,- DSMZ *

Produzent
WH320 lac Rygus et al., 1991
WH419 AccpA Wagner et al., 2000

Escherichia coli

DH5a F A'supE44A(argFlac)U169 Sambrook et al., 1989
@89dlacZAM 15hsdR 17recAlendA
1gyrA96thi-1relAl

DH10B FmcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) Gibco BRL
080dlacZAM 15AlacX74deoRrecA
lendAlaraD139A(ara,leu)7697
galUgalKA rpsLnupG

TOP10F’ F{lacl’Tnl0(Tet") JmcrA Invitrogen
A(mrr-hsdRMS-mcrBC)¢80lacZ
AM15AlacX74recAlaraD139
A(ara-leu)7697galUgalKrpsL
(Str®)endA InupG

Salmonella typhimurium

AR 3612 Leu” cysG metE, Sm' 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 Martens, 1999
hemAXCDBL-Operons in pBlueskript II
SK+, Ap'

pBmhemE 732 bp Fragment des B. megaterium hemE- diese Arbeit
Gens in pCR® 2.1, Ap", Km"

pCR® 2.1 Plasmid mit hoher Kopienzahl zur direkten Invitrogen
Klonierung von PCR-Produkten in E. coli,
Ap', Km'

pWH1520 Klonierungs- und Expressionsvektor fiir Rygus und Hillen,
Bacillus sp., Ap', Tc' 1991

pWH1520btuF* xylA-Translationsfusion des E. coli btuF- diese Arbeit
Gens in pWH1520, Ap', Tc'

pWH1520cobAsirC B. megaterium sirA und sirC in pWH1520, Helen Leech,
Ap', T¢' London

pWH1520cobAcbil.  B. megaterium sirA und cbiL in pWH1520, Helen Leech,
Ap', T¢' London

pWH1520fnr xylA-Translationsfusion des B. subtilis fnr- diese Arbeit
Gens in pWH1520, Ap', Tc'

pWH1520¢l1tX B. subtilis gltX in pWH1520, Ap', Tc' diese Arbeit

pWH1520metH* xylA-Translationsfusion der Coenzym Bj,- diese Arbeit

Bindedomine des E. coli metH-Gens in
pWHI1520, Ap', Tc'
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2.3  Puffer und Losungen

2.3.1 Quantitative Vitamin B;,-Analyse

Isotonische Kochsalzlosung

NaCl

Aufschlusspuffer

Na;PO, (pH 6.5)
EDTA
Lysozym

Der pH-Wert wurde mit Phosphorsiure eingestellt.

2.3.2 Priparation chromosomaler DNA aus Bacillus megaterium

S-EDTA

EDTA
NaCl

0.1xSSC

tri-Natriumcitrat (pH 7.0)
NaCl

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure eingestellt.

2.3.3 Plasmid-DNA-Priparation

Puffer-Pl

Tris-HCI (pH 8.0)
EDTA
RNase A

154.0 mM
100.0 mM
20.0 mM
500.0 pg/ml
80.0 mM
150.0 mM
1.5 mM
15.0 mM
50.0 mM
10.0 mM

100.0 mg/1
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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 Essigsidure eingestellt.
Puffer-P4

Natriumacetat in Ethanol (pH 5.0) 300.0 mM

Der pH-Wert wurde mit Essigsidure eingestellt.

2.3.4 Reinigung von PCR-Amplifikaten und von DNA aus Agarosegelen

Direkt-Reinigungspuffer

Tris-HCI (pH 8.8) 10.0 mM
KCl 50.0 mM
MgCl 1.5 mM
Triton-X100 0.1 % (VIv)

Resin-Puffer

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

Der pH-Wert wurde mit 10 M NaOH-L6sung eingestellt.

2.3.5 DNA-Konzentrierung und -Umpufferung

Puffer-P4
Natriumacetat in Ethanol (pH 5.0) 300.0 mM

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

20 x SSC

tri-Natriumcitrat (pH 7.0)
NaCl

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure eingestellt.

Depurinierungslosung

HCI

Denaturierungslosung

NaOH
NaCl

Neutralisierungslosung

Tris-HCI (pH 7.2)
NaCl

Hybridisierungslosung

tri-Natriumcitrat (pH 7.0)
N-Lauroylsarcosin

NaCl

SDS

Milchpulver

Der pH-Wert wurde mit Salzsdure eingestellt.

Waschpuffer

Maleinséure (pH 7.5)
NaCl

NaOH

Tween 20

Der pH-Wert wurde mit Salzsédure eingestellt.

300.0
3.0

250.0

500.0
1.5

400.0
1.5

75.0
3.7
750.0
693.5
1.0

100.0
150.0
200.0

0.3

uM
% (WIV)

mM
mM
mM
% (vIV)
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Puffer 2

Maleinséure (pH 7.5)
NaCl

NaOH

Milchpulver

Der pH-Wert wurde mit Salzsédure eingestellt.

Detektionspuffer

Tris-HCI (pH 9.5)
NaCl

2.3.7 Protoplastentransformation von Bacillus megaterium

SMM P-Puffer

Na-Maleinat (pH 6.5)

Mng

Saccharose

Antibiotic Medium No. 3 (Difco)

Der pH-Wert wurde mit NaOH-Losung eingestellt.

PEG-P-Losung

Na-Maleinat (pH 6.5)
Mng

Saccharose

PEG 6000

Der pH-Wert wurde mit NaOH-Losung eingestellt.

100.0 mM
150.0 mM
200.0 mM
1.0 % (wWiv)
77.0 mM
100.0 mM
20.0 mM
20.0 mM
500.0 mM
17.5 g/l
20.0 mM
20.0 mM
5000 mM

40.0 % (w/v)
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cR5 Top-Agar

Mops (pH 7.3)
C&Clz
D-Glucose
KH,PO,
K>SOy,

Mng

NaOH
L-Prolin
Saccharose
Agar-Agar
Casaminoacids
Hefe-Extrakt

Der pH-Wert wurde mit NaOH-Losung eingestellt.

2.3.8 Rekombinante Proteinproduktion in Bacillus megaterium

Aufschlusspuffer

Na;PO, (pH 6.5)
EDTA
Lysozym

Der pH-Wert wurde mit Phosphorsiure eingestellt.

SDS-Probenpuffer

Tris-HCI (pH 6.8)
Bromphenolblau
Glycerin
3-Mercaptoethanol
SDS

2.3.9 Agarose-Gelelektrophorese zur DNA-Analyse

TAE-Puffer

Tris-Acetat (pH 8.0)
EDTA

31.1
13.8
50.5
313.0
1.3
45.3
15.0
52.1
300.0
4.0
0.2
10.0

100.0
20.0
500.0

100.0
3.0
4.3
2.0

110.0

40.0
1.0

pg/ml
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2.4 Medien und Medienzusitze

2.4.1 Vollmedien

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

beschrieben, verwendet.

2.4.2 Minimalmedien

Mopso-Minimalmedium

Mopso (pH 7.0)
Tricin (pH 7.0)
CaCb

COC12

CuSO,4

FeSO,

H;BO;

KCl

K,HPO,
K,SO,

Mng

MIIC12

NaCl

NH,C1
(NH4)6M07024
ZnSOy

50.0
5.0
1.0

30.0

10.0

50.0

400.0

10.0

1.3
276.0
520.0
100.1

50.0

37.4
3.0

10.0

1989

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

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

White-Minimalmedium

KH,PO,
NagHPO4
FeSO,
D-Glucose
MgSO,
MIIC12
(NH4)2SO4

18.0
31.0
10.0
55.5
200.0
20.0
15.0
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Salmonella typhimurium-Minimalmedium

KH,PO, 22.0 mM
Na,HPO, 33.7 mM
CaCl, 0.1 mM
D-Glucose 20.2 mM
MgSO, 2.0 mM
NaCl 8.6 mM
NH,CI 18.7 mM

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

2.4.3 Zusitze

Zusitze wie Kohlenstoffquellen, Antibiotika etc. wurden entweder den Medien zugefiigt
und zusammen autoklaviert oder als konzentrierte Stammlosungen in Wasser angesetzt
und autoklaviert oder sterilfiltriert. Die Substanzen wurden wie angegeben den
autoklavierten und auf unter 50°C abgekiihlten Medien zugesetzt. Bei
lichtempfindlichen Substanzen, wie Tetracyclin, wurde auf Inkubation im Dunkeln

geachtet. Die verwendeten Endkonzentrationen waren wie folgt:

ALA 298.3 uM
Ammoniumchlorid 37.4 mM
Ampicillin 269.3 uM
L-Cystein 285.0 uM
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 uM
L-Methionin 335.0 uM
Natriumnitrat 10.0 mM
Natriumnitrit 10.0 mM
1,2-Propandiol 136.7 mM
Pyruvat 50.0 mM
Tetracyclin 10.4-62.4 uM
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 fiir 20 min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck dampfsterilisiert.

Temperaturempfindliche Substanzen wurden sterilfiltriert, Glaswaren mindestens 3 h

bei 180 °C hitzesterilisiert.

2.5.2. Allgeemeine 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 erwiinschten optischen Dichten der Bakterienkulturen variiert.

2.5.3 Bedingungen fiir Bacillus megaterium Wachstum

Aerobe Kulturen wurden fiir eine bestmogliche Durchliiftung 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 Féllen
wurde auf die Verwendung qualitativ konstanter und identisch zusammengesetzter
Medien fiir die Ubernachtkulturen und fiir die Hauptkulturen geachtet. Fiir
Wachstumsuntersuchungen in Minimalmedien wurden die Sporen der untersuchten
Stamme zur Germination auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, iiber Nacht inkubiert, von
dort die Minimalmedium-Vorkulturen angeimpft und wie oben beschrieben 24 h aerob
inkubiert. Die Hauptkulturen wurden schlieBlich aus diesen Vorkulturen im Verhiltnis
1:100 inokuliert. Bei Wachstumsuntersuchungen in LB-Medium wurde auf den ersten,
die Germination simultanisierenden, Schritt verzichtet und die Vorkultur nur iiber Nacht

aerob inkubiert.
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2.5.4 Quantitative Vitamin B;,-Analyse

B. megaterium-Kulturen wurden nach Bestimmung der optischen Dichte bei 578 nm
Wellenlinge (ODs7g) durch 15miniitiges Abzentrifugieren bei 4500-50000 x g, 4 °C
geerntet. Nach Waschen mit einem Volumen isotonischer Salzlosung, 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
abschliefend lyophilisiert.

S. typhimurium metE cysG Doppelmutanten wurden iiber Nacht auf L-Methionin und L-
Cystein enthaltendem Minimalmedium bei 37 °C inkubiert, von der Platte gekratzt und
mit 40 ml isotonischer Salzlosung gewaschen. Nach Abzentrifugieren wurde das
Zellsediment wieder in isotonischer Salzlosung resuspendiert. Die gewaschene
Bakterienkultur wurde sorgfiltig mit 400 ml 47-48 °C warmem, L-Cystein
enthaltendem Minimalmedium-Agar gemischt. Darauthin wurden die B. megaterium-
Proben in 10 pl deionisiertem, sterilem Wasser resuspendiert und 15 min gekocht oder
per Aufschlusspuffer lysiert und 3 min gekocht. Die so erhaltenen Zellextrakte wurden
auf die abgekiihlten Minimalmedium-Agar-Platten gegeben und fiir 18 h bei 37 °C
inkubiert.

Die Durchmesser der gewachsenen Salmonellenkolonien sind dann proportional dem
Gehalt an Vitamin B, 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
Bi;, wurde auf den Gehalt an Vitamin Bj;; in den untersuchten Proben
zuriickgeschlossen. Diese Standardmethode erlaubt schnell und reproduzierbar den

Nachweis geringer Vitamin Bj,-Mengen in biologischen Materialien.

2.5.5 Lagerung von Bakterien

Es wurden jeweils 850 ul einer Ubernachtkultur in Vollmedium mit 150 ul 11.9 M
Glycerinlosung versetzt und bei —86 °C eingefroren. Ergidnzend hierzu wurden
sporulationsfihige B. megaterium Stamme bei Raumtemperatur (Rt), andere Stimme

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

2.6.1 Priparation chromosomaler DNA aus Bacillus megaterium

Zur Gewinnung chromosomaler DNA aus B. megaterium wurden 150 ml
Vollmediumkulturen tiber Nacht aerob inkubiert. Die Kultur wurde fiir 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 gelost
worden war, hinzugegeben. Zur Losung wurden 800 ul einer 867 mM SDS-Losung
gegeben und 30 min bei 37 °C im Thermoschiittler inkubiert. Nach 1 h bei 65 °C wurde
die Losung mit 3.2 pul 5 M Natriumperchloratlosung und 20 ml Chloroform-
Isoamylalkohol-Gemisch (24:1) versetzt. Der Ansatz wurde 30 min bei 0 °C geschiittelt
und anschlieend fiir 10 min bei 27000 x g, 4 °C zentrifugiert. Die obere, DNA-haltige
Phase wurde vorsichtig abgenommen, in einen 50 ml Messzylinder iiberfithrt und
langsam mit 30 ml Ethanol {iiberschichtet. Die an der Phasengrenze ausfallende
chromosomale DNA wurde durch rotierende Bewegung auf einen Glasstab

aufgewickelt und in 5 ml 0.1 x SSC-Losung abgewickelt.

2.6.2 Plasmid-DNA-Priparation

Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen in 150 ml Kulturansidtzen (Midi-Préaparation) wurden
nach Protokollen der Firmen BioRad, Invitrogen oder Qiagen unter Verwendung der
dort angegebenen Chromatographiesdulen und Losungen isoliert. Plasmid-DNA-
Praparationen aus 3 ml Kulturansiatzen (Mini-Praparationen) wurden wie folgt
durchgefiihrt.

Die {iber Nacht mit dem geeigneten Antibiotikum gewachsenen FE. coli-
Vollmediumkulturen wurden abzentrifugiert und das Sediment vollstindig in 300 ul
Puffer-P1 gelost. Danach wurden 300 pl Puffer-P2 zugesetzt, vorsichtig gemischt und
bei Rt 5 min inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul Puffer-P3 und vorsichtigem Mischen
wurde nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis der Proteinniederschlag bei 15000 x g, 4

°C fiir 15 min abzentrifugiert. Daraufhin wurden 800 ul Uberstand abgenommen und
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unter gleichen Bedingungen ein zweites mal 15 min lang zentrifugiert. 700 ul des
Uberstandes wurden mit 0.7 Volumenteilen Isopropanol versetzt, gut geschiittelt und 10
min bei Rt inkubiert. Die ausgefallene Plasmid-DNA wurde bei 15000 x g, Rt fiir 15
min abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die sedimentierte DNA
vakuumgetrocknet. Nach Waschen mit 70%-iger (v/v) Ethanol-Losung wurde abermals
bei 15000 x g, Rt fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die sedimentierte
DNA vakuumgetrocknet. Das Sediment wurde abschlieBend in ca. 50 ul sterilem,
deionisiertem Wasser aufgenommen und im Gefrierschrank bei — 20 °C autbewahrt.
Um die Plasmid-DNA von Proteinen zu befreien, wurde wie folgt vorgegangen:

Es wurde wie oben beschrieben verfahren, nur wurde das Sediment abschlieBend in 200
ul deionisiertem Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit 800 ul basisch
dquilibriertem Phenol (Roti®-Phenol, Roth) versetzt, kriftig gemischt und 3 min bei
13000 x g, Rt abzentrifugiert, wobei sich eine weille Protein-Zwischenphase bildete und
die obere Plasmid-DNA-enthaltende Phase abgenommen wurde. Diese Prozedur wurde
so oft wiederholt, bis keine weile Zwischenphase mehr zu erkennen war. Nach Zugabe
von 600 pl eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches (24:1), kriftigem Mischen und
3miniitiger 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
gefillt. Nach 30miniitigem Abzentrifugieren bei 15000 x g, Rt wurde der Uberstand
abgenommen, das DNA-Sediment mit 70%-iger (v/v) Ethanol-Losung gewaschen,
abermals bei 15000 x g fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die
sedimentierte DNA vakuumgetrocknet. AbschlieBend wurde die Plasmid-DNA in ca. 50

ul sterilem, deionisiertem Wasser aufgenommen und bei —20 °C gelagert.

2.6.3 Reinigung von PCR-Amplifikaten

Zur Erlangung eines besonders hohen Reinheitsgrades (z.B. fiir anschlieBende DNA-
Sequenzierungen) wurden PCR-Amplifikate mit dem ,,QIAquick PCR Purification Kit*
der Firma Qiagen nach Herstellerangaben gereinigt.

Fiir weniger sensitive Anwendungen wurde der PCR-Reaktionsansatz mit 100 ul
Direkt-Reinigungspuffer versetzt und griindlich gemischt. Nach Zugabe von 1 ml

Resin-Puffer wurde die Suspension innerhalb einer Minute wiederum dreimal kréftig
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gemischt. Die DNA wurde daraufhin sdulenchromatographisch von Verunreinigungen
gereinigt. Dies geschah mittels einer Wizard™-Minisiule (Promega). Die Siule wurde
nach dem Auftragen der Suspension mit 2 ml 80%-iger (v/v) Isopropanol-Losung
gewaschen und auf einem Eppendorf-Reaktionsgefill bei 13000 x g, RT fiir 20 s
zentrifugiert. Nach Zugabe von 50 ul deionisiertem Wasser auf die Sdule wurde ca. 20
min bei Rt inkubiert. AbschlieBend wurde die Sédule auf ein neues Eppendorf-

Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und fiir 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. fiir anschlieBende DNA-
Sequenzierungen) wurde DNA nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem ,,QIAquick
Gel Extraction Kit*“ der Firma Qiagen nach Herstellerangaben aus dem Agarosegel
eluiert und gereinigt.

Fiir weniger sensitive Anwendungen wurde die zu reinigende DNA-Bande aus einem
low-melting Agarosegel ausgeschnitten und das Agarosegelstiick bei 70 °C inkubiert,
bis die Agarose vollkommen geschmolzen war. Pro 300 upl geschmolzener Agarose
wurde 1 ml Resin-Puffer zugegeben, 20 s gut geschiittelt und mit dieser Losung

dieselbe sdulenchromatische Reinigung wie unter 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt.

2.6.5 DNA-Konzentrierung und -Umpufferung

DNA wurde aus Losungen mit einem Volumen von iiber 20 ul durch Zugabe von 3
Volumenteilen Puffer-P4 gefillt. Nach 30miniitigem Abzentrifugieren bei 15000 x g, Rt
wurde der Uberstand abgenommen, das DNA-Sediment mit 70-%iger (v/v) Ethanol-
Losung gewaschen, abermals bei 15000 x g fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand
entfernt und die sedimentierte DNA vakuumgetrocknet. AbschlieBend wurde die
gereinigte DNA in einem beliebigen Volumen einer beliebigen Losung aufgenommen.
DNA-haltige Losungen mit einem Volumen unter 20 ul wurden direkt
vakuumgetrocknet und in einem beliebigen Volumen einer beliebigen Losung

aufgenommen.
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2.6.6 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen in den
zugehorigen Puffern nach Angaben der Vertreiberfirmen. Ebenso wurden
Inkubationstemperatur und -zeit nach den Angaben der Vertreiberfirmen gewihlt. Bei
parallelem Schneiden von DNA mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen wurde
nach Angabe der Vertreiberfirmen der geeignete Puffer fiir eine moglichst hohe
Aktivitdit beider Enzyme ausgewihlt. Zur Unterdriickung von Nebenaktivitit der
Endonukleasen wurde die Glycerinkonzentration im Restriktionsansatz generell unter
686 mM gehalten. Bei Inkubation tiber 3 h oder Temperaturen tiber 37 °C wurden die

Restriktionsansitze zum Verdunstungsschutz mit Mineralol {iberschichtet.

2.6.7 Southern Blot Analyse

DNA-Sondenmarkierung

Zur Identifizierung der Linge chromosomaler DNA-Fragmente mittels Southern Blot
wurden dazu notige DNA-Sonden durch Einbau von DIG-dUTP markiert, um eine
spatere nichtradioaktive Detektion mittels einem Enzym-gekoppelten
Immunadsorptionsexperimentes (ELISA) zu erméglichen. Die Markierung geschah
durch statistischen Einbau des DIG-dUTP Antigens anstelle von dTTP wihrend einer
PCR. Dazu wurde das DIG-dUTP : dTTP Verhiltnis experimentell an 1:2 angenihert
und die PCR standardmiBig wie unter 2.6.9 beschrieben durchgefiihrt. Die benutzten
DNA-Sonden wiesen eine Grofe von 100-550 bp auf und wurden vor ihrer
Verwendung von moglichen Nebenprodukten iiber Agarose-Gelelektrophorese gereinigt
(siche 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 Spezifitit der benutzten DNA-Sonden-
wurden auf eine 5 min in 200 ml 2 x SSC &4quilibrierte Nylonmembran DNA-LOsungen
pipettiert, die entweder die gesuchte DNA-Sequenz enthielten (Positivkontrolle) oder
nicht (Negativkontrolle). Dazu wurden Positiv- und Negativkontrolle in einer
Verdiinnungsreihe von 10 pg bis 10 pg angefertigt, 5 min bei 99 °C inkubiert, auf die
Membran pipettiert und durch 2miniitiges Bestrahlen mit UV-Licht der
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Strahlungsintensitit 120 mJ- cm? kovalent fixiert. Die Dot Blot-Kontrollen wurden

analog zu den Southern Blot Analysen durchgefiihrt.

Restriktionsverdau der chromosomalen DNA und deren Transfer auf eine Membran

Die Restriktionsverdaue wurden in 30 ul Ansdtzen unter Einsatz von 100 g
chromosomaler B. megaterium DNA wie unter 2.6.6 beschrieben durchgefiihrt. 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-gefirbte DNA auf eine zuvor fiir 5 min in 200 ml 2 X SSC idquilibrierte
und in eine Vakuumblotapparatur gespannte Nylonmembran (15 x 13 cm) gelegt. Nach
Markierung der Banden des DNA-Lingenstandards auf der Membran wurde das Gel fiir
maximal 10 min bei 30 mbar mit Depurinierungslosung, daraufhin fiir 15-30 min bei
gleichem Druck mit Denaturierungslosung und anschlieBend fiir 15-30 min bei 50 mbar
mit Neutralisierungslosung betropft. Nach dem Transfer der genomischen DNA-
Bruchstiicke auf die Membran wurde das Agarosegel bei laufendem Vakuum
abgenommen und die auf der Membran befindliche DNA durch beidseitiges 2miniitiges
Bestrahlen mit UV-Licht der Lichtintensitit 120 mJ- cm™ kovalent fixiert. Die auf diese
Art préparierte Membran wurde in Klarsichtfolie verpackt bei 4 °C fiir eine spitere

Hybridisierung und Detektion gelagert.

Hybridisierung der DNA-Sonde und immunologische Detektion

Die Nylonmembranen wurden in einem verschlieBbaren Glasrohr mit 20 ml
Hybridisierungslosung pro Membran versetzt und fiir 1-2 h unter stindigem Drehen des
Gefilles inkubiert. Die Hybridisierungstemperatur fiir Oligonukleotidsonden wurde
nach der unter 2.6.9 angegebenen Formel nach Abzug von 10 °C eingestellt. Fiir DNA-
Sonden einer Linge von iiber 100 bp wurde eine Hybridisierungstemperatur von 60-68
°C gewihlt. Oligonukleotidsonden wurden direkt, doppelstriangige (ds) DNA-Sonden
nach 10miniitiger Inkubation bei 99 °C zu 20 ml Hybridisierungslosung pro Membran
gegeben. Diese Hybridisierungslosung wurde tiber Nacht bei der -eingestellten
Hybridisierungstemperatur unter stindigem Drehen des Gefilles mit der Nylonmembran
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 2 mal fiir 5 min bei Rt in 2 X SSC, 3.5 mM
SDS und danach 2 mal fiir 15 min in vorgewéarmtem 0.5-0.1 X SSC, 3.5 mM SDS bei
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der Hybridisierungstemperatur gewaschen. Ein abschlieBender Waschgang erfolgte fiir
1 min bei Rt in Wasch-Puffer.

Die Membranen wurden nun fiir 1 h bei Rt mit 100 ml filtriertem Puffer 2 inkubiert und
danach in 20 ml Puffer 2 pro Membran geschiittelt, der vorher mit 2 ul einer fiir 1 min
bei 13000 x g, Rt abzentrifugierten Anti-DIG-Alkalische-Phosphatase-Antikorper-
Losung versetzt worden war. Daraufhin wurden die Membranen erneut 2 mal fiir 15
Minuten bei Rt mit Wasch-Puffer und anschlieBend fiir 10 Minuten bei Rt mit 20 ml
Detektionspuffer pro Membran gewaschen. Die Nylonmembranen wurden nun mit ca.
20 Tropfen CSPD-L6sung pro Membran betropft. Dabei handelt es sich um das Substrat
fir die Alkalische Phosphatase, dessen Umsetzung zu einer detektierbaren
Chemilumineszenz fiihrt. Zum Schutz gegen Austrocknung wurde die Membran in eine
Schicht Klarsichtfolie verpackt und zum Beschleunigen der Phosphatase-Reaktion fiir
15 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran in einer
Dunkelkammer in eine Rontgenfilmkassette gelegt, die zu detektierende Membranseite
mit einem Rontgenfilm der Firma Kodak bedeckt und der Film 1-2 h exponiert.
AbschlieBend wurde der Film nach den Angaben des Herstellers entwickelt und

ausgewertet.

Recycling der Blottingmembranen

Da die priparierten Nylonmembranen fiir mehrfache Hybridisierungen und Detektionen
geeignet sind, wurden sie nach Durchfiihrung des Southern Blots von den hybridisierten
DNA-Sonden befreit. Dazu wurden die Membranen gut in deionisiertem Wasser
gespiilt, 3 mal fiir 10 min bei 50 °C mit 0.4 M NaOH, 3.5 mM SDS und abschlieend 3
mal fiir 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 fiir das gesuchte hemA-Gen fungierte ein per PCR unter Verwendung von
Tag DNA-Polymerase amplifiziertes, 131 bp groes DNA-Fragment mit einem DIG-
dUTP : dTTP -Verhiltnis 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 fiir das hemL-Gen fungierte ein per PCR unter Verwendung von Tag DNA-
Polymerase amplifiziertes, 546 bp grofles DNA-Fragment mit einem DIG-dUTP : dTTP
-Verhiltnis 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 tiber 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 uM und PCR-Puffer nach
Herstellerangabe vor. Tag DNA-Polymerase wurde nach einer initialen, quantitativen
DNA-Denaturierung bei 95-96 °C (Hot Start) in einer Konzentration von 25 mU/ul den
mit Mineralol iiberschichteten Reaktionsansitzen zugefiigt. Priparative PCRs wurden in
100 ul Ansidtzen, analytische PCRs in 20 pl Ansdtzen gefahren. Zur
Klonierungskontrolle mittels analytischer PCR wurden Klone nach erfolgter Ligation
und Transformation in 50 pl deionisiertem Wasser resuspendiert und 5 pl 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)

Twm [°C] 30-60 s (Anlagerung der Primer)

72 °C XS (Elongation) = 30 Zyklen
72 °C 0-5 min (Abschlusspolymerisation)

Zur Klonierungskontrolle per analytischer PCR wurde die finale Polymerisation nicht
durchgefiihrt. Die Elongationszeit wurde berechnet unter der Voraussetzung einer

maximalen Prozessivitit der Tag DNA-Polymerase von 2 kbp/min.

PCR unter Verwendung der PfuTurbo™ DNA-Polymerase

Bei PfuTurbo™ DNA-Polymerase handelt es sich um Pfu DNA Polymerase, welche die
niedrigste bekannte Polymerisationsfehlerrate aufgrund ihrer 3°-5°-Exonukleasaktivitit
aufweist und die durch Addition eines unbekannten ,,Enhancers® zur Amplifikation von
DNA-Fragmenten mit einer Lange bis zu 15 kbp geeignet ist.

Im PCR Reaktionsansatz lagen Primer in einer Konzentration von jeweils 1 uM, dNTPs
in einer Konzentration von jeweils 200 uM und PCR-Puffer nach Herstellerangabe vor.
PfuTurbo™ DNA-Polymerase wurde nach einer initialen, quantitativen DNA-
Denaturierung bei 95-98 °C (Hot Start) in einer Konzentration von 50 mU/ul den mit
Mineralol tiberschichteten Reaktionsansidtzen zugefiigt. Priparative PCRs wurden in

100 pl Ansitzen, analytische PCRs in 20 ul Ansédtzen gefahren.

Temperaturprogramm der PCR:

95-98 °C 1-5 min (Initiale Matrizendenaturierung)

95-98 °C 10-60 s (Matrizendenaturierung)

Twm [°C] 20-60 s (Anlagerung der Primer)

72 °C XS (Elongation) = 40 Zyklen
72 °C 0-10 min (Abschlusspolymerisation)

Die Elongationszeit wurde berechnet unter der Voraussetzung einer maximalen

Prozessivitit der PfuTurbo™ 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 verldngert.

Die Berechnung der theoretischen Hybridisierungstemperatur (Ty) der Primer wurde
generell ausgefiihrt mit Hilfe des ,,Primer3“-Programmes des Whitehead Institute for

Biomedical Research oder nach folgender Gleichung:

Ty =69.3 °C + 0.41 °C * (%GC) - 650 °C/n

Hierbei stehen (%GC) fiir den Gehalt an GC-Basen der Primer in Prozent und n fiir die
Anzahl der Basen. Als Korrektur wurde pro Prozent Fehlpaarung 1 °C abgezogen. Die
fiir 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 ermoglicht die Amplifikation von unbekannten DNA-Bereichen,
die an bekannte Sequenzabschnitte angrenzen. Einen Uberblick iiber die Methode gibt
Abbildung 11. Dabei wird ein Primer (griin) anhand der bekannten DNA-Sequenz
entworfen. Zur Etablierung einer bekannten DNA-Sequenz fiir die Hybridisierung des
zweiten notigen 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
Primérstranges 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 ldsst. Voraussetzung ist die Kenntnis der DNA-
Sequenz eines Nachbarabschnittes. Da die Vektorette (gelb) aus einem teilweise
ungepaarten dsOligonucleotid besteht, kann der zu ihr komplementire PCR-Primer fiir
die zweite Amplifikationsrunde erst hybridisieren, wenn der fiir den bekannten
Sequenzbereich spezifische Primer (griin) verlingert wurde und die komplementire

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

DNA.
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Abb. 11: Ubersicht iiber die Vektorette-PCR, einer Technik zur Amplifikation von stromabwirts und
stromaufwirts einer bekannten DNA-Sequenz lokalisierten chromosomalen Bereichen
unbekannter DNA-Sequenz: a) Spaltung chromosomaler DNA, b) ubiquitdres 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
erwiinschten DNA-Fragmente vermehrt.
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Vorbedingung fiir eine erfolgreiche Vektorette-PCR ist eine FragmentgroBe der
gesuchten genomischen DNA, die sowohl amplifizierbar als auch groB3 genug sein
sollte, um die gesamte gesuchte DNA-Information abzudecken. Amplifizierbar
bedeutet, dass nicht die maximal von der jeweilig verwendeten DNA Polymerase
synthetisierbare DNA-Fragmentlinge tiberschritten werden darf. Ein fiir diese Zwecke
addquates genomisches DNA-Fragment und das damit verbundene Restriktionsenzym
wurden durch Southern Blot-Analyse vorselektioniert. Die durch die Southern Blot-
Analyse identifizierte Fragmentgrofle erlaubt aulerdem die Kalkulation der Grofie 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 durchgefiihrt.

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
durchgefiihrt. Dabei wurde ausschlieBlich PfuTurbo™ DNA Polymerase verwendet, da
dieses Enzym in der Lage ist, weitaus lingere PCR-Amplifikate zu generieren als Taq
DNA Polymerase und weil es aulerdem durch seine 3°-5"-Exonukleaseaktivitit eine
duBerst geringe Fehlerrate bei der DNA Polymerisation aufweist.

Zur Klonierung von hemA wurde chromosomale B. megaterium DNA durch Clal
verdaut, mit Clal 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
Munl 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 hemlL-Leseraster auf diesem PCR-Amplifikat noch nicht vollstindig enthalten
war, wurde anschlieBend das fehlende Stiick des hemlL-Gens unter Verwendung der
bereits hergestellten Clal 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

Fir die Klonierung von E. coli btuF wurden die gesuchten DNA-Fragmente aus
chromosomaler E. coli DNA per PCR unter Verwendung von PfuTurbo™ DNA
Polymerase amplifiziert. Dabei wurden die Primer so gewihlt, dass die ersten 72 bp von
btuF deletiert wurden, was zur kompletten Entfernung der periplasmatischen
Signalsequenz von BtuF fiihrte (Cadieux et al., 2002). Um dies kenntlich zu machen,
wird im weiteren von bruF* die Rede sein. In den Forward Primer wurde eine Spel-
Schnittstelle und in den Reverse Primer eine Sphl-Schnittstelle eingebaut. Der Einbau
der Spel-Schnittstelle garantierte bei Klonierung in pWH1520 die Deletion der cre-
Sequenz, die die Erkennungssequenz fiir 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. AuBBerdem resultierte die Verwendung der Spel-Schnittstelle in
einer xylA-btuF*-Translationsfusion innerhalb des Expressionsvektors pWH1520,
wodurch die gute Ribosomenbindestelle des intakten xylA-Gens ausgenutzt werden
konnte. Die zur bruF*-Klonierung verwendeten Primer wiesen dabei folgende DNA-

Sequenzen auf:

Forward-Primer: 5°-TACTAGTCGCGTCATCACGCTTTCTC-3*
Reverse-Primer: 5°-GGTCAGCATGCTGGTGAC-3°

Gewiinschte Klone wurden durch Restriktionsverdau mit Spel/Sphl ermittelt und
abschlieBend durch doppelstringige DNA-Sequenzierung auf ihre Korrektheit
tiberpriift. Der so erhaltene Expressionsvektor erhielt den Namen pWH1520btuf*.
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2.6.13 Klonierung von metH aus Escherichia coli in pWH1520

Fir die Klonierung der kleinsten Cobalamin-Bindedomine von MetH wurden die
gesuchten DNA-Fragmente aus chromosomaler E. coli DNA per PCR unter
Verwendung von PfuTurbo™ DNA Polymerase amplifiziert. Dabei wurden die Primer
so gewdhlt, dass das amplifizierte DNA-Fragment von 2236-2622 bp des E. coli metH-
Gens reichte, was auf Proteinebene den Aminosiduren 746-874 entspricht. Damit kodiert
das klonierte Teilstiick des E. coli metH-Gens fiir alle zur Cobalaminbindung
essentiellen Bereiche. Um dies kenntlich zu machen wird im weiteren von metH* die
Rede sein. In den Forward Primer wurde eine Spel-Schnittstelle und in den Reverse
Primer ein Stop-Codon, sowie eine Sphl-Schnittstelle eingebaut. Auch hier garantierte
die Verwendung der Spel-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 ermoglicht wurde. AuBerdem resultierte die
Verwendung der Spel-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"

Gewiinschte Klone wurden durch Restriktionsverdau mit Spel/Sphl ermittelt und
abschlieBend durch doppelstringige DNA-Sequenzierung auf ihre Korrektheit

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

2.6.14 Klonierung von fnr aus Bacillus subtilis in pWH1520

Zur Klonierung in den Expressionsvektor pWHI1520 wurde das fnr-Gen aus
chromosomaler B. subtilis DNA mittels PCR unter Verwendung von PfuTurbo™ DNA
Polymerase amplifiziert. Dabei wurde in den Forward Primer eine Spel-Schnittstelle

eingebaut, so dass bei der Klonierung die cre-Sequenz aus pWH1520 deletiert wurde
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und aullerdem eine xylA-fnr-Translationsfusion entstand, welche die Ausnutzung der
guten Ribosomenbindestelle von xylA ermdoglichte. In den Reverse Primer wurde zur
direktionalen Klonierung eine Sphl-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"

Gewiinschte Klone wurden mittels PCR unter Verwendung von Tag DNA Polymerase

ermittelt und abschlieBend durch doppelstringige DNA-Sequenzierung auf ihre
Korrektheit tiberpriift. 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 fiir die Glutamyl-tRNA Synthetase (GluRS) kodiert, aus chromosomaler B.
subtilis DNA mittels PCR unter Verwendung von Tag DNA Polymerase amplifiziert.
Dabei wurde in den Forward Primer eine Spel-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 gitX aus B. subtilis benutzten Primer wiesen folgende DNA-Sequenzen

auf:

Forward-Primer: 5’-CAAAAAGGCTAACTAGTTTTGATGCCGGG-3°
Reverse-Primer: 5°-CAGCCAATGAGGATCCTTTCTGTAATGG-3"

Gewiinschte Klone wurden durch Restriktionsverdau mit Spel/BamHI ermittelt und
abschlieBend durch doppelstringige DNA-Sequenzierung auf ihre Korrektheit
tiberpriift. Der so erhaltene Vektor erhielt den Namen pWH1520gl1tX.
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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.

2-10° -m(DNA)

[DNA-Termini] pmol =
n -660

n: Anzahl der Basenpaare

[m] = ug

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 abschlieBend fiir 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 ,JFast-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
durchgefiihrt:

die Reaktionsansitze 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 abschlieBend 10 min bei 65 °C hitzeinaktiviert. Fiir beide
Ligationsreaktionsarten wurde ein Vektor zu Insert Verhiltnis, gemessen in pmol DNA
Termini, von 1:2 bis 1:5 eingestellt.

Die direkte Ligation von Tag-DNA-Polymerase generierten PCR-Amplifikaten in den
Vektor pCR®2.1 inkl. dem anschlieBenden Blau-WeiB-Screening wurde nach den
Angaben des ,,Original TA Cloning® Kit* der Firma Invitrogen durchgefiihrt.
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2.6.18 DNA-Sequenzbestimmung

DNA-Sequenzierungen zur Kontrolle von Klonierungsexperimenten wurden als Service
durchgefiihrt von Herrn Uwe Ruffer, BASF AG. DNA-Sequenzierungen in
,,Publikationsqualitdt” und von PCR-Amplifikaten wurden durchgefiihrt von der Firma
MWG-Biotech.

2.6.19 Transformation von Escherichia coli

Elektroporation

Es wurden aerobe 500 ml Kulturen in Vollmedium bis zu einer ODs7g3 von 0.5-1
kultiviert und bei 6000 x g, 4 °C fiir 10 min abzentrifugiert. Alle nachfolgend
beschriebenen Arbeiten wurden auf Eis durchgefiihrt und die Fliissigkeiten eisgekiihlt
verwendet.

Das Zellsediment wurde in sterilem, deionisiertem Wasser gut resuspendiert, bei 4500 x
g, 4 °C fiir 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-Losung wurde 15 min bei 4500 x g, 4 °C zentrifugiert, das
Sediment in 200 pl 10-%iger (v/v) Glycerin-Losung 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 uF, R =
200 Q). Bei Transformation von DNA aus Ligationsreaktionen wurde die DNA vorher

30 min gegen steriles, deionisiertes Wasser dialysiert.

Chemische Methode
Die Transformation von kompetenten E. coli TOP10F"-Zellen per CaCl,-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 Ubernachtkultur in Vollmedium von B.
megaterium angeimpft und aerob inkubiert. Bei einer ODs75 von 1 wurden die Zellen
bei 4500 x g, 4 °C fiir 15 min abzentrifugiert und in 5 ml SMMP-Puffer resuspendiert.
Nach Zugabe von 50 pg Lysozym in SMMP-Puffer wurde die Suspension 60 min bei
37 °C und leichtem Schiitteln 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  durchgefiihrt.  Die
Protoplastensuspension konnte nun nach Zugabe von 10 % (v/v) Glycerin portioniert

und bei —86 °C eingefroren werden.

Transformation:

500 ul der Protoplastensuspension wurden mit 1 ug DNA in SMMP-Puffer versetzt und
1.5 ml PEG-P-L6sung zugegeben. Nach Inkubation bei Rt fiir 2 min wurden 5 ml
SMMP-Puffer hinzugefiigt, vorsichtig gemischt und die Suspension bei 1300 x g, 4 °C
fir 10 min zentrifugiert. Sofort danach wurde der Uberstand abgenommen und das
kaum sichtbare Sediment vorsichtig in 500 ul SMMP-Puffer resuspendiert. Die
Suspension wurde 90 min bei 37 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Danach wurden
100-900 ul der transformierten Zellen mit 2.5 ml cR5-Topagar gemischt und auf
Vollmedium-Agar-Platten gegeben, die die fiir die Selektion geeigneten Antibiotika
enthielten. Transformierte Kolonien wurden nach Inkubation iiber Nacht bei 37 °C

sichtbar.
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2.7  Biochemische und biophysikalische Methoden

2.7.1 Hochdruckfliissigkeitschromatographie-Analyse von Fermentationsprodukten

von Bacillus megaterium

Mopso-Minimalmedium wurde mit einer B. megaterium Vorkultur im Verhiltnis 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 fiir 3 min bei 13000 x g, Rt abzentrifugiert und der Uberstand als Referenz
verwendet.

Fermentationsprodukte wurden mittels Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)
getrennt und quantifiziert. Die Metaboliten wurden auf einer Eurocat H
Kationenaustauschersdule der Firma Knauer (300 x 8 mm, 10 um Porengrofie) getrennt.
Die Chromatographie wurde bei 60 °C mit einer Flussrate von 600 ul/min in 0.01 N
H5S04 durchgefiihrt. Die eluierten Metaboliten wurden mit Hilfe des Brechungsindex

und ihrer Absorption bei 280 nm (A,gy) 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
(ODs7g) bestimmt, wobei davon ausgegangen wurde, dass einer ODs;g von 1 eine

Zellzahl von 1x10° Zellen entspricht.

2.7.3 DNA- Konzentrationsbestimmung

Bestimmung durch Absorptionsmessung
Die Konzentration einer DNA-Losung wurde durch Messung der Ajs und, zur

Kontrolle auf Proteinverunreinigungen, der A,gp in einem Photometer bestimmt. Dabei
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wurde davon ausgegangen, dass einer Asy von 1 nidherungsweise eine dsDNA-
Konzentration von 50 mg/ml entspricht. Die Reinheit der DNA ergab sich aus dem

Quotienten zwischen Ajgo und Asgp.

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 zugehorigen Fluoreszenzintensitit x -fliche konnte auf die
Masse an DNA in der aufgetragenen Probe zuriickgeschlossen werden. Die Analytik
wurde mit dem Programm ,Quantity One“ der Firma BioRad durchgefiihrt, die
verwendeten Standards waren der ,GeneRuler'™ DNA Ladder Mix“ und der

,.GeneRuler™ 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 Ubernachtkultur im
Verhiltnis 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 ODs7g 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

Fiir einen Lysozym vermittelten Zellaufschluss wurden die sedimentierten Zellen in
einem entsprechenden Volumen Aufschlussspuffer resuspendiert, so dass sich fiir alle
Proben die gleiche ODs7g ergab. Nach 30miniitiger Inkubation bei 37 °C wurden 4 Teile
des Zellaufschlusses mit 1 Teil SDS-Probenpuffer versetzt und 5 min bei 99 °C
inkubiert. Zelltrimmer und DNA wurden zweimal fiir 30 min bei 15000 x g, 4 °C
abzentrifugiert und der Uberstand anschlieBend iiber eine SDS-PAGE analysiert. Alle
Arbeiten wurden konsequent auf Eis und unter Zugabe von 1 uM PMSF zur
Proteolyseinhibition durchgefiihrt.

Ultraschallaufschluss

Fiir einen Zellaufschluss per Ultraschallbehandlung wurden die sedimentierten Zellen in
einem entsprechenden Volumen deionisierten Wassers resuspendiert, so dass sich fiir
alle Proben die gleiche ODs;g3 ergab. Die Proben wurden mit Hilfe einer MS72-
Sonotrode fiir 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 fiir
15 min wurden Zelltriimmer und DNA zweimal fiir 30 min bei 15000 x g, 4 °C
abzentrifugiert und anschlieBend iiber eine SDS-PAGE analysiert. Alle Arbeiten
wurden konsequent auf Eis und unter Zugabe von 1 uM PMSF zur Proteolyseinhibition

durchgefiihrt.

2.9 Elektrophoretische Trennmethoden

2.9.1 Agarose-Gelelektrophorese zur DNA-Analyse

Die analytische und priparative Trennung von DNA erfolgte iiber 0.5-1.5%-ige (w/v)
Agarosegele bei einer Spannung von 30-120 V in TAE-Puffer. Dabei wurden der
prozentuale Agarosegehalt der Grofe der zu trennenden DNA-Fragmente, Spannung

und Zeitdauer der Elektrophorese dem erwiinschten Trennungsgrad und der Gelgrofie
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angepasst. Als GroBenvergleich dienten ,A-Marker, ,.GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder®, ,.GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus* und ,.GeneRuler™DNA Ladder
Mix*“ der Firma MBI Fermentas. Die DNA wurde 30 min in 0.1%-iger (w/v)
Ethidiumbromidlosung gefirbt und unter UV-Belichtung mit einer Videokamera

fotografiert.

2.9.2 SDS-PAGE zur Analyse von Proteingemischen

Analyse von Proteinen mit einer M, iiber 20000

Die Methode wurde ausgefiihrt nach dem Protokoll von Liammli, 1970 mit den
Modifikationen von Righetti ez. al, 1990 fiir eine diskontinuierliche SDS-PAGE unter
Fokussierung der Proteine in einem groBporigen 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 Stromstirke von 30-45
mA durchgefiihrt. Dabei wurde der prozentuale Acrylamidgehalt der Trenngele der
GroBe der zu trennenden Proteine und dem erwiinschten Trennungsgrad angepasst. Als
Molekularmassenstandard wurde der ,Dalton Marker VII-L* der Firma Sigma

verwendet.

Analyse von Proteinen mit einer M, unter 20000

Die Methode wurde ausgefiihrt nach dem Protokoll von Schigger und von Jagow, 1987
unter Verwendung von 16.5 % T, 6 % C Polyacrylamidgelen. Dabei steht % T fiir den
Anteil an Acrylamid plus N, N'-Methylenbisacrylamid im Gel und % C fiir 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 Auflosung erzielt werden konnte.

Die zu analysierenden Proben wurden wie unter 2.8.1 beschrieben,
Molekularmassenstandards  nach  Herstellerangaben,  vorbereitet. ~ Sobald  der
Bromphenolblaumarker vollstindig in das Sammelgel eingelaufen war, wurde die
Elektrophorese bei 95 V durchgefiihrt. Die Zeitdauer der Elektrophorese wurde dem

erwiinschten 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 Fiarbung der Proteine mit Coomassie Brilliant Blue wurden wie bei Lammli, 1970
und Righetti et al., 1990 beschrieben durchgefiihrt. Nachfolgende Silberfirbungen
wurden wie bei Rabilloud und Charmont, 2000 beschrieben durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Klonierung und Sequenzierung der Tetrapyrrolbiosynthesegene des

hemAXCDBL- und des hem EHY-Operons aus Bacillus megaterium

3.1.1 Klonierung und Sequenzierung von hemA und hemlL aus Bacillus megaterium

Die Produktion von Vitamin Bj, sollte durch eine Reihe gezielter genetischer
Manipulationen des Wirtes B. megaterium und durch die Optimierung der
Wachstumsbedingungen deutlich erhoht werden. Dazu gehorte in einem ersten Schritt
die Klonierung und Expression der Gene fiir die Enzyme zur Bildung des allgemeinen
Tetrapyrrolvorlaufers Uro gen. Weitere Strategien einer gerichteten genetischen
Optimierung von B. megaterium zum Vitamin B,-Produktionsstamm sollten zum einen
die Repression des Stoffwechselflusses in Richtung der Him- und Sirohiambiosynthese
zugunsten einer erhohten Vitamin Bi,-Biosynthese beinhalten. Zum anderen sollten
Schliisselenzyme und positive Regulatoren der Vitamin B,-Biosynthese in B.
megaterium iberproduziert werden, sowie eine feed back Inhibition durch das
Endprodukt Coenzym B, durch die rekombinante Produktion von Vitamin Bj,-
Bindeproteinen verhindert werden. Parallel hierzu sollten verschiedene Medien und
Zusitze auf ihre Auswirkungen auf die Vitamin Bj,-Produktion und das Wachstum von
B. megaterium untersucht werden. In diesem Kapitel soll nun zunichst die Klonierung
und Sequenzierung der Gene fiir die Enzyme zur Bildung des allgemeinen
Tetrapyrrolvorldaufers Uro”gen dargestellt werden.

Die ersten Schritte der Tetrapyrrolbiosynthese bis zur Bildung von Uro gen sind fiir alle
Tetrapyrrole und damit auch fiir Vitamin B;, identisch. Zudem stellt die Bildung von
ALA, des ersten gemeinsamen Vorldufermolekiils 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
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eine Steigerung der Vitamin Bi,-Produktion den Fluss der Metaboliten in Richtung
Uro gen und damit letztendlich auch in Richtung von Vitamin B12 steigern, ist es von
groffter 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 ausiiben, um die Moglichkeit einer spéteren, 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 fiir die Hidm- und Vitamin Bi,-Biosynthese ist in

Abbildung 12 wiedergegeben.
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Abb. 12: Ubersicht iiber 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 fiinf anderen Gram-positiven Bakterien ist bekannt, dass
alle Enzyme fiir die Uro gen-Bildung in einem Operon zusammengefasst sind (von
Wachenfeldt und Hederstedt, 2002). AuBlerdem war es mir in meiner Diplomarbeit
gelungen, ca. 60 % des hemAXCDBL-Genclusters mittels funktioneller
Komplementation hamauxotropher 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 fiir diese
Operonstruktur charakteristische hemX-Gen konnte lokalisert werden, welches fiir ein
integrales Membranprotein codiert. Dieses Protein hat zwar keine direkte katalytische
Funktion im Tetrapyrrolbiosyntheseweg, zeigt aber einen Einfluss auf die zelluldre
Glutamyl-tRNA Reduktase (GluTR/HemA)-Menge (Schroder et al., 1994).

Unter diesen Voraussetzungen wurden iiber die Methode des Chromosome Walking
mittels uni-direktionaler PCR (Vektorette-PCR) die fehlenden flankierenden Stiicke des
hemAXCDBL-Operons, hemA und hemL, inkl. der ihnen angrenzenden intergenischen

Regionen, kloniert.

ldentifizierung der geeigneten Restriktionsendonuklease fiir Chromosome Walking
mittels Vektorette PCR durch Southern Blot Analyse

In der DNA-Sequenz des bereits in meiner Diplomarbeit klonierten Teilstiickes des
hemAXCDBL-Operons wurde nach Erkennungssequenzen fiir
Restriktionsendonukleasen gesucht, die nur sehr selten vorkamen und gleichzeitig
moglichst nah an den Enden des bekannten DNA-Sequenzbereichs lokalisiert waren
oder fiir die tiberhaupt keine Schnittstellen vorlagen. Bei der Wahl der
Restriktionsenzyme spielten sowohl die Linge 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
grol genug sein sollten, um den gesamten Rest der gesuchten DNA-Sequenz zu
beinhalten. AuBerdem mussten die ausgewihlten Restriktionsendonukleasen nach
einem Restriktionsverdau DNA-Enden generieren, die mit den Enden der Vektorette-
DNA-Stiicke zu verbinden waren. Aufgrund dieser Vorauswahl wurden fiir einen
Restriktionsverdau zur hemA-Klonierung die Restriktionsendonukleasen HindIll, Apol,
BstBI, Clal und Hpall und zur hemlL-Klonierung Bcll, Hinll, Munl und EcoRI

ausgewdhlt. Jeweils ca. 100-150 pg 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
darauthin mit den auf den Nylonmembranen immobilisierten DNA-Fragmenten
chromosomaler B. megaterium DNA hybridisiert und iiber einen Chemolumineszenz-
gekoppelten ELISA detektiert. Abbildung 13 zeigt das Ergebnis einer Southern Blot

Analyse am Beispiel des Southern Blots zur hemA Detektion.
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Abb. 13: Southern Blot Analyse zur Identifizierung der geeigneten Restriktionsendonuklease fiir eine
hemA-Klonierung mittels Vektorette-PCR.

- Bahn 1: A-Marker

- Bahn 2: Restriktionsverdau chromosomaler B. megaterium DNA mit HindIIl
- Bahn 3: mit Apol

- Bahn 4: mit BstBI

- Bahn 5: mit Clal

- Bahn 6: mit Hpall

Durch den Vergleich der erhaltenen DNA-Fragmentgrofe mit der Lénge der bereits
bekannten = DNA-Sequenzinformation bis zur  Schnittstelle der jeweiligen
Restriktionsendonuklease, konnte auf die Lidnge an unbekannter DNA-Sequenz
zuriickgeschlossen ~ werden. Dabei erwies sich ein Restriktionsverdau der

chromosomalen B. megaterium DNA mit Clal fiir 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 fiir eine hemlL-Klonierung per Vektorette-PCR durchgefiihrt.
Hier erwies sich ein Restriktionsverdau der chromosomalen B. megaterium DNA mit
Munl am vorteilhaftesten, da eine maximale Linge unbekannter DNA-
Sequenzinformation von ca. 9 kbp. zu erwarten war. Diese Voraussage war allerdings
nicht prizise, da Munl 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 wiirde. Abb. 14 gibt einen schematischen
Uberblick iiber den zu Beginn der beschriebenen Untersuchungen bereits bekannten
Teil des hemAXCDBL-Operons aus B. megaterium, die vermutete vollstandige Struktur

dieses Operons und die Lokalisation der Clal- und Munl-Schnittstellen.

P hemAXCDBL
i

, ................. — — — — [ ., H ...........
orf o hemA r834 bp> 933 bp >774 bp> 98] bp>|: hemL “"“. ..... ; orf

Y

4
Clal ca. 3.9 kbp Clal

| - ' L - -

Munl Munl

[P
N 4]

ca. 13 kbp

Abb. 14: Schematischer Uberblick iiber bereits bekannte Teile des hemAXCDBL-Operons aus B.
megaterium (durchgezogene Linien), seine vermutete vollstindige Struktur (gestrichelte
Linien) und die Lage der Restriktionsschnittstellen von Clal und Munl. Die Klammer
symbolisiert, dass die Munl-Restriktionsschnittstellen auflerhalb 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 Clal
verdaut, mit Clal Vektorette II der Firma Sigma-Genosys ligiert und per PCR unter
Verwendung von PfuTurbo'™ DNA Polymerase amplifiziert. Abbildung 15 zeigt eine
typische, optimierte PCR nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem gesuchten PCR-
Produkt bei einer Grof3e von ca. 3.8 kbp.
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Abb. 15: Darstellung einer typischen priparativen Vektorette-PCR zur hemA-Klonierung nach Agarose-
Gelelektrophorese.

- Bahn 1: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, die relevanten FragmentgroBen 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
gewiinschte hemA-Gen enthielt. Andere kiirzere Produkte sind unspezifischer Natur.

Da, wie aus Abbildung 15 ersichtlich ist, trotz vielfiltiger Optimierungsversuche kein
reines PCR-Produkt bei ca. 3.8 kbp zu erhalten war, wurden DNA-Fragmente richtiger
GroBe aus priaparativen PCR-Ansidtzen prinzipiell tiber Agarose-Gelelektrophorese
gereinigt. Die DNA-Sequenz der gereinigten PCR-Amplifikate wurde abschlieBend von
der Firma MWG-Biotech in ,,Publikationsqualitit® sequenziert und die erhaltene DNA-
Sequenz durch einen Vergleich der aus ihr abgeleiteten Aminosiduresequenz 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
Munl verdaut, mit EcoRI Vektorette II der Firma Sigma-Genosys ligiert und per PCR
unter Verwendung von PfuTurbo™ DNA Polymerase amplifiziert. Abbildung 16 zeigt
eine typische optimierte PCR nach Agarose-Gelelektrophorese mit dem gesuchten PCR-
Produkt bei einer GroBle von ca. 1.25 kbp. Um auch hier Probleme bei der duBerst
storungsempfindlichen Sequenzierung der PCR-Produkte zu umgehen, wurden die
Produkte der prédparativen heml PCR-Ansitze mittels Agarose-Gelelektrophorese
getrennt und die gesuchten DNA-Fragmente aus dem Gel gereinigt. Die Sequenzierung

in ,,Publikationsqualitédt* 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: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, die relevanten FragmentgroBen sind in bp angegeben

- Bahn 2: hemL Vektorette-PCR-Produkt, erhalten durch Kombination eines Vektorette- und
eines hemlL-spezifischen Primers. Mit hemL ist das Produkt gekennzeichnet, welches den
Grofiteil des gewiinschten hemL-Gens enthielt. Andere kiirzere Produkte sind unspezifischer
Natur.

HemlL-Aminosiduresequenzen ergab, dass das hemlL-Leseraster noch nicht vollstindig
auf dem PCR-Produkt enthalten war. Aus diesem Grund wurde iiber eine weitere
Vektorette-PCR, unter Verwendung der bereits fiir die hemA-Klonierung hergestellten
Clal Vektorette II-Genbank als Templat, der fehlende Rest des heml-Genes mittels
PfuTurbo™ DNA Polymerase amplifiziert. Abbildung 17 zeigt die optimierte PCR nach
Agarose-Gelelektrophorese mit dem gesuchten PCR-Produkt bei einer Grofle 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 doppelstringig sequenziert.

Abbildung 18 zeigt das Schema des vollstindigen 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 abschlieBenden hemL-Klonierung nach
Agarose-Gelelektrophorese.

- Bahn 1: GeneRuler™ DNA Ladder Mix, die relevanten FragmentgroBen sind in bp angegeben
- Bahn 2: hemL Vektorette-PCR 2-Produkt, erhalten durch Kombination eines Vektorette- und
eines hemlL-spezifischen Primers. Mit ,,hemL* ist das Produkt gekennzeichnet, welches den
Rest des gewiinschten hemL-Gens enthielt. Andere kiirzere Produkte sind unspezifischer Natur.

P hemAXCDBL
1 H hemA hemX hemC hemD hemB hemL
B megaterium M 1341 bp > 834 bp> 933 bp>774 bp> 981 bp> 1290 bp >'IE‘
ysxD- spoVID-
Homolog Homolog
B. subtilis
B. brevis
B. halodurans 1 femA hemX hemC hemD hemB hemL
B. sphaericus
B. stearothermophilus
S. aureus

P. macerans -M hemC  YCysG*hemD y— hemB> hemL >-
C.josui —_— hemA-p hemC CysGA-hemD> hemB>—

C. acetobutylicum -M hemC M CysGA-hemD ~ heml > hemB>—

Abb. 18: Schema des kompletten hemAXCDBL-Operons in B. megaterium inkl. der angrenzenden
doppelstringig sequenzierten DNA-Bereiche und Vergleich mit anderen Operons der Uro gen-
und Sirohdmbiosynthese 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 Gengroflen des
hemAXCDBL-Operons in B. megaterium sind mafstabsgetreu wiedergegeben.
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Die GroBle 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 fiir 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. Auflerdem findet man nun
die kodierende @ DNA-Sequenz einer homologen Domidne der Uro gen-
Methyltransferase-Domiine CysG* aus E. coli, die zum hemD-Gen fusioniert ist. Eine
Fusion zum hemA-Gen ist in C. josui auch fiir die kodierende DNA-Sequenz einer
homologen Domiine zur CysG®-Domine 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 cysG®-
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 Urogen-Bildung bereits simtliche Strukturgene in gleicher Anordnung
vor, die fiir eine weitere Umsetzung von Uro gen zum Endprodukt Sirohidm benotigt
werden.

Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenz fiir HemA und HemL mit bekannten
HemA- und HemL-Aminosduresequenzen anderer Organismen ist im Anhang unter 5.2
und 5.3 dargestellt. Dabei fillt auf, dass das B. megaterium HemA, ebenso wie das mit
68 % Identitit eng verwandte B. subtilis HemA, zwischen Aminosidure 67 und 77 einen
sehr hohen Anteil aromatischer Aminosiduren von 50 % aufweist. Dies ist ein deutliches
Zeichen fiir die enge Verwandtschaft von B. megaterium zu B. subtilis, da dieses
Charakteristikum bereits bei den HemA-Aminosiduresequenzen Gram-negativer
Bakterien wie E. coli und Pseudomonas aeruginosa nicht mehr auftritt. Erginzend
findet sich am C-Terminus ein Einschub von ca. 30 zusitzlichen Aminosiuren, der nur
bei B. megaterium und B. subtilis zu finden ist. Mit einer Identitiat der B. megaterium
HemlL-Aminosiduresequenz von 84-50 %, im Vergleich zu den B. subtilis HemL- bis
Methanococcus janaschii HemL-Aminosduresequenzen, ist die Homologie zwischen
Glutamat-1-semialdehyd-2,1-aminomutasen offensichtlich wesentlich stiarker

ausgeprigt 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 stromaufwiérts von
hemA und die Terminationssequenz der Transkription stromabwirts von hemlL
identifiziert werden. Innerhalb der mit 330 bp ausgeprigten 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 stromaufwirts 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 fiir 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 Ubertragen der Regulationsmechanismen von B.
subtilis auf B. megaterium verfriiht ist, da die vermeintliche Per Box in B. megaterium
zur postulierten Per Box nur 75 % Ubereinstimmung aufweist und mit einem Abstand
von {iber 100 bp zur -35-Region des Promotorbereiches etwas zu weit entfernt erscheint,
um einen Einfluss auf die Transkription ausiiben zu kénnen. Hinzu kommt, dass in B.
subtilis die Per Box zweimal zu finden ist und dabei vollkommen die -35 und -10
Regionen des Promotors iiberlagert. Letztlich konnen aber nur experimentelle Ansitze
eine eventuelle Peroxydstress-abhingige Regulation des hemAXCDBL-Operons in B.
megaterium iberpriifen. Ein Uberblick iiber die mutmaBlichen regulatorischen
Sequenzen des hemAXCDBL-Operons in B. megaterium findet sich zusammen mit
seiner  doppelstriangig  sequenzierten = DNA-Information inkl.  doppelstringig
sequenzierter angrenzender Bereiche im Anhang unter 5.2.

Mit der Klonierung und Sequenzierung des kompletten hemAXCDBL-Operons aus B.
megaterium 1inkl. seiner cis-aktiven, regulatorischen DNA-Sequenzen stehen alle
Moglichkeiten offen fiir ein gezieltes gentechnisches Eingreifen in die Genexpression,
um den Fluss der Stoffwechselprodukte in Richtung Uro gen signifikant zu erhohen und
damit letztendlich die Vitamin By,-Produktion zu steigern. Durch Integration eines sehr
effektiven, induzierbaren Promotors (P,;) vor dem hemAXCDBL-Operon in das
Chromosom von B. megaterium gelang es Heiko Barg in unserem Labor nach
Abschluss der vorliegenden Arbeit, die Vitamin Bj,-Produktion um den Faktor 30 zu

steigern. Dies bestitigt eindrucksvoll den hier gewihlten Ansatz.
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Abb. 19: Ubersicht iiber die Promotorregionen des hemAXCDBL-Operons in B. subtilis (A) und B.
megaterium (B). Die regulatorischen Gensequenzen stromaufwirts 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 hemkE aus Bacillus megaterium

Nach der Bildung von Uro'gen, dem letzten gemeinsamen Vorldufermolekiil aller
Tetrapyrrole, trennt sich der Biosyntheseweg fiir Porphonoide (Vitamin Bj,, Sirohdm)
von dem fiir Porphyrine. Eine Ubersicht iiber den angesprochenen Teil der

Tetrapyrrolbiosynthese unter Fokussierung auf die Hdmbildung ist in Abbildung 20

wiedergegeben.
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Abb. 20: Ubersicht iiber die Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium unter Fokussierung auf die
Himbiosynthese nach der Bildung von Uro'gen. Pfeile mit durchgezogener Linie
symbolisieren einzelne Syntheseschritte, schraffierte Linien symbolisieren die Existenz
mehrerer Syntheseschritte. Die Gensymbole geben zugehorige Gene an. Copro gen:
Coproporphyrinogen III, Proto®gen: Protoporphyrinogen IX



Ergebnisse und Diskussion 71

Die Vermutung liegt nahe, dass ein signifikanter Teil der Metaboliten in Form von
Uro'gen hier in den Hiambiosyntheseweg eingeleitet und somit dem Vitamin Bj-
Biosyntheseweg entzogen wird. Um diese Verluste an Vorliufermolekiilen fiir die
Vitamin Bj,-Biosynthese zu einem spiteren Zeitpunkt einddmmen zu konnen, wurde
versucht, die Gene aus B. megaterium zu charakterisieren, deren Produkte fiir die
Umsetzung von Uro'gen zu Protohdm 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 fiir die Bildung von Vitamin By, in B. megaterium zur Verfligung steht
und damit der Vitamin Bi,-Biosynthese verloren geht. Die Klonierung und
Sequenzierung der angesprochenen Gene geschah mit dem Ziel, bereits wihrend dieses
ersten HemE-katalysierten Schrittes den Fluss der Metaboliten in Richtung Ham durch
gezielte, gentechnische Manipulation zu erniedrigen. Geschieht dies regulierbar nach
Abschluss des zelluliren Wachstums wihrend der Phase der Vitamin Bi,-Produktion,
sollte es die Menge an Vitamin B, erhohen, ohne dadurch B. megaterium vollkommen
seiner essentiellen Him-Cofaktoren zu berauben.

Analog dem hemAXCDBL-Operon ist auch tiber 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 fiir B. megaterium eine &dhnliche Anordnung
vermutet wurde. Dagegen liegt das fiir die Copro”gen-Oxidase kodierende hemZ-Gen in
B. megaterium isoliert auf dem Chromosom vor und wurde bereits vollstindig in
unserem Labor kloniert und sequenziert (Barg, 2000).

Da bekannt war, dass Uro gen-Decarboxylasen iiber ein weites Spektrum verschiedener
Organismen eine hohe Homologie ihrer Aminosduresequenz aufweisen, wurde der
GroBteil des hemE-Gens iiber die Methode der heterologen PCR kloniert. Dazu wurden
HemE-Aminosiduresequenzen aus insgesamt 10 verschiedenen Organismen miteinander
verglichen, um innerhalb ihrer Aminosduresequenzen Bereiche hoher Homologie zu
identifizieren. =~ Aus diesen hoch homologen Bereichen wurde von der
Aminosduresequenz auf die DNA-Sequenz zuriickgeschlossen. Da der genetische Code
degeneriert ist, musste zu diesem Zweck der Codon-Gebrauch von B. megaterium
beriicksichtigt werden (Nakamura er al., 2000), welcher Auskunft dariiber gibt, mit
welcher Wahrscheinlichkeit ein Basentriplett in einem kodierenden DNA-Bereich fiir
eine bestimmte Aminosdure verwendet wird. Des weiteren waren die abgeleiteten

Primer mindestens 18 bp lang und zu ihrem 3°-Ende hin wurde die DNA-Sequenz fiir
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eine effiziente Hybridisierung und DNA Polymerase Initiation wéhrend der PCR immer
weniger degeneriert ausgewihlt. Das heillit, dass moglichst Aminosduren gefunden
werden mussten, die durch wenige Codons kodiert werden oder bei deren Codons nur
die dritte Base des Tripletts degeneriert ist. AuBerdem wurde der niedrige G+C-Gehalt
der B. megaterium DNA von ca. 39 % beriicksichtigt. SchlieBlich wurde der
Aminosdure- und DNA-Sequenz von B. subtilis bei den durchgefiihrten Vergleichen
eine hohere Gewichtung bei der Ableitung der heterologen Primer eingerdumt als
entfernter verwandten Organismen. War trotz allem die Festlegung auf eine einzige
Base bei zwei alternativ einbaubaren Nukleotiden nicht moglich, wurden beide
Nukleotide im Verhiltnis 50 : 50 eingebaut ohne dabei mehr als 128 verschiedene
Variationen des Primers hervorzurufen.

Die ausgewihlten Primer wurden von der Firma MWG-Biotech synthetisiert und in
einer PCR unter Verwendung von Tag DNA Polymerase mit chromosomaler B.
megaterium DNA als Templat eingesetzt. Aus der Aminosduresequenz zwischen den
Bindestellen der PCR Primer wurde auf die Lénge des zu erwartenden PCR-Amplifikats
zuriickgeschlossen und durch Vergleich mit den erhaltenen DNA-Lingen aus der
Agarose-Gelelektrophorese die PCR-generierten hemE-Fragmente ermittelt. Einen
Uberblick iiber 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 doppelstringig durch die Firma BASF
sequenziert. Die erhaltene DNA-Sequenz wurde durch einen Vergleich der aus ihr
abgeleiteten Aminosduresequenz 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 Moglichkeiten offen, um mit Methoden des Chromosome Walking iiber
Vektorette PCR, das gesamte Gen bzw. das gesamte vermutliche hiemEHY-Operon aus
B. megaterium zu klonieren. Gerade die Klonierung und Sequenzierung des fiir
gentechnische Manipulationen wichtigen Promotorbereiches sollte kurzfristig moglich
sein, da dieser in B. subtilis direkt stromaufwiirts von hemE lokalisiert ist und das

vorliegende hemE-Fragment aus B. megaterium hochstwahrscheinlich sehr nahe am
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HemE aus:
H T B Y R Q A R 230 aa - D R L G B subtilis
Y T N M R Q A R - - ----- - D Il T L E. coli
C R V Y F R Q A @ s --------- G H D R T S M. leprae
BER P BB M R Q A R Y ety - D U [ Synechococcus
K R P JEAY M R Q A RO ----—-—-— - D U [ Synechocystis
BER v R v R Q A [ - ----- - D SR T Fruchtfliege
E R P JEAY L R Q A R --------- - D U Gerste
Y T B C R Q A N --------- - D T V BEERYE
Y T B C R Q A N ------—--— - D T V BEEREE
Y T B C R Q A e - - - --- - D NS 4 Mensch
Forward Primer Reverse Primer
Z(A/T) GT(A/T) TGG T(A/T)T ATG (C/A)G(T/A) CAA GC CCA ATC (A/T)A(G/A) (A/T)CC (A/T)AC ATC

\ PCR j
Y

[bpl 12
@
900 — qum
800 — e _ .
700 — ume @® — hemE-Amplifikat
600 — we
b
e

Abb. 21: Darstellung der Strategie zur Klonierung eines 732 bp langen hemE-Fragmentes aus B.
megaterium mittels heterologer PCR. Aus Bereichen hoher Aminosiduresequenzidentitit
zwischen Uro gen-Decarboxylasen (HemE) verschiedener Organismen wurden Primer fiir eine
PCR abgeleitet. Das Ergebnis der PCR ist im unteren Teil der Abbildung dargestellt. Auf diese
Weise wurde ein DNA-Fragment berechneter GroBe (732 bp) gewonnen, das ca. 70 % des B.
megaterium hemE-Gens enthilt.

- Bahn1: GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
- Bahn 2: 732 bp hemE-Fragment

hemE 5°-Ende liegt. Ein Vergleich der abgeleiteten HemE-Aminosduresequenz aus B.
megaterium mit bekannten HemE-Aminosduresequenzen ist im Anhang unter 5.4
dargestellt und verdeutlicht die relativ hohe Homologie zwischen verschiedenen
Uro gen-Decarboxylase-Aminosduresequenzen von auch weit entfernt verwandten
Organismen. Dies zeigt die Identitit der Aminosiduresequenz von iiber 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.
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3.2 Wachstum von Bacillus megaterium WH320 in Vollmedium bei

unterschiedlichen Sauerstoffpartialdriicken

3.2.1 Wachstum von Bacillus megaterium WH320 unter aecroben Bedingungen

Die Vitamin Bi,-Biosynthese in B. megaterium sollte durch rekombinante Expression
von essentiellen Enzymen der Vitamin Bi,-Biosynthese erhoht werden. Deshalb wurde
wie folgt beschrieben ein neuer B. megaterium Stamm charakterisiert, der speziell zur
rekombinanten Proteinproduktion geeignet ist und der nachgewiesenermaflen mit den
von uns eingesetzten Expressionsplasmiden kompatibel ist (Rygus und Hillen, 1991).
Es handelt sich dabei um B. megaterium WH320, einen Abkommling von B.
megaterium DSM319. Beide Stimme sind im Gegensatz zu den Stimmen DSM32,
DSM2894 und DSMS509 nicht zur Sporulation fihig und weisen damit bereits einen
wichtigen Vorteil fiir industrielle Produktionsprozesse auf. Abbildung 22 zeigt das

Wachstum von B. megaterium WH320 in Vollmedium unter aeroben Bedingungen.

t’/h

Abb. 22: Darstellung des Wachstumsverhaltens von B. megaterium WH320 in Vollmedium unter
aeroben Bedingungen. Zu den angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die
ODs;5 bestimmt.
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Mit einer maximal erreichten ODs;3 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 (anfingliche Verzogerungsphase) von 3 h jedoch mit den lag-Phasen von B.
megaterium DSM32 und DSM509 identisch, aber ca. 1 h kiirzer als bei B. megaterium
DSM2894.

3.2.2 Wachstum von Bacillus megaterium WH?320 unter anaeroben Bedingungen

Im Rahmen meiner Diplomarbeit konnte ich zeigen, dass die B. megaterium Stimme
DSM32, DSM2894 und DSMS509 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 Kklassifiziert wurde (Priest et al., 1988). Diese
Fehleinschidtzung teilt B. megaterium mit seinem nahen Verwandten, dem
Modellorganismus der Gram-positiven Bakterien, B. subtilis. Dieses galt ebenfalls fiir
lange Zeit als strikt aerob. Man weill aber heutzutage, dass es ein ausgeprigtes
anaerobes Leben aufweist (Nakano und Zuber, 2002). Um auch B. megaterium WH320
auf Wachstum unter anaeroben Bedingungen zu {iiberpriifen, wurde der Stamm unter
Zugabe von NaNOj, NaNO,, Fumarat oder rein fermentativ anaerob inkubiert. NaNOs,
NaNO, und Fumarat fungierten dabei als mogliche 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 ODs7g
von ca. 0.35 die geringste Zelldichte im Vergleich zu B. megaterium DSM32, DSM509
oder DSM2894 (Martens, 1999). Allen vier untersuchten B. megaterium Stimmen 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, wihrend Zugabe von Nitrat keinen
Einfluss auf das anaerobe Wachstum ausiibt (Martens, 1999). Weder Nitrat noch Nitrit

konnen 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 NaNO;
(dunkelblau), NaNO, (rot), Fumarat (griin) sowie ohne Zusitze (hellblau) gemessen. Zu den
angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs;g bestimmt.

Phosphorylierung verwendet werden. Nitrit zeigt sogar eine toxische Wirkung auf das
Bakterienwachstum, die auch durch vielfiltige 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 Stimmen
und unterstreicht die physiologischen Unterschiede zwischen B. megaterium WH320
und B. megaterium DSM32, DSMS509 bzw. DSM2894. Bei den Vitamin Bj»-
Produktionsstimmen DSMS509 und DSM2894 zeigt Fumarat sogar eine leicht toxische
Wirkung, die sich in einer ausgeprigten lag-Phase des Wachstums unter anaeroben
Bedingungen widerspiegelt (Martens, 1999).

Mit einer nahezu verdoppelten maximalen ODs;s3 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 B, 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 fiir 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 ausschlieflich fermentativen Bedingungen
fahig ist (Martens, 1999). Die Fihigkeit zu anaerobem Wachstum in Vollmedium
konnte, wie unter 3.2 erwéhnt, auch fiir einen weiteren B. megaterium Stamm gezeigt
werden. Ergdnzende Untersuchungen zur Vitamin Bj,-Produktion unter verschiedenen
Sauerstoffpartialdriicken ergaben auBlerdem eine deutliche Induktion der Vitamin Bj,-
Synthese unter anaeroben Bedingungen (Martens, 1999). Um die Kosten einer
industriellen Kultivierung so niedrig wie moglich zu halten und um die Moglichkeit zu
haben, stimulierende Faktoren der Vitamin B(,-Produktion unter definierten
Bedingungen zu untersuchen, war es von groflem Interesse ein Minimalmedium mit
einer geeigneten Kohlenstoff- und Energiequelle zu finden, das ein anaerobes
Wachstum von B. megaterium erméglicht. Zu diesem Zweck wurden verschiedene B.
megaterium Stamme 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 Stamme in der Lage anaerob unter Glucosefermentation zu wachsen. Das
maximale Wachstum wird jedoch im Gegensatz zur anaeroben Inkubation in

Vollmedium bei allen drei Stimmen 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 (griine, gefiillte
Rauten, durchgezogene Linie) und ohne Zugabe von Fumarat (griine, gefiillte Quadrate,
durchgezogene Linie), sowie von B. megaterium WH320 in White-Minimalmedium unter
Zugabe von Fumarat (griine, leere Rauten, gestrichelte Linie) und ohne Zugabe von Fumarat
(griine, leere Quadrate, gestrichelte Linie). Mopso-Minimalmedium enthielt 22.2 mM Glucose.
Zu den angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs7g bestimmt.

(Martens, 1999) und ist bei den Stammen DSM509 und WH320 in Mopso-
Minimalmedium deutlich hoher als in White-Minimalmedium. Am ausgeprigtesten ist
dieser Effekt bei B. megaterium WH320, der unter Zugabe von Fumarat in Mopso-
Minimalmedium eine maximale ODs;3 von 0.80 erreicht, wihrend er in White-
Minimalmedium unter gleichen Bedingungen nur eine maximale ODs7;s von 0.48
erreicht. Es ist festzustellen, dass B. megaterium DSMS509 mit einer maximal erreichten
ODs7g von iiber 1.0 in der Lage ist, in Mopso-Minimalmedium unter anaeroben
Bedingungen gleiche Zelldichten wie in Vollmedium zu erreichen. B. megaterium
WH320 iibersteigt in Mopso-Minimalmedium mit einer ODs7;3 von 0.80 sogar seine
maximal erreichte Zelldichte unter gleichen Bedingungen in Vollmedium (siehe 3.2.2).
Auch der wachstumsfordernde Effekt der Fumaratzugabe fiir B. megaterium WH320 ist
in Mopso-Minimalmedium weitaus stiarker ausgeprigt als in White-Minimalmedium.

So ldsst sich zusammenfassend feststellen, dass Mopso-Minimalmedium das deutlich
effektivere Minimalmedium fiir 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
fiir die drei untersuchten B. megaterium Stamme unter anaeroben Bedingungen

ermoglicht.

3.3.2 Wachstum von Bacillus megaterium DSM32 in Minimalmedium

B. megaterium DSM32, der Wildtyp- und Referenzstamm zu den beiden Vitamin Bj,-
Uberproduktionsstimmen 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
nidheren Untersuchung des Wachstums von B. megaterium DSM32 in Minimalmedium
wurden Vorkulturen in Vollmedium {iber 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 Zusitze angereichert und wurden
aerob inkubiert. Bei diesen Zusitzen handelte es sich um Thiamin, Pyruvat und
Casaminoacids; Substanzen, von denen allgemein bekannt ist, dass sie limitierende
Faktoren fiir bakterielles Wachstum darstellen. So unterstiitzen Casaminoacids die
Proteinbiosynthese durch Bereitstellung von Aminosduren wéhrend 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 wachstumsfordernden Stoffen wie Thiamin,
Pyruvat oder Casaminoacids. Auch wenn fiir 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 fiir B. megaterium DSM32 verzichtet

wurde.
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Abb. 25: Aerobes Wachstum von B. megaterium DSM32 in Mopso-Minimalmedium ohne Zusitze
(dunkelblaue Rauten), unter Zusatz von Thiamin (rote Rauten), unter Zusatz von Pyruvat
(grilne Rauten) und unter Zusatz von Casaminoacids (hellblaue Rauten), sowie in White-
Minimalmedium ohne Zusitze (dunkelblaue Quadrate), unter Zusatz von Thiamin (rote
Quadrate), unter Zusatz von Pyruvat (griine Quadrate) und unter Zusatz von Casaminoacids
(hellblaue Quadrate). Mopso-Minimalmedium enthielt 22.2 mM Glucose. Zu den angegeben
Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs;g bestimmt.

Dieses Ergebnis verdeutlicht ein weiteres Mal die phéanotypische Diversitit
verschiedener B. megaterium Stimme, die sich bereits in der unterschiedlichen
Sporulationsfihigkeit 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 fiir anaerobes Wachstum von B. megaterium identifiziert wurde,
war es zu weiteren Charakterisierung des anaeroben Wachstums von B. megaterium
notig, die Endprodukte dieser Glucosefermentation zu analysieren. Dazu wurde B.
megaterium DSM509 als Referenz ausgewihlt, da er unter anaeroben Bedingungen die
hochste Zelldichte erreicht und somit seine Fermentationsprodukte in Konzentrationen
vorliegen sollten, die sie leicht der HPLC-Analyse zugénglich machen sollten.

B. megaterium DSM509 wurde fiir 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 Uberstand die Fermentationsprodukte per HPLC analysiert.
Abbildung 26 zeigt das Ergebnis der HPLC-Analyse vor Beginn der Fermentation

sowie nach Ende der Fermentation.

Lactat

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 DSMS5009. t, zeigt den Chromatographiestart an, rote
Graphen geben den Brechungsindex an, blaue Graphen geben die Agy 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 DSMS509 gebildete Stoff, als Lactat
identifiziert werden. B. megaterium DSMS509 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 ndheren Untersuchungen zu {iiberpriifen, ob B.
megaterium auch weitere Fermentationswege aufweist, wie man sie z. B. in vielfiltiger
Weise in der gemischten Siure-Butandiolfermentation seines nahen Verwandten B.

subtilis findet (Nakano und Zuber, 2002).
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34 Vitamin  Bi;-Produktion von Bacillus megaterium in Mopso-
Minimalmedium unter Verwendung von Glucose als Energie- und

Kohlenstoffquelle

3.4.1 Vitamin Bj,-Produktion von Bacillus megaterium unter _verschiedenen

Sauerstoffpartialdriicken

Mit der Definierung eines geeigneten Minimalmediums fiir aerobes und anaerobes
Wachstum verschiedener phénotypisch sehr unterschiedlicher B. megaterium Stimme
war es moglich, die Vitamin Bj,-Produktion des Bakteriums unter genau definierten
Bedingungen zu untersuchen. Erginzend zu den in meiner Diplomarbeit gemachten
Experimenten zur Vitamin Bj,-Produktion in Vollmedium unter verschiedenen
Sauerstoffpartialdriicken wurden die analogen Experimente in Mopso-Minimalmedium
unter Verwendung von 22.2 mM Glucose als Kohlenstoff- und Energiequelle
durchgefiihrt. Bei den untersuchten Stimmen handelte es sich um Bacillus megaterium
DSM509, DSM2894 und WH320. Die aerob inkubierten Kulturen wurden wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase, die anaerob inkubierten Kulturen am Ende ihrer
exponentiellen Wachstumsphase geerntet und der zellulire Vitamin Bi,-Gehalt
bestimmt. Die Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchungen.

Es zeigt sich, dass die beiden Vitamin Blz—Uberproduktionsst'zimme B. megaterium
DSM509 und DSM2894 nur unter anaeroben Bedingungen signifikant mehr Vitamin
B> synthetisieren als B. megaterium WH320. Des weiteren untermauern die in
Abbildung 27 gezeigten Ergebnisse eindeutig die bereits in Vollmedium gemachte
Beobachtung, dass die Vitamin B,-Produktion unter anaeroben Bedingungen induziert
ist (Martens, 1999). Wihrend die Vitamin Bi,-Produktion in Vollmedium um maximal
den Faktor 5 erhoht wird, ist die Erhohung der Vitamin Bj,-Produktion in
Minimalmedium fiir B. megaterium DSM509 und DSM2894 mit einem Faktor von 8-30
wesentlich ausgeprigter, auch wenn die Gesamtkonzentration an Vitamin B, unter
anaeroben Bedingungen in Minimalmedium ohne Zusitze allgemein etwas geringer ist
als in Vollmedium unter anaeroben Bedingungen ohne Zusitze (Martens, 1999).

Die anaerobe Induktion der Vitamin Bi,-Produktion steht in guter Ubereinstimmung mit

Beobachtungen bei S. typhimurium, die einen direkten Zusammenhang zwischen
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Abb. 27: Analyse des zelluldren Vitamin B,-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 (dunkelgriin) und
unter anaeroben Bedingungen (hellgriin).

erniedrigtem Redoxpotential aufgrund von Sauerstoffmangel und erhohter Expression
der cobl-Operons ergaben (Escalante-Semerana und Roth, 1987; Andersson und Roth,
1989). Das redoxregulierte cobl-Operon, das einen Grofiteil des cob-Operons in S.
typhimurium darstellt, liefert dabei 17 der 24 bekannten Enzyme, die fiir eine de novo
Biosynthese von Vitamin By, erforderlich sind und zeigt auBerdem groBe Ahnlichkeit
zu dem aus B .megaterium isolierten cobl-Operon (Raux et al., 1998a). Vermittelt wird
die Redoxregulation des cobl-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 Bi,-Biosynthese in B. megaterium induzieren, von
besonderem Interesse. Sicherlich wiirde die Kenntnis und das Funktionsverstindnis der
anaeroben Induktion der Vitamin B,-Produktion einen bedeutenden Beitrag zu ihrer

gerichteten Steigerung leisten.
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3.4.2  Vitamin B;,-Produktion von Bacillus megaterium unter Kobalt-Zugabe

Ein Hauptmerkmal von Vitamin B, stellt sein von einem Corrinring komplexiertes Co
(IIT)-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 Bj,-Biosynthese durch die Verfiigbarkeit von Kobalt zu vermuten. Um den
Einfluss einer erhohten Konzentration dieses Spurenelementes auf die Vitamin Bj,-
Produktion zu untersuchen, wurden B. megaterium DSM509, DSM2894 und WH320
aerob in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium mit verschieden
CoCl,-Konzentrationen inkubiert. Die Zellen wurden in der exponentiellen
Wachstumsphase geerntet und ihr zellulirer Vitamin Bj,-Gehalt bestimmt. Die in
Abbildung 28 dargestellten Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen fiir alle
untersuchten B. megaterium Stimme eine deutliche Stimulierung der Vitamin Bj,-

Biosynthese durch die Zugabe von Kobalt.
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Abb. 28: Analyse des zelluldren Vitamin B,-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-
Minimalmedium unter aeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert
ohne Zusitze (dunkelblau), unter Zusatz von 50 uM CoCl, (mittelblau) und unter Zusatz von
250 uM CoCl, (hellblau), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert ohne Zusitze
(dunkelrot), unter Zusatz von 50 uM CoCl, (mittelrot) und unter Zusatz von 250 uM CoCl,
(orange), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusitze (dunkelgriin), unter Zusatz
von 50 uM CoCl, (mittelgriin) und unter Zusatz von 200 pM CoCl, (hellgriin).
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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 ausgepridgt war, dass dieser Stamm bei einer
Konzentration von 250 uM CoCl, kein Wachstum mehr aufwies. Darum war in diesem
Fall die maximal zugesetzte CoCl,-Konzentration nur 200 uM im Gegensatz zu 250 uM
bei B. megaterium DSM509 und DSM2894. Weiterhin fillt auf, dass beide Vitamin B,
Uberproduktionsstimme nun auch unter aeroben Bedingungen eine hohere
Produktivitit als B. megaterium WH320 aufweisen, die bei B. megaterium DSMS509 mit
knapp 2.4 pg: I''+ ODs75™' am hochsten liegt.

Die analogen Untersuchungen mit den selben drei B. megaterium Stimmen wurden zum
Vergleich auch unter anaeroben Bedingungen unter Zugabe von jeweils 500 uM CoCl,
durchgefiihrt. Die Analyse der zelluliren Vitamin Bi,-Produktion am Ende der

exponentiellen Wachstumsphase ist in Abbildung 29 wiedergegeben.
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Abb. 29: Analyse des zelluldren Vitamin B,-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-
Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSMS509
inkubiert ohne Zusitze (dunkelblau) und unter Zusatz von 500 uM CoCl, (hellblau), sowie von
B. megaterium DSM2894 inkubiert ohne Zusitze (dunkelrot) und unter Zusatz von 500 uM
CoCl, (hellrot), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusitze (dunkelgriin) und
unter Zusatz von 500 pM CoCl, (hellgriin).

Auch hier ist bei allen drei untersuchten Stiammen eine eindeutige Stimulation der

Vitamin B,-Produktion, durch die Zugabe von Kobalt zu verzeichnen. Diese
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Stimulation ist bei den Vitamin B 12—Uberproduktionsst‘ammen DSM509 und DSM2894
duBerst ausgeprigt und liegt mit 54 bzw. 20 pg- I''* ODs7s' deutlich tiber der erreichten
Produktivitit unter gleichen Bedingungen ohne Zusatz von Kobalt. Der
Proteinproduktionsstamm B. megaterium WH320 zeigt sowohl ohne als auch mit
Kobaltzugabe eine sehr geringe Vitamin Bj,-Produktion, so dass sich unter anaeroben
Bedingungen quasi ein Abbild der Vitamin Bj,-Produktionsverhiltnisse unter aeroben
Bedingungen ergibt, dessen Unterschiede nur wesentlich deutlicher sichtbar sind.
Bemerkenswert ist weiterhin die Beobachtung, dass die untersuchten B. megaterium
Stimme unter anaeroben Bedingungen auch bei Zugabe von 500 uM CoCl, noch
wachsen, wihrend diese Kobaltkonzentrationen fiir diese B. megaterium Stamme unter
aeroben Bedingungen toxisch sind und ihr Wachstum komplett inhibieren. Dies ist
vermutlich dadurch zu erkliaren, dass eine deutliche anaerobe Induktion der Vitamin
Bi,>-Biosynthese stattfindet, wodurch vermehrt Kobalt in den Corrinring des Vitamin
B>-Molekiils eingebaut wird. Dies fiihrt letztlich zu einer Reduzierung der freien
Kobaltionenkonzentration und damit zu einer Detoxifizierung.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass eine Kobaltzugabe bei unterschiedlichen
Sauerstoffpartialdriicken in allen Fillen die Vitamin Bj,-Produktion von B. megaterium
signifikant erhoht. Diese Erhohung ist fiir die Produktionsstimme DSMS509 und
DSM2894 unter anaeroben Bedingungen #duBerst ausgeprigt. Kobalt stellt also wie
vermutet einen limitierenden Faktor der Vitamin B,-Produktion dar. Da die Stimulation
der Vitamin Bi,-Produktion mit steigender Kobaltkonzentration generell zunimmt, sich
aber parallel dazu das Wachstum verringert (Barg, 2000), ist jedoch ein genaues
Einstellen der Kobaltkonzentration fiir eine optimale Vitamin Bj,-Ausbeute

unerlisslich.

3.4.3 Vitamin B;,-Produktion von Bacillus megaterium unter ALA-Zugabe

Vitamin B, ist ebenso wie Ham 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 Hiamvorstufen deutlich. Aus diesem Wissen heraus wurde
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iberpriift, ob eine externe Zugabe von ALA, welches diesen ersten limitierenden Schritt
aufhebt, nicht nur die Him- sondern auch die Vitamin Bj,-Biosynthese erhoht. Dazu
wurde der Vitamin Bj,-Gehalt von sowohl aerob als auch anaerob gewachsenen
Kulturen der drei B. megaterium Stimme DSMS509, DSM2894 und WH320 in 22.2 mM
Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium analysiert. Dies geschah parallel ohne
und mit Zugabe von ALA. Die zelluliren Gehalte an Vitamin B;, wurden fiir aerobe
Bedingungen wihrend der exponentiellen Wachstumsphase und fiir 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 Stimmen, ist unter aeroben Bedingungen
eine Stimulation der Vitamin Bj,-Biosynthese durch ALA-Zugabe zu verzeichnen.
Diese Stimulation ist bei B. megaterium DSMS509 signifikant, wéhrend sie bei B.
megaterium DSM2894 und B. megaterium WH320 nur sehr schwach vorliegt. Das heif3t
auch in diesem Fall zeigt der Vitamin B, Uberproduktionsstamm DSM509 die hochste
Produktivitit, wihrend der zweite Vitamin B, Uberproduktionsstamm B. megaterium
DSM2894 einen gleich geringen Vitamin Bj,-Gehalt aufweist wie der
Proteinproduktionsstamm B. megaterium WH320. Unter anaeroben Bedingungen kehrt
sich der Einfluss von ALA auf die Vitamin B{,-Produktion erstaunlicherweise in das
Gegenteil um: bei allen drei untersuchten B. megaterium Stammen kommt es zu einer
signifikanten Reduktion der Vitamin Bj,-Produktion, die bei B. megaterium WH320 so
stark ausgeprigt ist, dass fast wieder das Niveau der aeroben Vitamin Bj,-Produktion
ohne Zusiitze erreicht wird (siehe 3.4.1).

Zur Erklarung dieser Beobachtungen sollte man davon ausgehen, dass ALA-Zugabe
neben der Vitamin Bj,-Biosynthese vor allen Dingen die Hambiosynthese unterstiitzt,
da sicherlich ein Grofteil der Metaboliten der Tetrapyrrolbiosynthese nach der Bildung
von Uro'gen in diesen Stoffwechselweg einmiindet. Da Hime 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 wiirde weiter unvermindert
Uro gen und damit auch als Nebenprodukt vermehrt Vitamin B;, gebildet werden. Dies
spiegelt sich in der Stimulierung der Vitamin Bj,-Produktion unter aeroben

Bedingungen durch Zugabe von ALA wieder.
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Abb. 30: Analyse des zelluldren Vitamin B,-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-
Minimalmedium unter aeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert
ohne Zusitze (dunkelblau) und unter Zusatz von ALA (hellblau), sowie von B. megaterium
DSM2894 inkubiert ohne Zusitze (dunkelrot) und unter Zusatz von ALA (hellrot), sowie von
B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusitze (dunkelgriin) und unter Zusatz von ALA
(hellgriin).
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Abb. 31: Analyse des zelluldren Vitamin B,-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-
Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSMS509
inkubiert ohne Zusitze (dunkelblau) und unter Zusatz von ALA (hellblau), sowie von B.
megaterium DSM2894 inkubiert ohne Zusitze (dunkelrot) und unter Zusatz von ALA (hellrot),
sowie von B. megaterium WH320 inkubiert ohne Zusitze (dunkelgriin) und unter Zusatz von
ALA (hellgriin).
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Unter anaerob fermentativen Wachstumsbedingungen sind die Cytochrome der
Atmungskette {iberfliissig und induzierte Hambiosynthese durch ALA-Gabe konnte zu
einer feed back-Inhibition der initialen Tetrapyrrolbiosynthese fiihren, so dass deshalb
auch weniger Vitamin Bj, produziert wird. FEin gezielter Hidm-abhingiger
proteolytischer Abbau des hemA-Genprodukts GIuTR ist bereits fiir S. typhimurium
beschrieben worden (Wang et al., 1999). Um dadurch den beobachteten Effekt einer
stark erniedrigten Vitamin Bi,-Produktion zu erkldren, miisste allerdings die extern
zugegebene Menge an ALA nicht ausreichen, um den GluTR-Aktivitdtsverlust aufgrund
der Hiam-abhingigen feed back Inhibition auszugleichen. Diese Hypothese wird durch
die Beobachtung unterstiitzt, dass die Uberexpression des gesamten hemAXCDBL-
Operons in B. megaterium unter aeroben Bedingungen zu einer 30fachen Steigerung der
Vitamin B,-Produktion fiihrt (neue nicht verdffentlichte Daten). Diese Stimulation der
Vitamin B;-Produktion ist damit noch ca. fiinfmal hoher als bei reiner ALA-Gabe unter
aeroben Bedingungen zum Kulturmedium von B. megaterium DSMS509 und deutet
darauf hin, dass das zugesetzte ALA nur unvollstindig von B. megaterium
aufgenommen wird. FEine andere Moglichkeit die gemachten Beobachtungen zu
erklaren, wiére ein hypothetischer Angriffspunkt einer Hém-abhingigen feed back
Inhibition zwischen ALA- und Uro gen-Bildung oder ein direkter FEinfluss der
Héambiosynthese auf die Vitamin Bj,-Bildung. Dies ist aber beides bis dato nicht

bekannt.

3.4.4 Vitamin B),-Produktion von Bacillus megaterium unter gleichzeitiger Kobalt-

und ALA-Zugabe

Kobalt wurde in vorhergehenden Untersuchungen (siehe 3.4.2) als limitierender Faktor
der Vitamin Bj,-Biosynthese in B. megaterium identifiziert. Zugabe dieses
limitierenden Faktors zum Wachstumsmedium erhdhte die Vitamin B;,-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 Bj,-
Bildung aufgehoben, der relativ spét innerhalb des Vitamin B,-Biosyntheseweges liegt.
Es wurde auch gezeigt, dass auch Biosyntheseschritte vor der Insertion des Kobalts in

den Tetrapyrrolring, im Speziellen die Bildung von ALA, limitierend fiir die Vitamin
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B{,-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
Sauerstoffpartialdriicken inkubiert. Dabei wurde den Medien parallel Kobalt oder
Kobalt und ALA zugesetzt. Der zellulire Vitamin Bi,-Gehalt wurde fiir die aeroben
Kulturen wihrend der exponentiellen Wachstumsphase, fiir die anaeroben Kulturen am
Ende der exponentiellen Wachstumsphase bestimmt. Die dazugehorigen Ergebnisse
sind in den Abbildungen 32 und 33 dargestellt.

Es wird deutlich, dass die erwartete signifikante Steigerung der aeroben Vitamin Bj,-
Produktion durch gleichzeitige Zugabe von Kobalt und ALA ausbleibt. Die Wirkung
von additiver ALA-Gabe zu bereits 250 uM CoCl, enthaltendem Medium, ist fiir die
beiden Vitamin Blz—Uberproduktionsst'zimme B. megaterium DSM509 und DSM2894
unter aeroben Bedingungen uneinheitlich und es lidsst sich keine eindeutige Stimulation
oder Inhibition der Vitamin Bj,-Biosynthese feststellen. FEinzig fiir den
Proteinproduktionsstamm B. megaterium WH320, ist eine leichte Stimulation der
Vitamin Bj,-Produktion durch additive Gabe von ALA zu bereits 250 uM CoCl,
enthaltendem Medium zu konstatieren. Diese ist allerdings gering, so dass die
Hypothese eines einzigen weiteren limitierenden Vitamin Bi,-Biosyntheseschrittes vor
der Kobaltchelatisierung, der durch Zugabe von ALA aufgehoben werden kann, nicht
unterstiitzt wird. Es muss also noch mindestens ein weiterer limitierender, strikt
regulierter Schritt, eventuell nach der Kobaltinsertion, existieren.

Erwihnenswert ist auch die Beobachtung, dass B. megaterium WH320 aerob noch bei
Kobaltkonzentrationen von 200 uM wichst. Gibt man aber zusitzlich ALA in das
Medium, so wichst 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, wihrend eine
zusitzliche ALA-Gabe den partiell toxischen Effekt von Kobalt wieder aufhebt (Barg,
2000).

Bei gleichzeitiger Zugabe von 500 uM CoCl, 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 zusitzlichen ALA-Gabe auf die Vitamin Bj,-

Produktion jetzt geradezu dramatisch. Die deutliche Stimulierung der
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Abb. 32: Analyse des zelluldren Vitamin B,-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-
Minimalmedium unter aeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSM509 inkubiert
unter Zusatz von 50 uM CoCl, (dunkelblau), unter Zusatz von 50 uM CoCl, plus ALA
(dunkelblau schraffiert), unter Zusatz von 250 uM CoCl, (hellblau) und unter Zusatz von 250
UM CoCl, plus ALA (hellblau schraffiert), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert unter
Zusatz von 50 uM CoCl, (dunkelrot), unter Zusatz von 50 uM CoCl, plus ALA (dunkelrot
schraffiert), unter Zusatz von 250 uM CoCl, (hellrot) und unter Zusatz von 250 uM CoCl, plus
ALA (hellrot schraffiert), sowie von B. megaterium WH320 inkubiert unter Zusatz von 50 uM
CoCl, (dunkelgriin), unter Zusatz von 50 uM CoCl, plus ALA (dunkelgriin schraffiert), unter
Zusatz von 100 uM CoCl, (hellgriin) und unter Zusatz von 100 uM CoCl, plus ALA (hellgriin
schraffiert).
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Abb. 33: Analyse des zelluldren Vitamin B,-Gehaltes von in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-
Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen gewachsenem B. megaterium DSMS509
inkubiert unter Zusatz von 500 uM CoCl, (dunkelblau) und unter Zusatz von 500 uM CoCl,
plus ALA (hellblau), sowie von B. megaterium DSM2894 inkubiert unter Zusatz von 500 uM
CoCl, (dunkelrot) und unter Zusatz von 500 uM CoCl, plus ALA (hellrot), sowie von B.
megaterium WH320 inkubiert unter Zusatz von 500 uM CoCl, (dunkelgriin) und unter Zusatz
von 500 uM CoCl, plus ALA (hellgriin).
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Vitamin B,- Biosynthese von B. megaterium DSMS509 und DSM2894 durch Zugabe
von 500 uM CoCl, unter anaeroben Bedingungen wird durch additive ALA-Gabe
vollkommen ausgeloscht und es ergibt sich ein Vitamin B;,-Gehalt wie unter anaeroben
Bedingungen ohne Zusitze (siehe 3.4.1). Dieser drastische Effekt ist fiir B. megaterium
WH320 nicht zu erkennen, da schon die Stimulation durch alleinige Kobaltzugabe
dulerst gering ausfillt (siehe 3.4.2).

Die vollkommene Authebung der Kobalt-abhingigen Stimulierung der anaeroben
Vitamin Bj,-Produktion durch zusitzliche ALA-Gabe konnte abermals auf eine strikte,
Héam-abhingige feed back-Inhibition unter anaeroben Bedingungen hindeuten oder
wiederum eine ungerichtete Inhibition von Vitamin Bj,-Biosyntheseenzymen durch
einen hohen zellularen Hiamgehalt reflektieren. Dieses ndher zu bestimmen, sollte

Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.

3.5 Wachstum und Vitamin B;,-Produktion von Bacillus megaterium in Mopso-
Minimalmedium wunter 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 Bj,-abhingige 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 fiir die anaerobe

Fermentation dieser kurzkettigen, mehrwertigen Alkohole. Fiir 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
Bi>-Produktion (Toraya et al., 1979; Stroinsky und Schneider, 1987). Schlielich wird
auch in S. typhimurium die Vitamin Bj,-Produktion durch 1,2-Propandiol induziert
(Rondon und Escalante-Semerana, 1992). Aus dieser Vielzahl von Griinden lag es nahe,
die Effekte der Verwendung dieser drei Polyole als Kohlenstoff- und Energiequelle auf
die Vitamin B,-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 Stimme 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
DSMS509 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 (griine Rauten), mit
11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (griine, durchsichtige Quadrate) und mit 274.5 mM
Glycerin (griine, durchsichtige Kreise, schraffierte Linien). Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden Proben genommen und die ODs;g bestimmt.
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Alle drei untersuchten Stimme, B. megaterium DSMS509, DSM2894 und WH320,
erreichen bei reiner Glucosefermentation das Maximum ihres anaeroben Wachstums
erst nach ca. 48 h, wihrend dieses bei sukzessivem Ersatz von Glucose durch Glycerin
bereits nach 24 h Inkubation geschieht. Dafiir kann man bei gleichzeitiger Fermentation
von Glucose und Glycerin, sowie bei alleiniger Glycerinfermentation, eine sehr lange
stationdre Phase von ca. 24 h beobachten, so dass das Wachstumsmaximum auch nach
48 h noch relativ konstant bleibt. Weiterhin ist fiir alle drei untersuchten B. megaterium
Stamme 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 konnte auch ein
Grund fiir 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 stirkste Wachstum, wihrend B. megaterium
DSM2894 bei reiner Glycerinfermentation sogar ein schwicheres Wachstum aufweist
als B. megaterium WH320.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass alle drei B. megaterium Stamme auch
anaerob unter alleiniger Fermentation von Glycerin wachsen konnen. Das sehr geringe
Wachstum mit einer maximal erreichten ODs;s von ca. 0.2-0.4 entspricht dabei
durchaus den Erwartungen fiir 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
nidher 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 dafiir, dass B. megaterium eine
Glycerin- oder Dioldehydratase besitzen konnte. 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 Bj,-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 Bj,-
abhingigen Dehydratase fermentieren konnte, wurden Untersuchungen der Vitamin
B>-Produktion von B. megaterium in Mopso-Minimalmedium unter Glycerinzusatz
durchgefiihrt. 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 durchgefiihrt. Der
zelluldire Vitamin Bi,-Gehalt der aerob inkubierten Kulturen wurde wihrend der
exponentiellen Wachstumsphase, der zellulaire Vitamin Bj,-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 Stimmen B. megaterium DSM2894 und WH320 zu einer geringen Steigerung
der Vitamin Bi,-Produktion, wihrend dieses Vorgehen bei B. megaterium DSMS509
eine drastische Reduktion des Vitamin B,-Gehaltes hervorruft. Weiterhin kann man bei
allen drei untersuchten Stimmen 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 Bj,-Produktion hat.
Dieser Effekt ist abermals fiir B. megaterium DSM509 besonders ausgeprigt, so dass
sein Vitamin B,-Gehalt in dem betrachteten Fall sogar deutlich unter dem Vitamin B,-
Gehalt von B. megaterium WH320 liegt.

Unter anaeroben Bedingungen ist der Effekt einer reduzierten Vitamin Bi,-Produktion
durch partiellen Ersatz von Glucose durch Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle
bei beiden Vitamin B12—Uberprodukti0nsst'ammen zu beobachten, wihrend B.
megaterium WH320 eine leichte Steigerung des Vitamin Bj,- Gehaltes aufweist.
Nichtsdestotrotz kann aber fiir alle drei untersuchten Stimme eine signifikante
Steigerung der Vitamin Bi,-Produktion bei reiner anaerober Glycerinfermentation

beobachtet werden, die im Fall von B. megaterium WH320 tiber dem Faktor 5 liegt.
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Abb. 35: Analyse des zelluldren Vitamin B,,-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 (dunkelgriin), mit
11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (mittelgriin) und mit 274.5 mM Glycerin

(hellgriin).
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Abb. 36: Analyse des zelluldren Vitamin Bj,-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 (dunkelgriin), mit
11.1 mM Glucose plus 137.2 mM Glycerin (mittelgriin) und mit 274.5 mM Glycerin
(hellgriin).
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Dieses Ergebnis bestirkt die Vermutung, dass B. megaterium eine Coenzym Bj,-
abhingige Dehydratase besitzt, die bei der Fermentation von Glycerin unter anaeroben
Bedingungen mitwirkt und deren Expression zusammen mit der Vitamin Bj,-
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 Bi,-Gehalt deutlich
reduziert wird. Unter diesen Bedingungen liegt die Vitamin Bj,-Produktion bei den
Vitamin Bj,-Produktionsstimmen B. megaterium DSM509 und DSM2894 sogar unter
dem Niveau bei reiner Glucosefermentation. Dies konnte auf eine Reduktion der
allgemeinen Vitamin Bi,-Biosynthese aufgrund einer durch die Pridsenz von Glucose
aktiven Katabolitrepression hinweisen.

Unter dem Gesichtspunkt einer industriellen Vitamin Bj,-Produktion wird die
Steigerung des Vitamin Bj,-Gehaltes durch anaerobe Fermentation von Glycerin aber
erst interessant, wenn wesentlich hohere Zelldichten als die beobachteten erreicht
wiirden. Darum wire eine relativ hohe Zelldichte mit Glucose als Energie- und
Kohlenstoffquelle unter gleichzeitiger Induktion der Vitamin Bi,-Produktion durch
Anwesenheit von Glycerin im Medium wiinschenswert. Im Zuge dieser Uberlegungen
war es daher notig zu klidren, ob die vermutete Glucose-abhingige Katabolitrepression

umgangen werden kann.

3.6 Wachstum und Vitamin Bi;-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 Bj,-Produktion von verschiedenen B.
megaterium Stammen bei anaerober Glycerinfermentation deuteten darauf hin, dass B.
megaterium eine Coenzym Bj,-abhingige Glycerin- oder Diol-Dehydratase besitzt.

Weiterhin lieBen sie den Schluss zu, dass sowohl die Dehydrataseproduktion als auch
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die Vitamin Bj,-Biosynthese in B. megaterium durch Wachstum auf Glycerin als
einziger Energie- und Kohlenstoffquelle induziert wird, diese Induktion aber der
Katabolitrepression durch Glucose unterworfen sein konnte (siehe 3.5). Dabei bedeutet
Katabolitrepression die Repression von Genen, die fir Enzyme des Katabolismus
ineffizienter Energie- und Kohlenstoffquellen (z.B. Glycerin) kodieren, wenn
gleichzeitig eine effizientere Energie- und Kohlenstoffquelle (z.B. Glucose) vorhanden
ist.

Der fiir E. coli beschriebene CAP/cAMP-Mechanismus der Katabolitrepression kann
allerdings nicht auf Bacillus sp. iibertragen werden, da in diesen Spezies cCAMP nur
unter Stressbedingungen wie z. B. Sauerstoffmangel detektiert wurde (Setlow, 1973)
und da auBlerdem 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
zuriickzufiihren. FEine der Hauptkomponenten stellt dabei das Kohlenstoft-
Katabolitrepression Kontrollprotein CcpA dar, das weite Verbreitung innerhalb der
Gram-positiven Bakterien findet (Kiister et al., 1996) und das durch direkte Bindung an
eine Konsensussequenz innerhalb oder stromabwirts des Promotorbereichs kataboler
Gene die Expression dieser Gene inhibiert (Hiick ez al., 1994).

Bei B. megaterium WH419 handelt es sich um eine ccpA-Deletionsmutante, die uns
freundlicherweise von Prof. Dr. W. Hillen (Universitit Erlangen, Deutschland) zur
Verfiigung gestellt wurde. Zur ersten Charakterisierung dieser Mutante wurden
Wachstumsuntersuchungen in Vollmedium unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt,
deren Ergebnisse Abbildung 37 zeigt.

Es wird deutlich, dass B. megaterium WH419 bereits bei aerober Inkubation in
Vollmedium mit einer maximal erreichten ODs75 von knapp iiber 4 das schwichste
Wachstum aller bisher untersuchten B. megaterium Stamme zeigt. Es liegt sogar noch
ca. 1 ODsyg-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.
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Abb. 37: Aerobes Wachstumsverhalten von B. megaterium WH419 in Vollmedium. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs;g bestimmt.

3.6.2 Anaerobes Wachstum der Bacillus megaterium ccpA-Mutante WH419

Alle untersuchten B. megaterium Stimme 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 GroBteil dieser
Stamme (B. megaterium DSM32, DSM509 und DSM2894) ein anaerob fermentatives
Leben ohne die Verwendung alternativer Endelektronenakzeptoren wie Nitrat, Nitrit
oder Fumarat fiihrt (Martens, 1999). Fiir einen vierten Stamm, B. megaterium WH320,
konnte allerdings nachgewiesen werden, dass er Fumarat als Elektronenakzeptor fiir die
oxidative Phosphorylierung unter anaeroben Bedingungen verwendet (siehe 3.2.2). Um
diese Beobachtungen auch fiir B. megaterium WH419 zu iberpriifen, wurde dieser
Stamm unter anaeroben Bedingungen in Vollmedium ohne Zusitze, sowie parallel dazu
unter Zusatz von NaNQO;, NaNO, und Fumarat inkubiert. Die in Abbildung 38 gezeigten
Ergebnisse dieser Experimente belegen auch fiir 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 NaNO; (dunkelblau), NaNO,
(rot), Fumarat (griin) sowie ohne Zusitze (hellblau) gemessen. Zu den angegeben Zeitpunkten
wurden Proben genommen und die ODs;g bestimmt.

wihrend Nitrit wiederum wachstumshemmend wirkt. Das heifit auch B. megaterium
WH419 kann, wie alle anderen bisher untersuchten B. megaterium Stimme, 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 ODs73 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 Grof3enordnung 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 ODs7g von 0.34 duflerst gering.

Die ccpA-Deletionsmutante B. megaterium WH419 wurde darauthin 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 (griin). Zu den angegeben Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs;g
bestimmt.

Bei Inkubation von B. megaterium WH419 unter anaeroben Bedingungen in Mopso-
Minimalmedium fillt das Wachstum fiir jede der untersuchten Energie- und
Kohlenstoffquellen duBlerst gering aus. Selbst bei reiner anaerober Glucosefermentation,
bei der fiir die B. megaterium Stamme DSM509, DSM2894 und WH320 ein gutes
Wachstum beobachtet wurde, liegt das Wachstumsmaximum fiir B. megaterium WH419
nur unterhalb einer ODs73 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, wéhrend der
totale  Ersatz  von  Glucose  durch  Glycerin in  keiner  weiteren
Wachstumsverschlechterung resultiert. Diese Beobachtung ldsst sich dadurch erkldren,
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
ertragsarmeren Glycerin favorisiert, ist das anaerobe Wachstum auf Glycerin plus
Glucose entgegen der Erwartung nicht hoher 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 erfiillt 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 fiir den gesamten Stoffwechsel von B. megaterium fiihrt.

3.6.3 Anaerobe Vitamin Bj,-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 Anderungen
der Wachstumseffizienz, speziell unter anaeroben Bedingungen, fiihrte. Trotz dieses
duBerst schwachen anaeroben Wachstums wurde eine Analyse des zelluliren Vitamin
B>-Gehaltes in Mopso-Minimalmedium unter anaeroben Bedingungen fiir B.
megaterium WH419 durchgefithrt. Dabei wurde die Vitamin Bj,-Produktion in
Abhingigkeit von der zur Verfiigung gestellten Energie- und Kohlenstoffquelle,
Glucose und/oder Glycerin, am Ende der exponentiellen Wachstumsphase bestimmit.
Die Ergebnisse fiir den zelluliren Vitamin By,-Gehalt von B. megaterium WH419 unter
den beschriebenen Bedingungen sind in Abbildung 40 dargestellt.

Es ist klar zu erkennen, dass eine Steigerung der Vitamin Bj,-Produktion unter
anaeroben Bedingungen auch fiir 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 Bi,-Produktion durch Glycerin
einer CcpA-vermittelten Katabolitrepression unterliegt, nicht bestitigt. Denn auch die
ccpA-Deletionsmutante B. megaterium WH419 zeigt eine Induktion der Vitamin B,-
Biosynthese unter anaeroben Bedingungen nicht, so lange noch Glucose im Medium

vorhanden ist. Dies deutet entweder auf einen weiteren, CcpA-unabhingigen
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Abb. 40: Analyse des zelluliren Vitamin Bi,-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 Sekundireffekte bei gleichzeitiger Fermentation von Glucose und Glycerin
auf, die auch die Vitamin B,-Produktion negativ beeinflussen.

Zusammenfassend muss man feststellen, dass eine signifikante Induktion der Vitamin
Bi>-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 Bi,-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 Bi,-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 Bj,-abhingiger Enzyme in B.
megaterium auf dessen Vitamin Bi,-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 Bj,-Biosynthese durch 1,2-Propandiol

induziert wird (Escalante-Semerana, 1999).
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3.7 Wachstum und Wachstumsphasen abhéingige Vitamin B;;-Produktion von
Bacillus megaterium DSMS509 bei unterschiedlichen

Glucosekonzentrationen

3.7.1 Wachstum von Bacillus megaterium DSM509 bei unterschiedlichen

Glucosekonzentrationen

Zur Etablierung eines industriell nutzbaren Vitamin B,-Produktionsstammes wurde B.
megaterium DSM509 ausgewihlt. Dieser Stamm erreichte unter allen Bedingungen die
hochste Zelldichte und verband dies zudem auch in den meisten Fiéllen mit dem
hochsten Vitamin Bj;-Gehalt. AuBerdem war es zwischenzeitlich auch gelungen, die
Transformation von Bacillus megaterium DSMS509 mit den uns zur gentechnischen
Manipulation zur Verfiigung stehenden Plasmiden zu etablieren. Dies war die
entscheidende Voraussetzung, um das Ziel eines gentechnisch optimierten Vitamin B,-
Produktionsstammes zu erreichen. Da bereits verschiedene Untersuchungen zu den
Effekten der Energie- und Kohlenstoffquellenart auf die Vitamin Bi,-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 Bi,-Produktion von
B. megaterium zu tiberpriifen. Dabei zeigten die unter 3.5.2 dargestellten Ergebnisse fiir
B. megaterium DSM509 unter aeroben Bedingungen in Mopso-Minimalmedium ohne
Zusitze eine deutliche Reduzierung des zelluliren Vitamin Bi,-Gehaltes bei Wechsel
von Glucose zu Glycerin als Energie- und Kohlenstoffquelle. Erginzende
Untersuchungen in unserem Labor bestitigten diese Beobachtung, zeigten aber auch,
dass das aerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 in Mopso-Minimalmedium mit
Glucose wesentlich geringer ausfillt als mit Glycerin als Energie- und
Kohlenstoffquelle (Barg, 2000). Dies ist natiirlich ein ungewollter Effekt, da er sich
negativ auf den Gesamtertrag an Vitamin B, pro Zellkulturvolumen auswirkt. Die
Glycerinkonzentration bei den beschriebenen Experimenten war allerdings mit 217 mM
nahezu zehnfach hoher wie im Fall der Verwendung von Glucose als Energie- und
Kohlenstoffquelle. Hier war die Glucosekonzentration standardméfig 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 ODs;g 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 ODs;g bestimmt.
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Man erkennt, dass B. megaterium DSMS509 bereits durch FErhohung der
Glucosekonzentration von 22.2 auf 111.0 mM mit einer maximal erreichten ODs75 von
fast 19 ein hoheres, aerobes Wachstum in Mopso-Minimalmedium aufweist als mit ca.
der doppelten Konzentration an Glycerin unter gleichen Bedingungen. Dort erreicht er
nur eine maximale ODs7g von 15 (Barg, 2000). Auch ist das Wachstum bei Verwendung
von 111.0 mM Glucose gegeniiber der Verwendung von 22.2 mM Glucose nun mehr als
verdoppelt. Gegeniiber 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 fiir B. megaterium DSMS509 eine wesentlich bessere Energie- und
Kohlenstoffquelle als Glycerin darstellt. Ohne weitere Zusitze ist dies bereits mit einer
deutlich héheren Vitamin B,-Produktion verbunden (siehe 3.5.2).

Unter anaeroben Bedingungen ist das Wachstum von B. megaterium DSMS509 bei
Erhohung der Glucosekonzentration auf 111.0 mM mit einer maximalen ODs7;g 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 ODs;g von iiber 1 aufweist. Auch wird die maximale Zelldichte bei
Verwendung von 111.0 mM Glucose bereits nach ca. 30 h erreicht, wihrend dies bei
Verwendung von 22.2 mM Glucose unter den gleichen Bedingungen ca. 48 h
beansprucht.

Zusammenfassend muss man feststellen, dass eine erhohte Glucosekonzentration sich
positiv auf das Zellwachstum unter aeroben Bedingungen auswirkt und bereits bei
wesentlich geringeren Glucosekonzentrationen eine hohere 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 hohere Zelldichte erreicht, was
darauf hindeuten konnte, dass bei einem hoheren 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 Erhohung des Zellwachstums fiir B.
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megaterium unter anaeroben Bedingungen erreicht werden kann, wenn die

Konzentration der Energie- und Kohlenstoffquelle erhoht wird.

3.7.2 Wachstumsphasen abhingige aerobe Vitamin Bj,-Produktion von Bacillus

megaterium DSM509 bei unterschiedlichen Glucosekonzentrationen

Die unter 3.7.1 dargestellten Ergebnisse zeigten ein deutlich erhohtes Wachstum bei
Erhohung der Glucosekonzentration und aerober Inkubation von B. megaterium
DSM509. Darum stellte sich die erginzende Frage, wie sich die
Konzentrationserhohung der Energie- und Kohlenstoffquelle auf die Hohe des
zelluliren Vitamin Bj,-Gehaltes von B. megaterium DSMS509 auswirken wiirde.
Weiterhin war beobachtet worden, dass die aerobe Vitamin Bj,-Produktion von B.
megaterium DSM509 Schwankungen unterlag, genauer gesagt war der zelluldre
Vitamin Bi,-Gehalt zu spiteren Wachstumszeitpunkten unabhingig von der
verwendeten Energie- und Kohlenstoffquelle hoher. Die beobachtete Erhohung
korrelierte interessanterweise gerade mit dem Ubergang des bakteriellen Wachstums
von B. megaterium DSM509 von der exponentiellen in die stationidre Phase, so dass
eine Stationdrphaseninduktion der Vitamin Bi,-Biosynthese vermutet wurde (Barg,
2000). Weitere Untersuchungen zeigten einen ausnahmslos positiven Einfluss von
Kobaltzugabe auf die Vitamin Bj,-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 Erhohung der Vitamin Bi,-Ausbeute pro Zellkulturvolumen unter
aeroben Bedingungen (Barg, 2000).

Um den Einfluss der Energie- und Kohlenstoffquellenkonzentration auf die aerobe
Vitamin Bj,-Produktion und die Schwankungen der aeroben Vitamin Bi,-Produktion
von B. megaterium DSMS509 zu tiberpriifen, wurde der zelluldre Vitamin B;,-Gehalt des
Bakteriums wihrend des aeroben Wachstums auf 22.2 respektive 111.0 mM Glucose
enthaltendem Mopso-Minimalmedium analysiert. Dabei wurde dem Medium zur
Erhohung der Vitamin B,-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 zelluldren Vitamin Bi,-Gehaltes von B. megaterium DSM509 gewachsen unter
aeroben Bedingungen in Mopso-Minimalmedium und inkubiert mit 22.2 mM Glucose, 250 uM
CoCl, und ALA. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs7g
(schwarze Rauten) sowie der zelluldre Vitamin B;,-Gehalt bestimmt (rote Balken).
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Abb. 44: Analyse des zelluliren Vitamin Bj,-Gehaltes von B. megaterium DSM509 unter aeroben
Bedingungen gewachsen in Mopso-Minimalmedium und inkubiert mit 111.0 mM Glucose, 250
UM CoCl, und ALA. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die
ODs75 (schwarze Rauten) sowie der zelluldre Vitamin B;,-Gehalt bestimmt (rote Balken).
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Das Wachstum von B. megaterium DSM509 ist auch bei Zugabe von 250 uM CoCl,
und ALA mit einer maximalen ODs73 von knapp unter 18 auf 111.0 mM Glucose
enthaltendem Mopso-Minimalmedium wesentlich hoher als auf 22.2 mM Glucose
enthaltendem Mopso-Minimalmedium. Hier wird nur eine maximale ODs;g von 7
erreicht. Wenn man dies mit den maximalen Zelldichten unter gleichen Bedingungen
ohne die Zugabe von 250 uM CoCl, und ALA vergleicht, fillt 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 zusitzliche Gabe von ALA fast vollkommen aufgehoben. Dies steht in guter
Ubereinstimmung mit vorherigen Beobachtungen (Barg, 2000). Interessanterweise ist
nun aber die lag-Phase mit 12 h fiir das aerobe Wachstum von B. megaterium DSM509
auf 111.0 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium leicht gegeniiber der lag-
Phase von 8-9 h auf 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium
verlangert. Dies wurde bei Wachstum auf reinem Mopso-Minimalmedium ohne Zusitze
gegensitzlich beobachtet.

Das wesentlich hohere aerobe Wachstum von B. megaterium DSM509 auf 111.0 mM
Glucose in Mopso-Minimalmedium wird dabei begleitet durch eine allgemein geringere
Vitamin B;,-Produktion. Diese ist mit maximal 4.3 pg- I''* ODs7s" nur ca. halb so groB
wie unter Verwendung von nur 22.2 mM Glucose als Energie- und Kohlenstoffquelle.
Aus diesem Grund wird der Effekt einer hoheren Zelldichte durch einen geringeren,
zelluldren Vitamin B,-Gehalt wieder relativiert.

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der Vitamin B,-Produktion, fillt auf, dass unter
beiden Glucosekonzentrationen der zellulare Vitamin Bj,-Gehalt zuerst ansteigt bis er
ein Maximum erreicht und dann wieder abfillt. Dabei korreliert das beobachtete
Maximum der Vitamin Bj,-Produktion nur im Fall des aeroben Wachstums auf 111.0
mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium mit der Ubergangsphase von
exponentiellem Wachstum zu Stationdrphasenwachstum. Im Fall des aeroben
Wachstums von B. megaterium DSMS509 auf 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-
Minimalmedium wird die maximale Vitamin Bi,-Produktion aber erst am Ende der
stationdren Phase erreicht. Bei beiden Glucosekonzentrationen liegt dieses Maximum
allerdings bei einem Zeitpunkt von 18 h nach der Inokulation, so dass es ndher liegt,
eine  kontinuierliche =~ Akkumulation des gebildeten Vitamin B, {iber die
Wachstumsphase hinweg bis zum Erreichen des maximalen Gehaltes an Vitamin B, zu

postulieren. Ist dieses Maximum erreicht, kommt es zu einem schnellen Abbau des
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Vitamin B;;-Gehaltes bis ein Grundniveau erreicht ist. Es ist sehr wahrscheinlich, dass
dabei auch die feed back Repression der Vitamin Bi,-Biosynthese durch das
Endprodukt Coenzym B, ein wichtige Rolle spielt (Ravnum und Andersson, 2001).

Eine Stationidrphasen bedingte Induktion der Vitamin Bi,-Produktion kann durch die
vorliegenden Daten nicht bestitigt 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 zellularen Vitamin Bj,-Gehaltes beobachtet werden, der das 18
h nach Inokulation gemessene Maximum an zellulirem Vitamin B, noch deutlich
iberschritt. Dies legt die Vermutung nahe, dass doch eine Wachstumsphasen abhingige
Induktion der Vitamin Bj,-Produktion in B. megaterium DSMS509 auftritt. Diese findet
aber nicht zum Ubergang in die stationire Phase statt, sondern erst an deren Ende. Da
das Wachstum von B. megaterium DSMS509 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.

AbschlieBend bleibt festzuhalten, dass fiir eine gute Ausbeute an Vitamin Bj, bei
aerober Inkubation unbedingt der genaue Zeitpunkt des maximalen, zelluliren Vitamin

B>-Gehaltes von B. megaterium zu definieren ist.

3.7.3 Wachstumsphasen abhéngige anaerobe Vitamin Bj,-Produktion von B.
megaterium DSMS509

Da die unter 3.7.2 durchgefiihrten Experimente eine signifikante Wachstumsphasen
Abhingigkeit der aeroben Vitamin Bj,-Produktion von B. megaterium DSMS509
zeigten, wurde auch fiir anaerobe Bedingungen die Wachstumsphasenabhingigkeit der
Vitamin Bi,-Produktion untersucht. Dazu wurde B. megaterium DSM509 anaerob in
22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium inkubiert und parallel das
Wachstum und der zellulire Vitamin B;,-Gehalt bestimmt. Dem Medium wurde nur
500 uM CoCl, zugefiigt, da dies gerade unter anaeroben Bedingungen eine sehr
ausgepragte Steigerung der Vitamin Bj,-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



Ergebnisse und Diskussion 111

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 zelluldren Vitamin Bj,-Gehaltes von B. megaterium DSM509 gewachsen unter
anaeroben Bedingungen in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium und
inkubiert unter Zusatz von 500 uM CoCl,. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben
genommen und ODs7g (schwarze Rauten) sowie der zelluldre Vitamin Bj,-Gehalt bestimmt
(rote Balken).

Das anaerobe Wachstum von B. megaterium DSMS509 in 22.2 mM Glucose
enthaltendem Mopso-Minimalmedium unter Zusatz von 500 uM CoCl, #hnelt 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 ODs7g von 0.6 gering und das Wachstumsmaximum wird bereits nach ca. 30 h
erreicht. Man kann also durch Zugabe von Kobalt interessanterweise eine sehr dhnliche,
anaerobe Wachstumsinhibition fiir B. megaterium DSMS509 beobachten, wie bei einer
Erhohung der Glucosekonzentration. Wihrend dieser wachstumsinhibierende Effekt bei
erhohter Glucosekonzentration hochstwahrscheinlich auf eine starke Senkung des pH-
Wertes durch vermehrte Lactatproduktion zuriickzufiihren ist, kann die
Wachstumsinhibition durch die Zugabe von Kobalt der partiellen Toxizitdt dieses

Schwermetalls zugeschrieben werden.
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Betrachtet man die Zeitabhingigkeit der anaeroben Vitamin Bi,-Produktion von B.
megaterium DSM509 in 22.2 mM Glucose enthaltendem Mopso-Minimalmedium wird
deutlich, dass hier der zellulire Vitamin B;,-Gehalt mit der Inkubationsdauer stetig
steigt. Die Hohe des Vitamin Bj,-Gehaltes miindet aber anders als bei aerober
Inkubation von B. megaterium DSMS509 in keinem Maximum und wird dann wieder
reduziert, sondern steigt unabhiingig von der Wachstumsphase stetig weiter.

In Anbetracht einer moglichen, anaeroben Vitamin Bj,-Produktion durch B. megaterium
konnte man die Zellen somit in der Nihe ihres Wachstumshohepunktes in der
stationdren Phase ernten und wiirde dabei noch den Effekt eines maximalen, zelluldiren
Vitamin Bj;-Gehaltes ausniitzen. Fiir eine wirklich industriell interessante, anaerobe
oder auch aerobe Fermentation muss aber sowohl die Zelldichte als auch der zelluldre
Vitamin Bj,-Gehalt von B. megaterium noch um Groéflenordnungen erhoht werden. Dies
soll vor allen Dingen durch gerichtete gentechnische Verdnderungen geschehen, die in

den nichsten Kapiteln ndher dargestellt werden.

3.8 Rekombinante Produktion von Vitamin Bi;-Bindeproteinen in Bacillus

megaterium

3.8.1 Auswahl geeigneter Cobalamin-bindender Proteine fiir eine rekombinante

Proteinproduktion in Bacillus megaterium

Durch Untersuchungen zur Regulation der Vitamin Bi,-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 B,-
Biosynthese in S. typhimurium durch eine Wechselwirkung von Coenzym B, mit der
mRNA des cobl-Operons, wodurch sich eine Haarnadelstruktur im Bereich der
Ribosomenbindestelle ausbildet. Diese verhindert die Translation der cobl-mRNA
wodurch die gesamte Vitamin Bi,-Biosynthese reprimiert wird (Ravnum und

Andersson, 2001). Die bis zum heutigen Tage identifizierten Vitamin Bj,-
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Biosynthesegene aus B. megaterium sind ebenfalls in einem grofen Operon &dhnlich
dem cobl-Operon von S. typhimurium organisiert und 11 von 15 der sequenzierten B.
megaterium cob-Gene zeigen eine hohe Ahnlichkeit zu Genen des S. typhimurium cobl-
Operons (Raux et al., 1998a), so dass auch fiir B. megaterium eine analoge Regulation
durch das Endprodukt zu erwarten ist.

Aus diesen Griinden war die Uberlegung erwachsen, durch die Expression eines
Vitamin Bj;-bindenden Proteins oder Proteinteiles, die vermutliche feed back
Regulierung der Vitamin Bi,-Biosynthese in B. megaterium zu umgehen. Dabei sollten
diese Proteine katalytisch inaktiv und moglichst klein sein, um negative Auswirkungen
auf den Metabolismus und das Wachstum von B. megaterium durch eine
Uberproduktion dieser Proteine von vornherein zu verhindern. Aus diesem Grund
wurden die zwei Vitamin Bj;-bindenden Proteine BtuF und MetH aus E. coli
ausgewdbhlt.

Bei BtuF aus E. coli handelt es sich um ein erst kiirzlich identifiziertes
periplasmatisches Vitamin Bj,-Bindeprotein, das bei der Aufnahme von Vitamin B,
aus dem Medium fiir 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 membranstindige oder membranassoziierte Protein, das nur die
Bindung und den Transport von Vitamin By, zur Aufgabe hat. Mit einer M, von ca.
30000 ist es relativ klein und sollte daher von B. megaterium in groflen 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-abhingige Methioninsynthase,
deren homologes Protein auch im Menschen zu finden ist. Methioninsynthase
katalysiert die Ubertragung eines Methylrestes von N’-Methyl-Tetrahydrofolat auf
Homocystein unter Bildung von Methionin und ist daher fiir die Proteinbiosynthese von
groer Bedeutung. Die Rontgenstruktur der ca. 28 kDa groflen Cobalamin-
Bindedomiéne der Methioninsynthase aus E. coli war die erste Struktur eines Vitamin
B;-abhingigen Proteins iiberhaupt (Drennan et al., 1994). Darum war es moglich, sich
aus der ermittelten 3 D-Struktur dieser Cobalamin-bindenden Domine die kleinste
funktionelle Einheit herauszusuchen, um so ebenfalls unter Produktion eines kleinen,
katalytisch inaktiven Proteinteiles, das Abfangen von gebildetem Vitamin B, im

Cytosol von B. megaterium zu erreichen.
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Zur Klonierung der Cobalamin-Bindedomine der Methioninsynthase MetH aus E. coli
wurde aus der veroffentlichten Rontgenstrukturanalyse der kleinste, fiir eine Bindung
von Cobalamin erforderliche Teil dieser Bindedomidne ausgewdhlt, der im weiteren

MetH* genannt wird. In Abbildung 46 ist eine Darstellung dieser Subdomine gezeigt.

Abb. 46: Darstellung des Cobalamin-Bindedoménen-Fragmentes der Methioninsynthase (MetH) aus E.
coli, das alle fiir eine Cobalaminbindung essentiellen Strukturelemente enthilt (Ludwig und
Evans, 1999). Aminosiduren sind in grauen bzw. weiflen Bindern, MeCbl in schwarzen
Punkten dargestellt.

Die abgebildete Struktur besteht aus den Aminosduren 746-873 der Cobalamin-
bindenden o/B-Domine von MetH aus E. coli. Es ist sehr schon zu erkennen, dass
samtliche Kontakte zwischen diesem o/B-Dominen-Teilstiick und dem gebundenen
MeCbl von der Unterseite des Coenzyms ausgehen. Dabei ist die Bindung des MeCbl
an der o/pf-Subdomine iiber seinen Nukleotidarm am stirksten ausgeprigt, 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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fiir eine Cobalaminbindung essentiellen Merkmale auf, inkl. der sogenannten finger
print Region (Drennan et al., 1994), einer Aminosdurekonsensussequenz innerhalb einer
Untergruppe Cobalamin-bindender Proteine, die fiir die Bindung von Cobalamin
essentiell ist (zusammengefasst in Ludwig und Evans, 1999).

Das Expressionsplasmid der Wabhl fiir B. megaterium wurde uns freundlicherweise von
Prof. Dr. W. Hillen (Universitit Erlangen, Deutschland) zur Verfiigung gestellt und
tragt den Namen pWH1520. Es handelt sich dabei um einen frei replizierbaren Shuttle-
Vector fiir 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 B,,-bindenden Proteine BtuF* und MetH* in Bacillus megaterium

DSM509

Nach der Konstruktion der beiden Expressionsplasmide pWHI1520btuF* und
pWH1520metH* (siehe 2.6.12 und 2.6.13) sollten die Bedingungen fiir eine effiziente
rekombinante Proteinproduktion in B. megaterium DSMS509 tiiberpriift werden. B.
megaterium DSMS509 stellte aufgrund vorheriger Untersuchungen den B. megaterium
Stamm der Wahl dar, da er hohe Zelldichten mit hohen zelluliren Vitamin B,-Gehalten
verband (sieche 3.3-3.5). AuBlerdem konnte B. megaterium DSM509 mit den uns zur
Verfiigung stehenden Plasmiden transformiert werden, so dass er ebenso wie z. B. B.
megaterium WH320 fiir gerichtete gentechnische Optimierungen der Vitamin Bj-
Produktion zur Verfiigung stand. Da in vorherigen Untersuchungen eine rekombinante
Proteinproduktion mit B. megaterium DSMS509 jedoch nur in Vollmedium durchgefiihrt
wurde (Barg, 2000; Malten, 2002), sollte dies ergidnzend in Mopso-Minimalmedium
untersucht werden.

Des weiteren war es von gro3em Interesse zu iiberpriifen, ob ein Selektionsdruck durch
Zugabe von Antibiotikum fiir die zelluldre Stabilitit der konstruierten Plasmide in B.
megaterium DSM509 notig sein wiirde. Denn in B. megaterium transformierte Plasmide
gelten als sehr stabil (Vary, 1994) und nidhere Untersuchungen bestitigten, dass
Plasmide in B. megaterium {iiber 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 wire
auch von Vorteil fiir die industrielle Anwendung, da Antibiotika einen hohen
Kostenfaktor bei der biotechnologischen Produktion darstellen.

Aus diesem Grund wurde zur Definierung eines geeigneten Wachstumsmediums fiir die
rekombinante Proteinproduktion in B. megaterium DSMS509 die homologe Expression
des cobA-Gens untersucht. Dessen hohe Expressionseffizienz wurde bereits mit Hilfe
des Expressionsvektors pWHI1520-cobA fiir Tetracyclin haltiges LB-Medium
demonstriert (Barg, 2000). Als Negativkontrolle wurde B. megaterium DSMS509
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 uM Tetracyclin versetzt.
Aus ihnen wurden Hauptkulturen mit Mopso-Minimalmedium oder Vollmedium
inokuliert, die entweder 10.4 uM 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
abschlieBenden Analyse des gesamten zelluliren Proteingehalts wurde 1 ODs7g-
Aquivalent pro Bahn fiir 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 M, von ca. 30000 in B. megaterium
DSMS509 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 M, von ca. 30000 nicht detektierbar. Dies ldsst darauf schlieBen,
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 Aminosiduren oder

anderer Stoffe, die eine Limitation der Proteinbiosynthese auftheben konnten.
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Abb. 47: SDS-PAGE-Analyse der zelluldren Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit
pWH1520-cobA bzw. pWH1520 aerob inkubiert in Mopso-Minimalmedium oder Vollmedium
unter Zusatz von 10.4 uM Tetracyclin oder ohne Zusitze. Die Induktion der Genexpression
erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer ODs75 von 0.3. Das produzierte CobA
ist durch rote Kisten gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-
Farbung sichtbar gemacht.

- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 in Mopso-Minimalmedium unter Zusatz
von 10.4 uM Tetracyclin vor Induktion (Bahn 1) und 3 h nach Induktion (Bahn 8)

- B. megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520 in Vollmedium unter Zusatz von 10.4 uM
Tetracyclin vor Induktion (Bahn 2) und 3 h nach Induktion (Bahn 9)

- B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520-cobA in Mopso-Minimalmedium ohne
Zusitze vor Induktion (Bahn 3) und 3 h nach Induktion (Bahn 10)

- B. megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520-cobA in Vollmedium ohne Zusitze 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 uM 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 uM Tetracyclin vor Induktion (Bahn 7) und 3 h nach Induktion (Bahn 13)

- Dalton Marker VII-L (Bahn 5), die M, x 10° der benutzten Markerproteine sind am linken Rand
des Gels angegeben.

Weiterhin fillt auf, dass die Stirke der rekombinanten CobA-Produktion in B.
megaterium DSM509 nicht durch Zusatz von Antibiotika zu erhohen ist, da die CobA-
Proteinbande durch Zusatz von Tetracyclin nicht intensiver ausgeprigt erscheint. Damit
werden die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen bestétigt, dass
Expressionsplasmide in B. megaterium keiner Antibiotikaselektion bediirfen. Aus
diesem Grund erweckt B. megaterium auch fiir rekombinante Proteinproduktionen mit
frei replizierbaren Vektoren in industriellem MaBstab grofles Interesse, da viele Kosten

aufgrund des Zusatzes von Antibiotika gespart werden konnten.
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3.8.3 Produktion des Vitamin Bj,-bindenden Proteins BtuF* aus Escherichia coli in

Bacillus megaterium DSM509

Zur gezielten Steigerung der Vitamin Bj,-Biosynthese sollten das periplasmatische
Vitamin B,,-Bindeprotein BtuF* aus E. coli in B. megaterium DSM509 produziert
werden. Die Hoffnung dabei war, dass durch eine hohe Produktion von BtuF*
gebildetes Vitamin B, gebunden und dadurch eine feed back Inhibition der Vitamin
B»>-Biosynthese umgangen werden konnte. Dies sollte zu einer gesteigerten Vitamin
B>-Produktion von B. megaterium DSM509 fiihren. Grundvoraussetzung dafiir ist eine
effiziente Proteinproduktion von BtuF* in B. megaterium. Aus diesem Grund wurden
mit pWH1520btuF* transformierte B. megaterium DSMS509 Kulturen auf ihre BtuF*-
Produktion neu untersucht.

Da in Vorversuchen keine Produktion von BtuF* detektierbar war, wurde dem Medium
zur Plasmidstabilisierung 10.4 uM Tetracyclin zugegeben, obwohl dies urspriinglich
aufgrund zuvor beschriebener Beobachtungen nicht no6tig erschien (siehe 3.8.2).
AuBerdem wurden nebeneinander drei verschiedene Klone von B. megaterium DSM509
transformiert mit pWH1520 btuF* untersucht. Die Produktionstests dieser Stimme
wurden unter aeroben Bedingungen in Vollmedium durchgefiihrt und parallel mit dem
zelluliren Proteingehalt von B. megaterium DSMS509, 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 einschlielich 5 h nach Induktion Proben
genommen, die durch Lysozymbehandlung aufgeschlossen wurden. Zur abschlieBenden
Analyse des gesamten zelluliren Proteingehalts wurde 1 ODs;g-Aquivalent pro Bahn fiir
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 DSMS509 transformiert mit
pWH1520-cobA deutlich durch ein Protein mit einer M; von ca. 30000 zu erkennen. Das
produzierte XylA-BtuF*-Fusionsprotein sollte eine M; 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 pWHI1520btuF*
transformiert worden waren, in Vollmedium iiber 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 zelluldren Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit
pWHI1520btuF*, pWH1520 oder pWH1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter Zusatz
von 10.4 uM Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0
mM D-Xylose bei einer ODs;5 von 0.3. Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-
Farbung sichtbar gemacht.

- Bahn 1, 6, 10, 16, 21 und 25: Klon 1 von B. megaterium DSMS509 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 DSMS509 transformiert mit
pWHI1520btuF* 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 DSMS509 transformiert mit pWH1520-cobA 3 h nach
Induktion

- Bahn 5 und 20: Dalton Marker VII-L, die M, x 10° der benutzten Markerproteine sind
zwischen den Gelen angegeben.

Proteinbande nach Coomassie Brilliant Blue- Firbung identifiziert werden. Erginzend
hierzu wurde zu allen Zeitpunkten, zu denen auch die BtuF*-Produktion untersucht
wurde, fiir alle drei mit pWH1520btuF* transformierten B. megaterium DSM509 Klone,
der zellulare Vitamin Bj,-Gehalt analysiert. Der Vergleich mit dem zelluldiren Vitamin
B>-Gehalt von drei B. megaterium DSM509 Klonen, die mit pWH1520 transformiert
worden waren, belegte eindeutig, dass auch kein Effekt auf die Vitamin Bj,-
Biosynthese durch diese niedrige nicht mittels SDS-PAGE nachweisbare rekombinante
Produktion von BtuF* in B. megaterium DSM509 ausgeiibt wird.

Da die Klonierung von pWH1520btuF* durch DNA-Sequenzierungen verifiziert wurde,
konnte das Fehlen einer BtuF*-Produktion damit zusammenhingen, dass die Produktion
eines periplasmatischen Proteins aus einem Gram-negativen Bakterium im Cytosol
eines Gram-positiven Bakteriums problematisch ist. So kann eine Proteasesensitivitit
des gebildeten BtuF* bewirken, dass das Protein durch B. megaterium DSMS509
produziert wird, aber so instabil ist, dass es weder sichtbar auf einer SDS-PAGE wird,

noch die Vitamin Bj,-Biosynthese beeinflussen kann. Ebenso konnte auch die
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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 fiir B. megaterium bei knapp unter 40 % liegt, wihrend er
bei E. coli mit iiber 50 % deutlich hoher ist (Nakamura et al., 2000).

Der sicherlich einfachste Weg um die genannten Probleme zu iiberwinden, sollte die
Expression eines Cobalamin-bindenden Proteins aus einem Organismus sein, der nah

mit B. megaterium verwandt ist.

3.8.4 Produktion des Vitamin Bj,-bindenden Proteins MetH* aus Escherichia coli in

Bacillus megaterium DSM509

Das zweite Protein, das zur Steigerung der Vitamin Bi,-Produktion in B. megaterium
DSM509 produziert wurde, war die unter 3.8.1 beschriebene, kleinste Cobalamin-
bindende Subdomine der Methioninsynthase (MetH) aus E. coli. Der Expressionsvektor
pWH1520metH* wurde, wie pWH1520btuF* auch, auf Produktion von MetH* durch B.
megaterium DSMS509 untersucht. Dabei ergab sich zum einen die Schwierigkeit, dass
das synthetisierte XylA-MetH*-Fusionsprotein mit einer M, von ca. 14200 zu klein fiir
einen Nachweis mittels einer iiblichen SDS-PAGE unter Verwendung des Lammli
Puffersystems ist. Dieses erreicht bei Proteinen mit einer M, unterhalb von 20000-
15000 bereits die Grenzen seiner Auflosungsfihigkeit, das heillit Proteine unterhalb
dieser Grenze werden nur noch sehr schlecht bzw. {iberhaupt nicht voneinander
getrennt. Das Problem wurde gelost durch die Anwendung der SDS-PAGE-Methode
von Schidgger und von Jagow, 1987, die eine Auftrennung von Proteinen mit einer M;
von 100000 bis hinab zu Polypeptiden mit einer M, von 1000 ermoglicht. Dabei besteht
der Hauptunterschied der SDS-PAGE-Methode von Schigger und von Jagow
gegeniiber der Standard SDS-PAGE-Methode von Lammli darin, dass Tricin statt
Glycin als Ladungstriager verwendet wird. Dies hat eine effiziente Separierung von
Proteinen mit einer M, kleiner als 20000 von der SDS-Lauffront zur Folge.

Ein weiteres Problem ergab sich dadurch, dass das produzierte MetH* mit einer M, von
ca. 14200 die gleiche Grofle wie das zum Zellaufschluss verwendete Lysozym aufweist.
Ein Zellaufschluss von B. megaterium unter Verwendung von Lysozym haltigem
Aufschlusspuffer wiirde somit die gesuchte MetH*-Proteinbande im Polyacrylamidgel

durch eine grofle Lysozymbande vollkommen iiberdecken. Darum wurden fiir eine
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Expressionsanalyse von MetH* in B. megaterium DSMS509 die Zellen durch
Ultraschallbehandlung lysiert, was fiir 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 uM Tetracyclin
untersucht. Parallel dazu wurde der zelluldre Proteingehalt von B. megaterium DSM509
transformiert mit pWH1520 als Negativkontrolle und von B. megaterium DSMS509
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 abschlieBenden Analyse des gesamten zelluliren
Proteingehalts wurde 1 ODs7g-Aquivalent pro Bahn fiir eine SDS-PAGE nach Schigger
und von Jagow auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Resultate dieser
Expressionsanalysen mittels SDS-PAGE und anschlieBender Coomassie-Fiarbung zeigt
die Abbildung 49.

Es fillt auf, dass es durch den verwendeten Ultraschallaufschluss kaum moglich war auf
jeder Bahn die dquivalente Menge an Zellextrakt aufzutragen. Dennoch ist auch hier die
cobA-Expression von B. megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520-cobA bei
einer M; von ca. 30000 zu erkennen. Das produzierte XylA-MetH*-Fusionsprotein
sollte eine M, von ca. 14200 aufweisen und damit genau innerhalb des Bereiches der
hochsten Auflosung des verwendeten Polyacrylamidgeles liegen. Dies wird sehr
deutlich an der groBen Auftrennung der beiden Markerproteine mit einer M, von 14440
und 14200. Trotz der Proteinanalyse von drei verschiedenen B. megaterium DSM509
Klonen transformiert mit pWH1520metH* in Vollmedium iiber eine Zeitspanne von 5 h
und unter Zusatz von 1 mM PMSF zur Proteolyseinhibition, kann aber selbst in einem
hochauflosenden SDS-PAGE-System nach Schigger und von Jagow, 1987 keine
MetH*-Proteinbande identifiziert werden. Die prisentierte SDS-PAGE wurde allerdings
nur mit Coomassie Brilliant Blue gefirbt, so dass die Moglichkeit bestand, mit Hilfe
einer wesentlich sensitiveren Silberfirbung doch die gesuchte MetH*-Proteinbande zu
identifizieren. Die Ergebnisse der Silberfirbung fiir 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
pWHI1520metH*, pWHI1520 oder pWHI1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter
Zusatz von 10.4 uM Tetracyclin. Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0
mM D-Xylose bei einer ODs;g von 0.3. Das produzierte CobA ist durch einen weilen Kasten
gekennzeichnet, die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-Farbung sichtbar
gemacht. Die M, der benutzten Markerproteine sind zwischen den Gelen angegeben.

- Bahn 2, 6, 10, 15, 24 und 30: Klon 1 von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion

- Bahn 3, 7, 11, 17, 25 und 31: Klon 2 von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion

- Bahn 4, 8, 12, 19, 26 und 33: Klon 3 von B. megaterium DSMS509 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 durchgefiihrte Silberfirbung wesentlich sensitiver ist.
Es konnen jetzt eine Vielzahl von Proteinbanden gerade im niedermolekularen Bereich

der getrennten Proteinfraktionen erkannt werden, die durch Fiarbung mit Coomassie
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Abb. 50: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit
pWHI1520metH*, pWH1520 oder pWHI1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter
Zusatz von 10.4 uM Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von
33.0 mM D-Xylose bei einer ODs5 von 0.3. Das produzierte CobA ist durch einen schwarzen
Kasten gekennzeichnet, die Proteine wurden durch Silberfirbung sichtbar gemacht. Die M; der
benutzten Markerproteine sind zwischen den Gelen angegeben.

- Bahn 2, 6, 10, 15, 24 und 30: Klon 1 von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWH1520metH* 0-5 h nach Induktion.

- Bahn 3, 7, 11, 17, 25 und 31: Klon 2 von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWHI1520metH* 0-5 h nach Induktion.

- Bahn 4, 8, 12, 19, 26 und 33: Klon 3 von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWHI1520metH* 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
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14200 zu entdecken, die in dieser Intensitéit nicht auch bei der Negativkontrolle durch B.
megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 auftritt.

Unter der Voraussetzung, dass sich MetH* durch Silberfirbung detektieren ldsst und die
MetH*-Proteinbande nicht von einer anderen Proteinbande iiberlagert wird, muss man
schlieBen, dass keine nachweisbare Produktion von MetH* auftritt. Ergiinzend hierzu
wurde zu allen Zeitpunkten, zu denen auch die MetH*-Bildung untersucht wurde, fiir
alle drei mit pWHI1520metH* transformierten B. megaterium DSMS509 Klone, der
zelluldre Vitamin Bi,-Gehalt analysiert. Der Vergleich mit dem zelluldren Vitamin Bj,-
Gehalt von drei B. megaterium DSM509 Klonen, die mit pWH1520 transformiert
worden waren, belegte eindeutig, dass auch kein Effekt auf die Vitamin Bj,-
Biosynthese durch diese nicht nachweisbare rekombinante Produktion von MetH* in B.
megaterium DSM509 zu verzeichnen ist. Dies bestitigt, dass kein MetH* durch B.
megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520metH* gebildet wird.

Da die Struktur des konstruierten Expressionsplasmids pWH1520metH* durch DNA-
Sequenzierungen verifiziert wurde, sollte der Grund fiir das Fehlen von MetH* im
Cytosol von B. megaterium DSMS509 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 Multidomédnenenzym ist, dass durch
partiellen tryptischen Verdau in seine einzelnen Dominen aufgeteilt werden kann. So
liefert der tryptische Verdau von MetH nach Lysin 642 und Arginin 896 die Cobalamin-
Bindedomine, die schlieBlich auch zur Losung der 3-dimensionalen Rontgenstruktur
verwendet wurde (Ludwig und Evans, 1999). Das partielle MetH (Aminosdurerest 746-
874), das durch B. megaterium DSM509 produziert werden sollte, stellt aber nur einen
Teil dieser offensichtlich sehr stabilen Cobalamin-Bindedoméne dar. Darum ist es
moglich, 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-Bindedomine von
MetH aus E. coli exprimiert werden. Dies hitte auch den Vorteil, dass man die
tatsdchliche Bindung von Cobalamin durch diese Doméne sicherstellen konnte, da die
durch tryptischen Verdau erhaltene Cobalamin-Bindedoméne von MetH aus E. coli mit
gebundenem Cobalamin co-kristallisert werden konnte (Drennan et al., 1994).

Eine andere Moglichkeit zur Expression eines Vitamin Bj,-bindenden Proteins wire die

Klonierung einer Cobalamin-abhingigen Methioninsynthase aus einem relativ nahen
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Verwandten von B. megaterium. Hier bietet sich die Methioninsynthase aus C.
acetobutylicum an. Dieses Vorgehen konnte dazu beitragen, sowohl die Probleme der
Proteininstabilitit, als auch einer vermutlich reduzierten Translation aufgrund eines

unterschiedlichem Codon-Gebrauchs zu iiberwinden.

3.9 Rekombinante Produktion des Bacillus subtilis Redoxregulators Fnr in

Bacillus megaterium

3.9.1 Griinde fiir eine rekombinante Produktion des Redoxregulators Fnr aus Bacillus

subtilis in Bacillus megaterium

Die Vitamin Bi,-Biosynthese in B. megaterium ist unter anaeroben Bedingungen
signifikant induziert und erreicht ihr Maximum bei gleichzeitiger Zugabe von Kobalt
zum Wachstumsmedium (sieche 3.4.1 und 3.4.2). Die beobachtete anaerobe Induktion
der Vitamin Bi,-Biosynthese in B. megaterium steht in guter Ubereinstimmung mit
Beobachtungen bei S. typhimurium, die einen direkten Zusammenhang zwischen
erniedrigtem Redoxpotential aufgrund von Sauerstoffmangel und erhohter Expression
des cobl-Operons ergaben (Escalante-Semerana und Roth, 1987; Andersson und Roth,
1989). Vermittelt wird die Redoxregulation des cobl-Operons, das einen Grofiteil 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 hauptsichlich fiir 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

vollstandig bekannt (Barg, 2000). Fiir das in E. coli zu findende Fnr wurde beobachtet,
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dass sein Eisen-Schwefel-Cluster auf Redoxpotentialinderungen 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 Bi,-Produktion in B. megaterium ist leider mit
einem geringen Wachstum verbunden, so dass, bezogen auf die Vitamin B,-Produktion
pro Kulturvolumen, die anaerobe Induktion der Vitamin Bj,-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 Bj,-Biosynthese zu induzieren. Da iiber die Regulation der
Vitamin Bj,-Biosynthese in B. megaterium noch keinerlei Untersuchungen bestehen,
und da die vollstindige Gensequenz von finr aus B. megaterium noch nicht bekannt war,
wurde zu diesem Zweck finr aus B. subtilis in den Expressionsvektor pWH1520 kloniert.
Der so konstruierte Expressionsvektor trigt 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
B>-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 pWHI1520-cobA in B. megaterium DSMS509 als Positivkontrolle
verglichen. Die Untersuchungen wurden unter aeroben Bedingungen in Vollmedium
und unter Zusatz von 10.4 uM Tetracyclin durchgefiihrt. Die Proteinproduktion wurde
durch Zugabe von D-Xylose induziert und direkt vor Induktion sowie jede Stunde bis
einschlieBlich 5 h nach Induktion Proben genommen, die durch Lysozymbehandlung
aufgeschlossen wurden. Zur abschlieBenden Analyse des gesamten zelluliren

Proteingehalts der genommenen Proben wurde 1 ODssg-Aquivalent pro Bahn fiir eine
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SDS-PAGE auf ein 12.5%iges Polyacrylamidgel aufgetragen. Die Ergebnisse dieser
Experimente zeigt Abbildung 51.

M,x10° 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb. 51: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520fnr,
pWH1520 oder pWHI1520-cobA aerob inkubiert in Vollmedium unter Zusatz von 10.4 uM
Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose
bei einer ODs;s von 0.3. Das produzierte CobA ist durch einen schwarzen Kasten, das
produzierte Fnr durch rote Kiasten gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch Coomassie
Brilliant Blue-Firbung 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 DSMS509 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 M, x 10° der benutzten Markerproteine sind am linken Rand
des Gels angegeben.

Die Analyse des zelluldren Proteingehaltes von B. megaterium DSMS509 transformiert
mit pWH1520fnr zeigt deutlich das Auftreten eines Proteins bei einer M, von knapp
unter 29000 bereits 1 h nach Induktion der Genexpression. Diese Proteinbande kann bei
der Negativkontrolle nicht beobachtet werden und ihre apparente GroBe liegt innerhalb
des Toleranzbereiches fiir SDS-PAGE Analysen, wenn man sie mit der kalkulierten
molekularen Masse fiir das XylA-Fnr-Fusionsprotein von 27632 Da vergleicht.

Damit ldsst sich also feststellen, dass die Produktion von Fnr aus B. subtilis durch B.
megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520fnr erfolgreich verlaufen ist. Die

Intensitdt der Fnr-Proteinmenge scheint auferdem tiber den gesamten untersuchten
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Zeitraum von 5 h leicht zuzunehmen. Dies ldsst den Schluss zu, dass das gebildete Fnr
tber lange Zeit stabil im Cytosol von B. megaterium DSMS509 vorliegt. Die
dargestellten Ergebnisse lieferten die Grundlage fiir eine weiterfithrende Untersuchung
der Auswirkungen einer Fnr-Produktion auf die Vitamin Bj,-Biosynthese in B.

megaterium.

3.9.3 Aerobe Vitamin Bj,-Produktion von Bacillus megaterium DSMS509 bei

rekombinanter Produktion von Fnr aus Bacillus subtilis

Da B. megaterium DSMS509 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 Bj,-Produktion von B. megaterium DSM509
durchgefiihrt. SchlieBlich war es Hauptziel der Klonierung und Expression von Fnr in
B. megaterium, auch unter aeroben Bedingungen eine Induktion der Vitamin Bj,-
Biosynthese, vergleichbar zu der anaeroben Induktion, zu erreichen. Dazu wurde B.
megaterium DSM509 transformiert mit pWHI1520fnr aerob in Vollmedium ohne
Zusitze oder unter Zusatz von 250 uM CoCl, inkubiert und der zellulire Vitamin B,-
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 zellulire Vitamin Bi,-Gehalt von B. megaterium
DSMS509 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 Bj,-Produktion bei gleichzeitiger
Kobaltzugabe in B. megaterium DSM509 am ausgeprigtesten war (siehe 3.4.2).

Obwohl die Vorkulturen noch 10.4 uM 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 notig ist (sieche 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 zelluldrer Vitamin B;,-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 ODs75 von 0.3. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die
ODs;5 bzw. der zelluldre Gehalt an Vitamin B, bestimmt.
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Abb. 53: Aerobes Wachstumsverhalten und zelluldrer Vitamin Bi,-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 uM CoCl,. Die Induktion der fur-Expression
erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer ODs;5 von 0.3. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden Proben genommen und ODs;g bzw. der zelluldre Gehalt an Vitamin By,
bestimmt.
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Es fallt auf, dass das aerobe Wachstum von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWH1520fnr sowohl unter Zugabe von 250 uM CoCl, als auch ohne Zusitze
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 ldsst fiir spitere Anwendungen eine hohe
Expression von Fnr vermuten, ohne dabei einen deutlichen Verlust in der Zelldichte in
Kauf nehmen zu miissen.

Des weiteren wird deutlich, dass unter aeroben Bedingungen in Vollmedium ohne
Zusitze die Vitamin Bj,-Produktion von B. megaterium DSMS509 deutlich hoher liegt,
wenn Fnr produziert wird. Dieser Unterschied ist sehr ausgeprigt, da in der
Negativkontrolle mit Beginn der Induktion der fnr-Expression der zellulire Vitamin
B>-Gehalt unter die Nachweisgrenze fillt. Interessanterweise kommt es in Vollmedium
ohne Zusitze nach der Induktion der Fnr-Bildung zu einem kleinen Anstieg des
zelluldiren Vitamin Bj,-Gehaltes von B. megaterium DSMS509, der dann aber wieder
deutlich absinkt. Dies lasst auf negative Sekundireffekte der fnr-Expression auf die
Vitamin B1,-Produktion von B. megaterium DSM509 schlie3en.

Setzt man dem Vollmedium 250 uM CoCl, zu, so ist die Vitamin B,-Produktion von
fnr exprimierendem B. megaterium DSMS509 iiber den gesamten Zeitraum der
Untersuchung jedoch geringer, als von B. megaterium DSMS509, der kein Fnr
produziert. Trotzdem kann man auch hier wieder den allgemeinen, stimulierenden
Effekt der Kobaltzugabe auf die Vitamin Bi,-Produktion erkennen, da der zelluldre
Vitamin Bj,-Gehalt von B. megaterium DSM509 bei Kobaltzusatz etwa dreimal hoher
ist als ohne Kobaltzugabe. Des weiteren kann man unter Kobaltzugabe eine stetige
Steigerung der aeroben Vitamin Bj,-Produktion von B. megaterium DSMS509
beobachten. Diese ist allerdings unabhingig von einer Fnr-Bildung, so dass man hier
hochstwahrscheinlich nur den Effekt der kontinuierlichen Vitamin B(,-Akkumulation
iiber die Wachstumszeit beobachtet (siche 3.7.2).

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die aerobe Vitamin B(,-Produktion von B.
megaterium in Vollmedium ohne Zusitze durch die Expression von frr 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 zugefiigt wird. Ob durch Expression von fnr aus B.

subtilis in B. megaterium DSMS509 unter aeroben Bedingungen wirklich ein &dhnlich
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hoher zellulirer Vitamin B,-Gehalt wie unter anaeroben Bedingungen erreicht werden

kann, sollten analoge Untersuchungen unter anaeroben Bedingungen kladren.

3.9.4 Anaerobe Vitamin Bj,-Produktion von Bacillus megaterium DSMS509 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 B1,-Produktion
von B. megaterium DSMS509 untersucht. Zu diesem Zweck wurde B. megaterium
DSM509 transformiert mit pWH1520fnr anaerob in Vollmedium ohne Zusitze oder
unter Zusatz von 250 uM CoCl, inkubiert und der zellulire Vitamin Bj,-Gehalt direkt
vor Induktion durch Zusatz von D-Xylose, sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Induktion der Proteinproduktion untersucht. Parallel dazu wurde als Negativkontrolle
der zellulire Vitamin Bj,-Gehalt von B. megaterium DSMS509 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 Uberexpression von fnr
das Wachstum von B. megaterium DSM509 sowohl in Vollmedium ohne Zusitze als
auch unter Zusatz von 250 uM CoCl, deutlich reduziert wird. Des weiteren erkennt man
auch unter anaeroben Bedingungen in Vollmedium ohne Zusitze, dass der zelluldre
Vitamin B,-Gehalt von fnr exprimierendem B. megaterium DSM509 leicht hoher liegt
als der zellulire Vitamin Bj,-Gehalt von B. megaterium DSMS509, der nicht fnr
exprimiert.

Analog zu den Beobachtungen bei aerobem Wachstum erkennt man auch bei anaerober
Inkubation ohne Zusitze, dass die Vitamin B,-Produktion direkt nach der Induktion der
fnr-Expression in B. megaterium DSMS509 leicht zuriickgeht, um dann wieder
anzusteigen. Der gleiche Sachverhalt ist fiir anaerobes Wachstum auch bei Zusatz von
250 uM CoCl, zum Medium zu beobachten. Hier liegt die Vitamin Bj,-Produktion von
fnr  exprimierendem  B.  megaterium  DSM509  wihrend des  ganzen

Untersuchungszeitraums unterhalb der Vitamin Bj,-Produktion der Negativkontrolle.
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Abb. 54: Anaerobes Wachstumsverhalten und zelluldrer Vitamin Bj,-Gehalt von B. megaterium
DSMS509 transformiert mit pWHI1520fnr (schwarze Rauten und blaue Balken), sowie von B.
megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Quadrate und rote Balken)
gewachsen in Vollmedium. Die Induktion der frnr-Expression erfolgte durch Zusatz von 33.0
mM D-Xylose bei einer ODs;5 von 0.3. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben
genommen und die ODs,g bzw. der zelluldre Gehalt an Vitamin B, bestimmt.
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Abb. 55: Anaerobes Wachstumsverhalten und zelluldrer Vitamin Bj,-Gehalt von B. megaterium
DSMS509 transformiert mit pWHI1520fnr (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 uM CoCl,. Die Induktion der
fnr-Expression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer ODs;g von 0.3. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs;g bzw. der zelluldre Gehalt
an Vitamin B, bestimmt.
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Auch diese Beobachtung stimmt mit den Untersuchungen fiir das aecrobe Wachstum bei
Zusatz von Kobalt iiberein.

Trotz allem wird deutlich, dass eine Expression von Fnr durch B. megaterium DSM509
in Vollmedium ohne Zusitze auch unter anaeroben Bedingungen einen stimulierenden
Einfluss auf die Vitamin B;,-Produktion ausiibt. Interessanterweise ist die Hohe der
anaeroben Vitamin Bj,-Produktion der Negativkontrolle mit 0.46-0.7 ug- I+ ODs7g”
dhnlich der aeroben Vitamin Bj,-Produktion von fnr exprimierendem B. megaterium
DSM509. Dieser erreicht ebenfalls zellulire Vitamin Bj,-Gehalte bis iiber 0.4 ug- I
L. ODs¢!. Damit lasst sich bei Inkubation in Vollmedium ohne Zusitze eine dhnliche
Induktion der Vitamin Bj,-Biosynthese in B. megaterium DSMS509 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 Bj,-
Produktion signifikant zu erhohen. Nichtsdestotrotz bediirfen die negativen Effekte der
Kobaltzugabe auf die Vitamin Bi,-Biosynthese bei gleichzeitiger fnr-Expression noch
weiterer Untersuchung.

Insgesamt sind die zelluliren Vitamin Bj,-Gehalte aber, wie in allen bisherigen
Untersuchungen, sehr gering, so dass vermutet wurde, dass der Zellaufschluss von B.
megaterium durch reines Kochen fiir eine quantitative Vitamin Bi,-Analyse nicht
effizient genug sei und darum wesentlich weniger Vitamin B, gemessen wurde als die
Bakterien wirklich produzierten. Dies wurde auch durch Erfahrungen bei der Analyse
des zelluldren Proteingehaltes von B. megaterium unterstiitzt, die zeigten, dass simples
Kochen der Bakterien keine iiber 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 zellularen Vitamin Bj,-Gehaltes mittels Lysozymaufschluss
durchgefiihrt, wie er auch zur Proteinanalyse angewandt wird. Die resultierenden Werte
zeigten aber dennoch keinerlei Differenz zu den standardmiéBig durchgefiihrten Vitamin
B> Quantifizierungen, so dass man davon ausgehen muss, dass die standardmiBig

ermittelten Vitamin B,-Gehalte nicht zu niedrig sind.
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3.10. Homologe rekombinante Produktion von Enzymen der Vitamin Bi-

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 Ansitze zur gentechnischen
Optimierung von B. megaterium zum Vitamin Bi,-Produktionsstamm hatten die
Zielsetzung, durch einen Eingriff in die Regulation der Vitamin B,-Biosynthese deren
Ausbeute zu steigern. Parallel hierzu wurde die Idee verfolgt, durch eine
Uberproduktion von essentiellen Enzymen der Vitamin B ,-Biosynthese ebenfalls die
Vitamin Bj,-Biosynthese in B. megaterium zu steigern. Dieses Vorhaben wurde zuerst
auf die Produktion von Enzymen fokussiert, die einen limitierenden Schritt der Vitamin
Bi,>-Biosynthese katalysieren. Eines dieser Enzyme, das einen limitierenden Schritt der
Vitamin Bi,-Biosynthese in B. megaterium katalysiert, konnte bereits in Vorarbeiten als
CobA (SUMT) identifiziert werden. Durch seine rekombinante Produktion konnte die
Vitamin Bj,-Produktion von B. megaterium DSM509 deutlich gesteigert werden (Barg,
2000).

CobA Kkatalysiert die zweimalige SAM-abhingige Methylierung an C-2 und C-7 von
Uro gen zu Precorrin-2 und steht damit genau am Verzweigungspunkt zwischen Ham-
und Vitamin B,- bzw. Sirohdm-Biosynthese in B. megaterium. Direkt nach der Bildung
von Precorrin-2 kommt es zu einer weiteren, entscheidenden Verzweigung zwischen
Siroham- und Vitamin Bj,-Biosynthese. Zum einen wird aus Precorrin-2 durch NAD-
abhingige Oxidation und darauf folgende FEisenchelatisierung Sirohdm gebildet
(Spencer et al., 1993). Dabei wird die NAD-abhingige Oxidation von Precorrin-2 in B.
megaterium durch SirC bewirkt. Zum anderen kann eine Kobaltchelatisierung gefolgt
von einer dritten SAM-abhingigen Methylierung am C-20 des Tetrapyrrolringes
stattfinden, was nach einer Vielzahl weiterer Reaktionsschritte zur Bildung von Vitamin
By, fiihrt. Diese Transmethylierung wird dabei durch Cbil katalysiert (Raux et al.,
1999). Die friithe Insertion des Kobalts in den Tetrapyrrolring ist charakteristisch fiir den
sauerstoffunabhingigen Weg der Vitamin Bj,-Biosynthese und steht im Gegensatz zur
sauerstoffabhingigen Vitamin Bi,-Biosynthese wie sie fiir P. denitrificans beschrieben

wurde (Thibaut et al., 1998).
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Da die in B. megaterium identifizierten Gene der Vitamin Bj,-Biosynthese hohe
Ahnlichkeiten zum cobI-Operon in S. typhimurium besitzen (Raux et al., 1998a) und B.
megaterium sowohl aerob als auch anaerob Vitamin B, produzieren kann, liegt die
Vermutung nahe, dass B. megaterium eine sauerstoffunabhingige Vitamin Bj,-
Biosynthese aufweist, die auch unter aeroben Bedingungen funktioniert. Abbildung 56
zeigt die initialen Schritte der sauerstoffunabhingigen Vitamin Bj,-Biosynthese in B.

megaterium nach der Bildung von Urogen.
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Abb. 56: Schematische Darstellung der Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium mit Fokussierung auf
die initialen Schritte der Verzweigung zwischen Sirohdm- und Vitamin B;,-Biosynthese.
Dargestellt ist der sauerstoffunabhingige Weg der Vitamin Bj,-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 Bi,-Biosynthese bereits nach der Bildung von Precorrin-2 oder erst nach der
weiteren Oxidation zu Sirohydrochlorin von der Sirohdmbiosynthese trennt. Aus diesem
Grund wurde sowohl die Wirkung einer parallelen homologen CobA- und SirC-
Uberproduktion als auch einer CobA- und CbiL—Uberproduktion auf die Vitamin Bi,-
Produktion von B. megaterium DSMS509 untersucht.

Dafiir ~ 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 Verfiigung 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
moglich ist.

Die rekombinante Proteinproduktion von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWH1520cobAsirC bzw. pWH1520cobAcbil. wurde aerob in Vollmedium unter Zusatz
von 250 uM CoCl, und ALA untersucht. Dies wurde parallel mit dem zelluliren
Proteingehalt von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 verglichen, der
unter gleichen Bedingungen inkubiert wurde. Auf eine Antibiotikaselektion wurde in
beiden Fillen 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 zelluliren Vitamin B;,-Gehaltes, Proben genommen.
AuBerdem wurden die aeroben Kulturen 5 h nach Induktion der Proteinproduktion zu
anaeroben Bedingungen transferiert und alle tiber den Zeitraum der Untersuchungen
genommenen Proben durch Lysozymbehandlung aufgeschlossen. Zur abschlieBenden
Analyse des zelluliren Proteingehalts der genommenen Proben wurde 1 ODs7g-
Aquivalent pro Bahn fiir 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
DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAsirC als auch bei B. megaterium DSM509
transformiert mit pWH1520cobAcbilL jeweils eine sehr deutliche Proteinbande, die in
der Negativkontrolle von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 nicht
auftritt. Das gebildete CobA sollte dabei eine M, von ca. 29000 aufweisen, wihrend
SirC mit einer M; 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
pWHI1520cobAsirC, pWHI1520cobAcbilL oder pWH1520 aerob inkubiert in Vollmedium unter
Zusatz von 250 uM CoCl, und ALA. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz
von 33.0 mM D-Xylose bei einer ODs;3 von 0.3. Die Banden der neu rekombinant
produzierten Proteine sind durch rote Kisten gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch
Coomassie Brilliant Blue-Féarbung 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 DSMS509 transformiert mit pWH1520 0, 1, 3, 5 und 8 h nach
Induktion.

- Bahn 4 und 11: Dalton Marker VII-L, die M, x 10° der benutzten Markerproteine sind zwischen
den Gelen angegeben.

B. megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAsirC um eine Doppelbande
handelt, hinter der sich die beiden Proteine CobA und SirC verbergen. Diese
Vermutung wird unterstiitzt durch die Form der auftretenden Proteinbande und die
ebenfalls schwache Auftrennung der beiden Markerproteine mit einer M; von 24000
bzw. 29000.

Im Zellextrakt von B. megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAcbiL. kann
man ebenfalls nur eine starke neue Proteinbande einer M, 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 zuriickzufithren. CobA weist wie
bereits gesagt eine M, von ca. 29000 auf wihrend CbiL. eine M, von ca. 26500 besitzt.
Darum ist es wahrscheinlich, dass die beobachtete, starke Proteinbande mit einer M,
von ca. 55000 aus einem CobA-CbilL-Fusionsprotein resultiert, dass durch einen
ungewollten Fehler bei der Klonierung entstand. Zur Uberpriifung 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
VOT.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Expression der klonierten Gene in B.
megaterium DSMS509 sehr effizient verlduft 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 zelluldren Proteingehalt von B. megaterium
DSM509 ausmachen. Im Fall von B. megaterium DSMS509 transformiert mit
pWH1520cobAcbil,, scheint das Maximum der rekombinanten Proteinproduktion sogar

erst zu diesem spiten Zeitpunkt erreicht zu werden.

3.10.2 Aerobe Vitamin Bj,-Produktion von Bacillus megaterium DSM509 bei

gleichzeitiger Uberexpression von cobA und sirC bzw. cobA-cbil

CobA, SirC und CbiL stellen Enzyme dar, die zentrale Verzweigungspunkte der
Vitamin Bj,-Biosynthese von der restlichen Tetrapyrrolbiosynthese in B. megaterium
katalysieren. Da der stimulierende Effekt einer rekombinanten CobA-Produktion auf die
Vitamin Bj,-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 B,-Produktion in B. megaterium DSM509
untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurde der zelluldre Vitamin By,-Gehalt von B. megaterium DSM509
transformiert mit pWH1520cobAsirC bzw. pWHI1520cobAcbil. mit dem zelluldren
Vitamin B,-Gehalt von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWHI1520 als
Negativkontrolle verglichen. Alle Stimme wurden aerob in Vollmedium unter Zusatz
von 250 uM CoCl, und ALA inkubiert, da in vorherigen Versuchen gezeigt werden
konnte, dass Kobaltzusatz prinzipiell die Vitamin Bj,-Produktion stimuliert (siche
3.4.2) und additiver Zusatz von ALA einen positiven Einfluss auf das aerobe
Wachstumsverhalten von B. megaterium DSM509 ausiibt (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 notig 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 wihrend einer zusitzlichen Inkubationszeit von ca. 3 h zu einer weiteren
Stimulation der Vitamin Bj,-Produktion von B. megaterium DSMS509 fiihrte (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 zellulire Vitamin Bj,-Gehalt bestimmt. Die Ergebnisse dieser

Untersuchungen sind in Abbildung 58 dargestellt.

5 6
14
[Vitamin B,] |
pg: I ODgyg' ODs75
12
0
15

t/h

Abb. 58: Aerobes Wachstumsverhalten und zelluldrer Vitamin B;,-Gehalt von B. megaterium DSM509
transformiert mit pWH1520cobAsirC (schwarze Rauten und blaue Balken), von B. megaterium
DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAcbilL (schwarze Quadrate und rote Balken), sowie
von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Kreise und griine Balken)
gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 250 uM CoCl, 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 ODs;g von 0.3. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden Proben genommen und die ODs;g bzw. der zelluldre Gehalt an Vitamin B, bestimmt.

Man erkennt, dass sowohl eine gleichzeitige Expression von cobA-cbhil als auch von
cobA und sirC durch B. megaterium DSMS509 eine deutliche Reduktion des aeroben
Wachstums bewirkt. Diese ist am stirksten ausgeprigt bei gleichzeitiger Expression von
cobA und sirC durch B. megaterium DSMS509. Hier erreicht dieser Stamm mit einer
maximalen ODs73 von knapp iiber 2 nur noch etwa die Hilfte des aeroben Wachstums

der Negativkontrolle, die kein Protein rekombinant produziert. Diese deutlichen
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Wachstumsunterschiede sind ein Resultat der beobachteten starken Produktion von
CobA-CbiLL bzw. CobA und SirC und geben auBerdem 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 DSMS509, scheint sich das gebildete SirC durch seine
Stoffwechselaktivitdt deutlich negativer auf das bakterielle Wachstum auszuwirken, als
das produzierte CbilL.

Trotz dieser Indizien fiir eine hohe Produktion von katalytisch aktiven Enzymen,
resultiert die gleichzeitige Uberproduktion von CobA und SirC bzw. CobA-CbiL in
keiner erkennbaren Steigerung der Vitamin B,-Produktion in B. megaterium DSMS509.
Bei Vergleich des zelluliren Vitamin Bj,-Gehaltes von CobA und SirC bzw. CobA-
CbiL bildendem B. megaterium DSMS509 mit der Negativkontrolle, muss man sogar
einen deutlichen negativen Effekt auf die aerobe Vitamin Bj,-Produktion durch die
Produktion der erwidhnten Enzyme feststellen. Denn B. megaterium DSMS509
transformiert mit pWH1520 zeigt das typische Bild einer stetigen Akkumulation von
Vitamin B, iiber die Wachstumsperiode, wihrend die Vitamin Bj,-Produktion von B.
megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAsirC und B. megaterium
DSM509 transformiert mit pWHI1520cobAcbil. auf einem sehr niedrigem Niveau
stagniert. Selbst ein Transfer der Kulturen von aeroben zu anaeroben Bedingungen
zeigte nur fiir die Negativkontrolle einen positiven Einfluss auf die Vitamin Bj-
Produktion, der allerdings nicht vom Effekt der Vitamin B;;-Anhdufung iiber die
Wachstumsperiode (sieche 3.7.2) unterschieden werden kann. Interessanterweise konnte
aber beobachtet werden, dass das Zellsediment von CobA-CbiLL produzierendem B.
megaterium DSM509 deutlich rosa gefirbt 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 fiir die Negativkontrolle nicht
beobachtet werden.

Zusammengefasst lassen die erwidhnten Beobachtungen daher vermuten, dass zwar
CobA und SirC bzw. CobA-Cbil. hochstwahrscheinlich in hohen Mengen und
enzymatisch aktiv produziert werden, sich aber scheinbar vor einem spiteren
limitierenden Schritt der Vitamin Bi,-Bildung Biosynthesezwischenprodukte in B.
megaterium anhdufen. Diese angehduften Zwischenprodukte miissten toxische
Wirkungen zeigen, die sich in einem reduzierten Wachstum wiederspiegeln und

miissten zudem in einer Art feed-back Inhibition negativ auf die gesamte Vitamin B,-
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Produktion wirken. Ziel weiterer Untersuchungen sollte es darum sein, nach weiteren
limitierenden Schritten der Vitamin B,-Biosynthese nach der Bildung von Kobalt-
Precorrin-3 zu suchen, um letzten Endes den gesamten Stoffwechselfluss unblockiert in
Richtung des Endproduktes flieBen lassen zu konnen. Dabei sollte die Identifizierung
der vermutlich angehduften Stoffwechselprodukte entscheidende Hinweise auf weitere

Limitationen der Vitamin B,-Biosynthese in B. megaterium liefern.

3.10.3 Anaerobe Vitamin B,,-Produktion von Bacillus megaterium DSMS509 bei

gleichzeitiger Uberexpression 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 Bi,-Produktion von B. megaterium unter anaeroben Bedingungen
prinzipiell induziert ist (Martens, 1999; diese Arbeit unter 3.4.1) und da andererseits
SirC und CbiLL Enzyme sind, die vermutlich einen sauerstoffunabhingigen Weg der
Vitamin Bi,-Biosynthese in B. megaterium katalysieren.

Zu diesem Zweck wurde der zelluldre Vitamin B,-Gehalt von B. megaterium DSM509
transformiert mit pWH1520cobAsirC bzw. pWHI1520cobAcbil. mit dem zelluldren
Vitamin B,-Gehalt von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWHI1520 als
Negativkontrolle verglichen. Alle Stimme wurden anaerob in Vollmedium unter Zusatz
von 500 puM CoCl, oder 500 uM CoCl, plus ALA inkubiert. Einzig die
Negativkontrolle enthielt bei reiner Zugabe von Kobalt nur 250 uM CoCl,. Die Zusitze
wurden in dieser Form ausgewihlt, da in vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte,
dass Kobaltzusatz prinzipiell die Vitamin B,-Produktion stimuliert (siche 3.4.2). Auch
wenn additiver Zusatz von ALA einen deutlich negativen Effekt auf die anaerobe
Vitamin Bj,-Produktion von B. megaterium ausiibt (siche 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 Bj,-Biosynthese in B.
megaterium aufgehoben werden wiirde. Somit konnte 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 ODs73 von 0.1, da die Kulturen in Vorversuchen kaum die ODs;3 von 0.3
erreichten. Aullerdem sollte auch fiir 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 zellulire
Vitamin Bj,-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 hoheres Wachstum der Negativkontrolle als
von cobA und sirC bzw. cobA-cbil. exprimierendem B. megaterium DSM509. Dies
kann aber darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Vorkultur von B. megaterium
DSM509 transformiert mit pWH1520 eine deutlich hohere Zelldichte aufwies und
auBBerdem die Wachstumsinhibition durch eine geringere Zugabe von Kobalt (250 statt
500 uM) nicht so stark ausgepriagt war. Denn bei gleichzeitigem Zusatz von Kobalt und
ALA kann man fiir die drei untersuchten Stimme 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 DSMS509. Des weiteren nimmt unter anaeroben Bedingungen
in Vollmedium der zelluldire Vitamin B(,-Gehalt der CobA und SirC bzw. CobA-CbiL
bildenden Stiamme nach der Induktion der Proteinproduktion leicht ab. Dieser Effekt
wird am deutlichsten bei B. megaterium DSMS509 unter Produktion von CobA-CbiL. Im
Gegensatz dazu steigt die Vitamin Bi,-Produktion der Negativkontrolle wieder relativ
gleichmifig iiber den ganzen Inkubationszeitraum an (siehe auch 3.7.3).

Die Unterschiede im zelluliren Vitamin Bj,-Gehalt zwischen B. megaterium DSMS509
transformiert mit pWH1520 als Negativkontrolle und B. megaterium DSMS509
transformiert mit pWH1520cobAsirC bzw. pWH1520cobAcbiL sind allerdings weniger
ausgepriagt als unter aeroben Bedingungen. Dies ldsst vermuten, dass sich weniger
Zwischenprodukte der Vitamin Bj,-Biosynthese unter anaeroben Bedingungen
akkumulieren als unter aeroben Bedingungen und damit die durch sie ausgeloste

Inhibition der Vitamin B,-Biosynthese geringer ist. Diese Hypothese wird auch durch
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Abb. 59: Anaerobes Wachstumsverhalten und zelluldrer Vitamin B, -Gehalt von B. megaterium
DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAsirC (schwarze Rauten und blaue Balken) und von
B. megaterium DSMS509 transformiert mit pWHI1520cobAcbilL (schwarze Quadrate und rote
Balken) gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 500 uM CoCl,, sowie von
B. megaterium DSM509 transformiert mit pWHI1520 (schwarze Kreise und griine Balken)
gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 250 uM CoCl,. Die Induktion der
Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer ODs7g von 0.1. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und ODs,g bzw. der zelluldre Gehalt an
Vitamin B, bestimmt.
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Abb. 60: Anaerobes Wachstumsverhalten und zelluldrer Vitamin Bj,-Gehalt von B. megaterium
DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAsirC (schwarze Rauten und blaue Balken), von B.
megaterium DSMS509 transformiert mit pWH1520cobAcbilL (schwarze Quadrate und rote
Balken) und von B. megaterium DSM509 transformiert mit pWH1520 (schwarze Kreise und
griine Balken) gewachsen in Vollmedium und inkubiert unter Zusatz von 500 uM CoCl, und
ALA. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose bei einer
ODs75 von 0.1. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben genommen und die ODs7g
bzw. der zellulire Gehalt an Vitamin B, bestimmt.
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die geringeren Wachstumsunterschiede zwischen CobA und SirC bzw. CobA-CbiL
bildendem B. megaterium DSM509 und der Negativkontrolle unterstiitzt.

SchlieBlich sollte erwidhnt werden, dass unter anaeroben Bedingungen in Vollmedium
die Vitamin Bi,-Produktion aller drei untersuchten Stimme bei parallelem Zusatz von
Kobalt und ALA nicht deutlich reduziert ist gegeniiber der Vitamin Bi,-Produktion bei
alleiniger Kobaltzugabe. Dies steht im Gegensatz zu Untersuchungen in Mopso-
Minimalmedium (siehe 3.4.4) und weist auf deutliche Unterschiede der Vitamin Bi,-
Produktion von B. megaterium in Voll- oder Minimalmedium hin.

Zusammenfassend untermauern die beschriebenen Effekte der gleichzeitigen
Uberproduktion 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 Bi,-Produktion in B. megaterium DSMS509 vorliegen
sollte. Zur Authebung der Blockierung des gesamten Vitamin B,-Stoffwechselweges in
B. megaterium ist es daher unerldsslich, diese weiteren limitierenden Schritte zu
identifizieren und aufzuheben. Erst dann wird es auch moglich sein, die Vitamin Bj,-
Produktion von B. megaterium so sehr zu steigern, dass eine industrielle Anwendung

der Vitamin B,-Produktion durch B. megaterium 6konomisch sinnvoll wird.

3.11. Bacillus megaterium als alternativer Proteinproduktionswirt

3.11.1 Die natiirlich misacvylierende GIluRS aus Bacillus subtilis

Die kovalente Bindung von Aminosduren an die zugehorige 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 fiir die Beladung der tRNA
mit der zugehorigen Aminosédure zustdndig 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 fiir Glutamin spezifische

tRNA" als auch die fiir Glutamat spezifische tRNA®" mit Glutamat durch die selbe
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GluRS beladen wird (Lapointe et al., 1986). Die falsch mit Glutamat beladene
Glutamyl-tRNA®" wird danach durch eine spezifische Amidotransferase in Glutaminyl-
tRNA®"™ umgewandelt (Wilcox, 1969b) und steht dann fiir die Proteinbiosynthese zur
Verfiigung.

Da die GIuRS aus B. subtilis sowohl tRNAM als auch tRNA®™ mit Glutamat belidt,
kommt es bei rekombinanter Produktion der GIuRS aus B. subtilis in E. coli zur
Fehlbeladung der E. coli tRNAC"™, die nicht mehr revidiert werden kann, da E. coli nicht
die dazu notige Amidotransferase besitzt, um Glutamyl-tRNA®" in Glutaminyl-tRNA®"
umzuwandeln. Dies fiihrt zu schweren Storungen der Proteinbiosynthese in E. coli und
einer sehr schlechten Expression der GluRS aus B. subtilis. Des weiteren ist eine starke
Expression der GIuRS aus B. subtilis in B. megaterium auch im Hinblick auf die
Vitamin Bi,-Produktion sehr interessant, da die durch GIuRS gebildete Glutamyl-tRNA
das erste gemeinsame Vorldaufermolekiil aller Tetrapyrrole in B. megaterium darstellt.
Damit ist die GIuRS auch von essentieller Bedeutung fiir die Vitamin Bj,-Biosynthese
in B. megaterium.

Aus diesem Grund wurde das fiir die GIuRS in B. subtilis kodierende gltX-Gen unter
Deletion der cre-Sequenz in den Vektor pWHI1520 kloniert. Der so konstruierte
Expressionsvektor erhielt den Namen pWH1520gltX. Bei der Klonierungsiiberpriifung
mittels DNA-Sequenzierung zeigte sich, dass das bereits in meiner Diplomarbeit
konstruierte Expressionsplasmid pWH1520gItXF (Martens, 1999) eine Verschiebung
im gltX-Leseraster durch ein zusitzlich eingebautes Adenin direkt nach der Spel-
Schnittstelle triagt. Dadurch erwies sich pWHI1520gItXF, der, im Gegensatz zu
pWH1520gltX, eine xylA-gltX-Translationsfusion enthilt, als unbrauchbar fiir eine

rekombinante Produktion der B. subtilis GluRS in B. megaterium.

3.11.2 Produktion der GIuRS aus Bacillus subtilis in Bacillus megaterium DSM319

Nachdem das Expressionsplasmid pWHI1520gItX durch doppelstringige DNA-
Sequenzierung tiberpriift worden war, sollte die rekombinante Produktion der B. subtilis
GIluRS in B. megaterium untersucht werden. Dazu wurde pWH1520gltX mittels
Protoplastentransformation in B. megaterium DSM319 transformiert und aerob in

Vollmedium unter Zusatz von 62.4 uM 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 abschlieBenden Analyse des zelluliren Proteingehalts der genommenen Proben
wurde 1 ODss;g-Aquivalent pro Bahn fiir eine SDS-PAGE auf ein 12.5%iges
Polyacrylamidgel aufgetragen. Als Negativkontrolle diente der mit dem nicht
funktionalen pWH1520gItXF transformierte B. megaterium DSM319, dessen zelluldrer
Proteingehalt identisch analysiert wurde. Die Ergebnisse der beschriebenen

Untersuchungen sind in Abbildung 61 wiedergegeben.
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Abb. 61: SDS-PAGE-Analyse der Proteine von B. megaterium DSM319 transformiert mit
pWH1520¢g1tX oder pWH1520gItXF aerob inkubiert in Vollmedium unter Zusatz von 62.4 uM
Tetracyclin. Die Induktion der Genexpression erfolgte durch Zusatz von 33.0 mM D-Xylose
bei einer ODs;5 von 0.3. Die Banden der rekombinant produzierten GIuRS aus B. subtilis sind
durch rote Kisten gekennzeichnet. Die Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blue-
Farbung sichtbar gemacht.

- Bahn 3,5, 7,9, 11 und 13: B. megaterium DSM319 transformiert mit pWH1520gItX 0-5 h
nach Induktion.

- Bahn 2, 4, 8, 10, 12 und 14: B. megaterium DSM319 transformiert mit pWH1520gItXF 0-5 h
nach Induktion.

- Bahn 1 und 6: Dalton Marker VII-L, die M, x 10’ 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 iiber den ganzen Zeitraum der
Untersuchungen nicht auf. Es handelt sich dabei um die duflerst stark gebildete B.
subtilis GluRS, die eine M, von ca. 55600 aufweist, was in guter Ubereinstimmung mit
der apparenten M, der neu auftretenden Proteinbande im SDS-PAGE-Gel steht. Das
Maximum der GluRS-Produktion durch B. megaterium DSM319 ist ca. 4 h nach
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Induktion der Genexpression festzustellen, trotzdem nimmt die Intensitit der
Proteinbande im Polyacrylamidgel auch 5 h nach Induktion kaum ab.

Mit dieser sehr starken Produktion der GIuRS aus B. subtilis kann wiederum gezeigt
werden, dass B. megaterium ein idealer Wirt fiir die Produktion einer Vielzahl von
Proteinen ist, deren Synthese gerade auch in den standardmiflig verwendeten E. coli
Stammen hohe Schwierigkeiten bereitet. Aulerdem ist die sehr hohe GluRS-Produktion
auch ein Hinweis darauf, dass B. megaterium analog zu B. subtilis sowohl tRNA®" als
auch tRNA®" fiir die Proteinbiosynthese initial mit Glutamat belidt und die notige

Amidotransferase besitzt, um die Misacylierung der tRNA®" zu revidieren.
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3.12 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war die Etablierung eines gentechnisch optimierten
Vitamin Bj,-Produktionsstammes auf Basis von B. megaterium. Zu diesem Zweck
wurde ein Minimalmedium definiert, dass aerobes und anaerobes Wachstum
verschiedener Vitamin B;, produzierender B. megaterium Stimme ermoglicht. Mit
diesem Medium wurde die anaerobe Fermentation von Glucose zu Lactat in B.
megaterium erstmals bestimmt. Aullerdem konnten mit B. megaterium WH320 und
WH419 die ersten Stimme identifiziert werden, die Fumarat als alternativen
Endelektronenakzeptor unter Sauerstoffmangel nutzen. Die Vitamin Bi,-Biosynthese in
B. megaterium wird unter anaeroben Bedingungen und durch Kobaltzusatz deutlich
stimuliert. Weiterhin wurde eine Erhohung der Vitamin Bj,-Produktion bei anaerober
Glycerinfermentation festgestellt, die bei gleichzeitiger Fermentation von Glucose
wieder unterdriickt wurde. Das hauptverantwortliche Protein der Katabolitrepression in
B. megaterium, CcpA, ist allerdings nicht fiir diesen Effekt verantwortlich. Mit der
rekombinanten Produktion von zwei Vitamin Bj,-Bindeproteinen wurden erste
Untersuchungen zur Umgehung einer feed back-Inhibition der Vitamin Bj,-Biosynthese
in B. megaterium durchgefiihrt. Es wurde nachgewiesen, dass eine aerobe Produktion
des Redoxregulators Fnr dhnlich positive Effekte auf die Vitamin Bi,-Biosynthese zeigt
wie Sauerstoffmangel, ohne aber dabei den fiir anaerobe Bedingungen {iblichen
Wachstumsverlust zu verursachen. Durch die rekombinante Uberproduktion von drei
Schliisselenzymen der Vitamin Bi,-Biosynthese konnte gezeigt werden, dass nach der
Bildung von Kobalt-Precorrin-3 weitere limitierende Schritte im Biosyntheseweg von
Vitamin B, existieren. SchlieBlich 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 Uberproduktion von Metaboliten der Vitamin Bj,-
Biosynthese bei paralleler Repression der Hambiosynthese gelegt. Alle Befunde in
Kombination sind Grundlage fiir die weitere gerichtete Optimierung eines B.

megaterium Vitamin B,-Produktionsstammes.
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3.13 Ausblick

» kurzfristig:

rekombinante Produktion eines Vitamin Bj,-Bindeproteins aus einem
nah verwandten Gram-positiven Bakterium

Uberexpression des hemAXCDBL-Operons zur Uberproduktion von
Vitamin B,-Vorldufermolekiilen

Identifizierung des Promotorbereichs des hemEHY-Operons zur gezielten
Repression der Hambiosynthese

Etablierung von Techniken zur genetisch stabilen Integration in das
Chromosom

» mittelfristig:

quantitative Sekretion eines Vitamin Bj,-Bindeproteins mit gebundenem
Cofaktor in das Wachstumsmedium

genetisch stabile und induzierbare Uberproduktion von Metaboliten der
Vitamin Bi,-Biosynthese bei gleichzeitiger genetisch stabiler Repression
der Himbiosynthese

Sequenzierung des kompletten Chromosoms

Identifizierung aller Enzyme und verbleibender limitierender Schritte der
Vitamin B,-Biosynthese

Untersuchungen zur Regulation der Vitamin B,-Biosynthese
Identifizierung weiterer stimulierender Medienzusitze der Vitamin Bj,-
Biosynthese

» langfristig:

Kombinationen gentechnischer Verdnderungen die positive Effekte auf
die Vitamin Bi,-Bildung ausiiben zur Konstruktion des ,,optimalen* B.
megaterium Vitamin B,-Produktionsstammes

Definierung  optimaler = Wachstumsbedingungen bei  gleichzeitig
maximaler Vitamin Bj,-Bildung fiir den finalen Vitamin B,-
Produktionsstamm
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5. Anhang

5.1 DNA-Sequenz des hemAXCDBL-Operons aus Bacillus megaterium und aus

ihr abgeleitete Aminosiduresequenz der kodierten Proteine inkl. der

angrenzenden  doppelstringig  sequenzierten =~ DNA-Bereiche und

regulatorischer Promotorsequenzen

CAGGECCACGTGTA TACC TT TGE TGO, TEC TEATH TG TAG TTEA T TCAGTAL AMA AN L G0 TTCCA M, TCOAM CTA GTALGACK CORALAL ALY TTGYT TG

GTCCEGETGORCK Th TEGAAACGACGTTACGAG TR TRCA TCAL GTR MG TCA TTTTTTTTCTALGGT TTAGE TTGA TCL TTC TGTGETTTTT TG TAL CTAALC
P Y T ¥ % K X LI BEHHLEWNILLTFFI GFUG?Y L L Y & F F H B @

CTTTTTCATAGTARCETECAGE TG TTTCALAL CAGRA AL GTEL TARRACGE TGO TTTTTTGA TACAL TT TR TTA COGRLE TAR CAGTTAL TR TCT Thi Ch

GRARRAGTh TCA TTGEM GG TCCACAM GTTTTGTCTTTTGEACTA TTTTGCGACGARAMM AL TA TGT TALA TAL TGCCTTATTGTCAL TTATAGRATTET

K K H
Al -

CRTGTTTTCARAGR CTGTTCRCATTTTTTITTTCEML TEME TTA TR GRACH TETTA TAA TAGT TAGAGA TR M GGLGEAL GOT TACACCTE TE TR TG TAC GC

GTACAAMA MG TTTCTEGACAL GTG TAMAL AL AL GO T TA CTGAL TATCT TG TACAL TATTATEAATE TC TR T TCCGE TTCGAA TG TGGACACA TTACA TGLG
" "

CGOTTTTTA COMA TAGTAGAL TEA LG A CGLCGEL TTTTA CEGEGEEAG TTA TC TCA CTGTA GO TCT TTGGGAL TTTAGGEE TTR CTGCCCE TCARL TTC GG

GEGAR AL TGO T TR TEA TC TTACTTCT TGCGECE TRA AL TECCCE TORA TAGAG TG CU TOGHGR AL COC TTARL TOCCCAR TEL COEGEAGT TTARGEC

Fid—4

ATAAL TAMGCACA TTTCAL TTh T GEGGGTA TGTA CAML TECA TH TTA TR GEAGTCGGE TTAMMC TTTCGAM CAGCCCOTGTTEL AL TAE GLGALARGLT

TRTTTATTCGTG TRAAG TTAL TATCCCCCN TRCA TETTTA CG TATAL TR TCG TCA GCCGRA TTTGAMAGE TTEGTCGEGE, CAMCTTTR TTCTC TT TTC GA
w10 [ At | hem 4 I

H H I I » ¥ G L NFRTLMXP®Y ETIRTEEHL

TRGTTTTAL TGL GEALGRL CTh GCL TC TECCH TEAAAACE TTAMGCGGCCAM MMM ARG TR TTT TGEAL AMCA TCA TTG TTTCRA Ch TGCAR TOG Th CEGAR

ATCARAL TTACTCGTTC TTGA TCG TAGACGGTAC TTT TGCAM TTCGCCGE TTTTT TCA TARAACC TTTTG TAGTAACARL GTTGTACG TTAGEATGEC TT
E F M E Q@ E L & BE & H K TL B GOJ K EI L EW®NTITI®YETILCNIZRTE

ATTTATEGCTGTTGT TER TCAL T TA CACACGGECCGTTATTA TG TR RARGEA T TTT TR GE TERA TGET TCGGR L Th G TRALGARAGAGTTTTCGCC TTA TT

TAAKL TACGE CALCALCTAG TTAL TGTG TGC CCGECAN TAL TRACATTTTCG TARMAL TCGM CTTACCAMGC CTTATCTATT TCT TC TEA AL LG GEAN TAM
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TRACCH TOTH TEAM AN TES TEEAGCCS TCEAM CATTTA TR COGRG TH GCX TG TEGK TTAGAT TEMM TEETG, TTGG TGS SCL CAMLTTC TTGEL CALGT

ATTGGTAGY TAC TTTTA CTACC TCGGETAGC TTETA MY TH TEGC TCA TCGTACHCE TRA TC TAAGT TA COL CTAMCCACTTTGTGT TTAMGAMCCTGTTCN
L T I ¥ E MNODOGAXTIEWHL®YR®Y Xx &L DKWY I 6 E T a I L G @ ¥

GLEGTTCAMGCTTTT TEE TTGE TEM M GH M Gh Y, GAAYL CU A TTGEAACGE TTTTTAL TR GETGT TTAMM AL GC TGTEY CH TTAGCCARA LA LGE TCATCRT

CGOAMGT TCGRM MM L CEAY CEb GTTCTTOTTCTTTGT TAMCC TTGCCARA ML TTRGTCGEh CARL TTTGTTCGACA CTGTAL TCGE TTTTTTCGAG TG T
R E BEF L L a9 EEE TTI & T WY FNQQL F K Q@ & ¥ T L & E K M HH

Gh AL CAGALE TTEE TEGEAL A TEEA GTT T TG TEAGCTA TGEN GOOGTAGH GC TTGC TARL AL GATTTTTEE, GAC TTATCGTC CAMMCH TEGTG TTGY TTC

CTTTGTC TTTAM COMCG TTTACGTCAMMGE CA GTC Gh TACGTCGGECN TCTCGAMCGN TTTTTCTARMAMCCTCTGAL TAGCAGGT TTG TA CACALCTAAG
E T E I G A N & ¥ B ¥ B ¥ & X ¥ E L X K EKEI F 6 DL EBE BE K HUWY LI

TTGGE TEC GGGAM AL TEEE TCA GE TTGCCG TA CAGAL TTTA TA TGGCAGE GGAGE TAAAL AL GTALC GETAG TGA AL TCGRACK TT TEL ALK GECL Coh G

AL CCACGCCCTTTIT TACCOMGTOGAMC GECA TGTC TTALL T TACCE TCGCC TCGA TTTT TTCA TTGCCA TCACTTAGE TTGTARMC TTTTCCGTGTTCT
L 6 & G K KW G a2 L & % 0 NL ¥ 6 B G & K KUY T % % NRTFE K W QO E

GCTA GCA MM CCGTT TTTC TGEN GAAGE CAMACCAT TTGC TGN TCTTCAMCA TGE T TTAMGCGAMGCA GA TATCTTAL TTRAGTTCALCA GEGELC Th h TGALC

CGATEGTTTGEC AL AL G COTETTCGGTT TG TA AL CGL CTAGRAG TTG TA CGAANL TTOGC TTCGTCTA Th GAA TTAL TCAMGT TGTCCCCGA T TAC TG
L & NR F B G E X K P F & DL HML E E X DI L I B B T G M ND

TA TG TAG TAMCGAAACALY TEL TGAGTGAN GCCGK GEGTA CGCGTAMMGGE TCGTCCA TTG TT TA TGG TAGACATCGL CGTTCCAC GTGAC TTh Gh TCCAG

ATACATCATTEC TTTGT TTACTAC TCACTTCGGCTEGCN TEEGEL TTTCCAGEAGG TAMCAMA TA CCM TC TG TAGC GG A GG TG CAC TGAKL TC TAGE TC
¥ ¥ v T KEQ HH BE EX ERTRETGGRPLFMH®HY DI MY P RDLUDEP

AL CTAGH TGAGE TA GAGACGETCTTTT TR TATGA TA TCGK CEMTT TALML TGGEGE TTG TAGAL TCCAL TTTGCAMGAGLG TCALALLGE TGCGGA TELAA T

TTGH TOTAC TCGA TCTC TEOCK G ARM L TH TACTA Th GCTGC TAAATTTACC CTARCA TC TTAGG TTAMMCG TTC TCGCAGTTTT TCGACGCC TACTT Th
E LD EL E T FLXY DI DODILWMNSU GTI®%Y EUSBNILGEWZREWMZDLXDETI

TGAMATTA TGCT TGAMGE TR A TTGT TG TTTCAMG TCT TGEE T TGGTA CA TTA GECGT TG TGC CTGTTATTTC TGCAC TTCGTCAMAMLGOAC TTACC

ACTTTAML TACGAAC TTOGAR CTTTAMCAMCGAMLGT TCAGMALCCEGRACCATGTAL TCC GO ACACGEL CAL TR AMGAC GTGALGCA GTTTTTCG TGAK TGG
E I H L E X EI % & F KB W L & T L GG Y % P ¥ I B & L R Q KX L T
ATTCAMGC TEAA L GL TEA AL GOLTTGN TCG TALGC TCOCAGA TTTATC TEGAGL GTGAGCGCAMAG TTT TAML TALACK TACAL AL GTA TR LT TAA TC

TRAGTTCGA CTTTGC TR CTTTTCG TAMCTA GCA TTCGAGEGTC TR AL TRGAL TCGCA CTEGE GTTTCAAAATTTA TTTGTATG TTTTTCL TR TTAATTAG
I a9 » E T H K& I DR L PDLUSBEBEZRTEWRIE " L NEKWHTKGETITIN

AMCTTCTTCGCGA TCCAM T TCCACA TGCGK AN GOY TTEGEE TGGENGY GALL Ch TGC TEAAGAG TCTTTAGHGE TGTTCA TGAAMGATTTT TAM Th TTGALA CA

TTGARAGYMGCGE TH GET TAAGE TG TACGCTTTCTTAM COGACCTO TO TTTGTACGAC TTC TELGH AL T TCGACAMG TAC TTC TARAL AT TR TAL CTTGT
g L L R DPIPHMIETETLWDMLTGEUEKHDMXETEUSGBGBLEILTFMHIETITFWMNTIEA

GGEAAGTTGC TTTGORLA LA GhA AL LG LGS GOLGE TTCATACA TCGE TTRCG TCTCR TTCAGTAGC TTA TCA GTC TTAMG TEL GEL TTELA TRA TGGET TG

COTTCAMCGAML CGTTTTTCTTTITTCTTOTCG TCGAM GTA TG TAGE TAL TGCAGK GTAMG TCA TCGAA TAGTCAGAL TTCACTCC TAL CTTATTA CCAML

| b | e ¥ -

E % » L 0 K E K EE @ L HTE I T EHE % & ¥ 0 8 . H o9

ATATGEAA TTAL COMGR A TCTH TGALTTEE TTGTGATTTTA TACGLGGTGAGCGTTTTATTA TR TTTTATTGATTTTE T Chh A TAL [ GG, &G GOR LK

TATACCTTAMTTGE TOT T G TAC TTALC TAL CAC TAAML Th TGO G CAC TCGCA M A TAL TATAAL L TAAC TAA AL CATGTT TTATTGECCTTCCGTTT

—ng

bDHELTRTI®Y ELTI®®TILYMXY¥Y e ¥ L LY F I DF % @ NMNUZEELNHN

CTCGATAGCCTTCTGETTACTTTC AT TG TG TGGG TT TTGCA MM CAGCC T TTTTA T TTTAL Gl TG TTTGH GAC GGGAY GETTTCCTATTCTTACCGTT

Gh G TA TCG G Gh CCA L TR LG TAACK CA CCCAMAMCGTTTE TCGEM ALAL T TR MM TGO TTACAMMC TCTGCCC TTCCAMN GG TALGEL L TGECAL
E I » F 4 L L BE I % W % L a T & F L I L R HFETGRTFUPTIL TV

TC TGAMGGGC TG TA TTT TTACGCG TG TG TTAR TTA CTC TTTCACT TGTGh TTAM TCGC CTGTTCCGCG TTEGATTTTA TGETGT TTT TTACK AL TGTEA

AGAC TTCCCEACA TARA L TGO GCACT CACAL TTAL TEAGALAGTEARCA CTRLT TR GEGER CAL GECGIAL CTARLL TU CCL CA AL AL TGTTTACRCT
E E G L Y F ¥ & W ¥ L I T L E&EL ¥ I NRLF RYDTFMH?Y FF T N ¥

TTGGTTTCTTAM TTATGGE TATTCA TR CGTTTGOTCCACT TEAML CA TACKAC TGE TG TECAG TOGGN GEGCC TTE TG TCKL GUA TTATTAL TCA TCCATAT

MO CCARL GUA TTAL TRCCGH TRAG T TGEM AL CGH GE TEAMC TTTGTY TG TEACGACAGE TCAGE C TCGE GEAMCACAGTOTTAL TAL TTAGTAGGTA Th
I 6 F L I W& I HTFMXPLET®Y T ¥ a6 ERL®™OEETILTILTITIMHTI
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Anhang 162

T CCATGEC TAT TT A TE T TAC GGG TTTTTCAG T TOTTTTGT TTTTTCCGCTCTGTA TCTTE TTCAGTA TAL TTTA T TG AL ALGAN GAA Y TEGE GO

A TGE TACCGA TARLA T G A TECOC GEGARMAL GTCAGHGA AL CA AL ALY GGG GO CL TAGARCAL GTCA TATTALLTAMCTTTTTC TTCTTTACCCCG
T H A I L BEY G AN F BE ¥ B F ¥ F B A L Y L % @ N L L K EKIEKEKEWSG

AL GEGCT TG TARGAL T TGAMGE TTTAACARL GLTAGA TTACA TG TCCTA TGTAT TAMTTTTAR T TGGTG TA CCGC TGTTATTGE TTTCG TTAA TCTTAG

TTCGCEAACGATTO TTAMC TTC TARLTTGT TTCGE TC TAL TG TACAGEE TRCK TR AT TRALE TTRRC CACK TEEC G AL TAL CEALL GOAL T T GAA TC
K R L LRI EDLTEL DY HeE ¥ ¥ L I LI &% PLLL L B L I L

GRATCR TA TEEECT TR TA TCAMA TACG TAGA TTTTCL TTGGTACGA TACARMAGTGT TRGGTTCA TTTTTAL TGTTTGTTGCN TA CAGCGCTTACTTG Th

CTTAGTA TACCCGR M TA TRGTTTA TGEL TC TARAAL GTARCCH TGO TA TGTTTTCACAL TOCAMGTAL ML TTACA LA CAL CGTA TGTC GC GAL TGALCAT
G I I W A ¥ I K ¥ % D F HMNWW Y D TEWY L E E F L HF ¥ & ¥ B X ¥ L Y

TGCTAGK CTGCG TA GAGGTA TTCAMGEAML GGCAML TCGEGA TGTGEA M TA TTGEL TTGTTTTTAGTC TTACTTATTALTTTCTTTTTL TTTGGCAGTT Th

ACGE TCTGR CECRTOTOCR TRAGTTCC TTTCCGTTAGCGE TA CACCT TA TAR COTRA CARARA TCRGRA TELA TALT TALAGR AL AL TARACCGTCRART
4 R LR R GI QO G K & I & HWY NTIE&LF L ¥ L L I NWFFULTFUGEG E L

TOGRACTTTCAC TTTTGGGGETTCG TAL TTA GEAGEAC AL CA TECEAR AL TTA TTGTCEGE TETEGTCGA AGEAA AL TTGCGT TAACH CAL G CCALGTGE

AGCT TG AL GTGAMRAC CCCAL GO TTANTCC TCC TG TTGTACGE TTTTTAM TALCL GOC Gh GRGCAGCTTCGTT TGAAC GCAA TTGTGTCTGET TCA CC
=rr: =] bem C >

H R KEI I ¥ G ER RE K L & L T a T KN

E M FHF MW G B

GTCR TTGAA CAG TTARA AR AR CAL GETCTTCO TTT TEGAGT TTEARA T TRALGAAL TELTTACAAL AGGEEAC CAMA TTTTALL TG TAL CECTG TCCALAG

CAGTARC TTGTOAL TTTTTTTGE TTCCA GhA GEAMA AL TCAALCTTTAATTTC TTTACCAM TGTTTTCCCC TEGGTT TAAMA TTTACA TTGC GACAGGETT TC
¥ I E Q2 L K K@ 66 L P F EF ETI K EMHDY T K D aTI L N T L B K

TAGECGE TAAMGGETCTTTT TGTAL A GAAL TTEMA CAMGCCA TGT TA GA TALAGL AL TTGA TA TGGCCGT TCA TA GTA TGALL Gh TA TG CGGCTGTTTT

ATCCGCCA TTTCCA GARARACA TTTTC TTTAMCTTGT TCGGTACAMTCTA TTTCT TTAMC Th TACCGGCA LG TA TCL TAC TTTC T TA CGGEC GL CAL LA
Y 6 G K G L F Y K ETIEOMMMH LD EKEE I DHM®YT HEHWNKDHP LM ¥ L

GCCh GhY GEA TTAL CGL TTGES TGTATTCC TT TAC G GAA Gh TEL TCGTGA TGCGCTTA T TTCAM AL LA TEGE TEL GEGA T TTGAGGAGC TACCAL GLGGT

CEGTETTOC TAh TTGO TAL COTACK TAAGGAMA TGCTCTTC TAGTAGCAC Th CGC GAM TAALGTTTTTTA COACTCGC TA MM C TC O TC Gh TEG TTCGE CA
P EGL TI OGILCTIPPULUEREETDAHT ETDDMILTIGEEKEMNTGEW®RTFTETETLUPEGEG

GC TG TGL TTGGEACAAGCL GO T TGCGTOGA GEGECACAGE TTCTA TC TATGCGTTCA G TA TCGA AL TTA AL TGEA T TCGAGEALL T TCGACACACGCLC

CGRCACTARCCC TGTTCETCGA LG GO GO TCCCCG TG TCEAM GO TAGE TR CGORA GTCTA TRGCTTTAATTTACE TAMGC TCO TTTA TAGE TG TG TEC GG
»2 ¥ I 6 T B B L RRGHMXMOAQLL EHWROSEDIEI KWWY I RIGMNTIDTRER

TH G GUAL T TRL AL AL TELAGK TTACGA TGCGA TTATCTTGECAGE TEOM GEGTTATCTCGTA TGEGC TGGTCGR AL G TACGETCAC TEAGTAC C TA G

ATCTOTTTAMTTTIT TTACT TCTAM TGO TACGE TAL TA GAL COGTC G CGTCCCAM TA GAGCL TRCCCGAC CA GO TTTCTA TGECA GTGAG TCA TGGR TCT
L E K L KNETUDYOD X I I L & X W 5L BERHNEY B KD T 9% T 0¥ L E

GLCGEAA TARGCE TTCCCGCTETAGGACAMGEAGC T TTR GC Th TCGRA TGO CGh Gh bl TEACCL TR TTATTATCGC TTC TTCAL GC TCTARATCRT

CGECCTTTR TTCGOAA GGG CGh Ch TCC TGT TCCTC GAAL TCGA TAGC TTRCGGCTCTTTTAC TGE TACTTAL ThA TA GLGALGAL GTTCGAGK TTTAG Th
P EI B ¥ P X Y GO0 G A L X I ECRENMNUDAHTET LIULUGSELTIL T ALMKL NH

Gh TGAAKL CGGCTCGE TGO TG TTA Gh GC TGAMA CGCGTATTTT TR AL Gh Gh TGGALGGE GG, TGCCA LG TGO CGA TTGE GGG TTA TGGGEC GTA Th TTGER CG

CTAC TTTGE CGh GOACGACAL TCTCG CTTECGEL TR AMMA TTTTCTCTACE TTCCGCCTACGET TCACGGE TAM CEGCCCAM TACCCGCN Th TAL COTEE
oOE T & R A ¥ R M ERWY F L EKEEHWHEGGEC QY P I MGG Y & BRI LD

GCGEAAY Ch TTGAGC TAMCGTC GC TAG TCGCG TCTOC TG, TGGEAMMACGA TTTA CARMGAGCACA TTAL GLGAAML GAC CCCM TTGE Th TCGGT TCA A

CGCCTTTGTARC TCGA TTGCAGCGA TCAGE GO GE GGAC TACCETTTTGE TRARTGT TTC TCGTG TALTGCCCTT TTC TG GGE TAMCGA TAGE CRAGTCT
E 6 N I E L T & L ¥ & B P DG K TI Y KEUHTITOGETDUPTILMLTITUGEE

AGCTECTER GOGCTTALCA TOTCALGGAGE TAMGC TTTTAM T TEL CCGTG TR ALK Gh GGG GC TEGEACAAL T A TELG TCL TG GECTCCTCTTTTTTTER

TEE"‘:E‘.ET":EEE‘.;TTE"‘.E‘.ET:{EETEIISATTEIISJ.AJ.A}TAM:}EE':MI:ATTT:[CTCE:l'l:l:-iﬂ.l:ll:TETT:”.TTMI:TEAE}AETE":E’.EB&E‘.AAJ‘.AAAE}
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Anhang 163

ALALAGT TTTGE TTACAAGAGA A GCGA AGCAGGC TCL TTCA TTTGCA GOA CL GA T TA MM MG TTGGAGGECL TRCC TTTAMGE TTACCAG TCC TCACGTT

TTTTTCARARCTAL TGTTC TETTCGC TTCE TCCGh GTAMG TRALRC GTCETETCTAATTTTTOGRACC TCOGTA TGGA AL TTCEAN TEE TCAGEAG TG AL
K K ¥ L I T RE X K Q@ & HE F & & 02T K KL GG I PLSEL P YL TF

CGOMCETTC TAL CA A TEAM AN GAAGTGEM A GA TG TCC TGO TGTO GA TTGAC TGTTT TG TTGEL TTGTTTTTACAMGTCAMMACGGCATTTC TTTTTTC

GEGTGEARGR TTGTTAC TTTTTOTTCACCT T TACHGEC GY CAGC TARE TGACKALAC TAL COTARM CAMAMA TG TTCAGTTT TGCCE Th AR GAA RALAG
& R BEN N E K EUWY¥Y EDY L L E I DCCFDWTI®F T B Q@QNBEI B F F

TTTGAR TEECTARLAGE GT TARACA TCAGT TEOAG TGO TT TRAALAGA TTARAAG TEGGC TGE GE T TE G GAL AL A CECRAL AT TGE Th GRALLLCL (G

MMM TTA CCGATTTTCTCAMTT TG TAG TEMAC CTEMC GAA L TTTT TC TAM TT TTCAC CGN CECCAMCCTC TTTTTTGGCG TTT TRACGA TCTTTT TG TGE
F EW¥ L K E L NI BE W BE &»¥ L ERL K ¥ & M ¥ E K T & KEKE L L E KH

ATGTTALCG TGOAL CTTET TCCAMALGAL TACGTTGE GEA L TCAC TTCTTGR GTCGT TRARL GLAAL TETGTCACH TCACGAGCEAGTTC TCCTTGTACG

TACAL TTGCACG TTGAL CAMGG TTTTC TTA TGCAM CGCCT TR GTGAM GAL CTCAGCAMTTTTCGT TTACA CAGTG TR GTGC TC GO TCAMGAGGAN Ch TGEC
oy M ¥ o L ¥ P K E ¥ ¥ ¥ E BE L L EBE L KA NU4Y BEHHER Y L L % R

AGEL CAL TTAGE COGOTOTGTTTTAMLAGH TGGGT TAMAA G GTG TGAGE TAACGEL TTTAGTTGTA TA TCAGRCCA TTOGAL AL TCAY Gh O TC TGAMLC GC

TCOTETTAML TOGGE CGM GY CAM AL TTTTCTACCCAR TTTTCTCACAD TCOA T TGCCTAMA TCALCATATA GTC TGGTAMGE TT TAGTTC TGAGAL TTGCG
G @ L & R BE ¥ L KD GL KETCEWY T DL % % % 2 T I RMNUIDEBE E R

TTGG TTAMGCAM Ch TGTAGAAN Ch GEA L TTGEL TEGCCL TTACT TTTACAMG TTCTTCTACAGTGAGATTTTTTGTCGAGTCAGT TAALGA TATTCC GAA TT

AL CCAATTOGTTGTACA TOTTTGTCCT TRA C TACGGTAN TR AL TG TTCAL GAL GE TETCL CTC TRALL AL CAGE TCAG TEALT TTC Th TAR GGCTTAR
L * K @ H v E T &5 I DOAMXTI TF T B85 B BE T % RFF ¥ E &Y KDTIPHN

GGCTTEM GO TTA TR AL TAGAMC CAMMGTTGTT TGCA TCGGE TCCTA TTACGAG TCA Gh CAGCGAGE G A TA TGEMA TTAMGCATCTTGT TCCTAACACK Th

COGRACTOGRATATTTN TC TTGGT TTCAMCAMMCG T GCCAGEL TAL TEC TCAGTCTGTCGE TCGETTATACC TTAL TTCGTA GAACAAGGR TTGTGTAT
¥ L E LI NRTE?¥ S CI 6 PI TEB Q@ T X B EY I KEHL®Y PNTY

CACAA TARY TGETH TGL TA G TA TGTTGGT TAGTTGT TTTGAA TA M TAML GEAGEA TTTTAML CA TR ALGA T TTR CAL TTTACACGTCA TCGTEGTCTTC

GTGTTATTTACCA TACTATOTA TA CAM COL A TORL CAMAL CTTATTR TTTCC TEC TARAL TTGTRCT TTC TARA TGT TALA TG TGCAG T GO GCAGR LG

| e | tem B g

GTAL TTC TG TAMM TA TGCG TGO G TTG TAC GTGAA ACACE TTTACATCOTGA MG CTTTA TA TATCC TR TTT TTA TTGTA GAA GG TEA L CALL LA L GLAL

Ch TTARGRCA TTTA TACGEACGCGAMCA TGCACTT TG TGTAMN TG Th GG, CT TC TR &M TA TA Th GGA TA XA XA TAL CATCTTCCACTTGTTITTITICTTT
R N E ¥ NH R M LY RETHTULMH®PETDF I ¥ PIFI Y ETGETEKERHN

TECTGTARAL TORL TGECA GETGTGES TCAAL TTTCTTTAGA CTACT TR A TGN TER AL TCCALGAG TTR GTCER TT TAGERL TOAMG TCAGEC Th TGE T

ACGACATTTTAG TTACGGTCCA CACOTAGT TTAML GA AL TCTGA TEAMCTTACTACT TTA GG TTC TCAM TCA GCTAMA TCCTTAG TTCAG TCGA TACCAT
Ay ¥ K 8 H P Y DO I 6L DY L NDETI @ EL ¥ DL G I K EBE & H VY

TTTGGETG TTCCOCGE TG AL MM GA TECGGTTGEC TCACAGGCA TRCC TEL COMCGEA A TTGTCCAAMAMGGTATTCG TCA AL T TR AL GAM AL TTTTCCAG

ALACCACAL GEECEACTTTTTC ThCGECAA COGAG TG TCOGTA TEETAC TR TGO CT TR CA GETTTTTCC TAL GEAGTTTAATTTC TT TTA LA AGE TC
F & ¥ P A E KD XM ¥ 6 B O &% ¥ HDHOGTI Y @ Kt I R QI KEEHNTF P

ACTTTGTTGTTR TOGCR Gh TACR TECT TETETCRL Th TACAGA TCA TGEC CACTG TGGTE TR A TTEA LGK COGARM AL L TC TTARL CGL TOCTAGCCTTER

TGRALCAMCAN TAGCGTCTA TG TACOAMCA CAGTTATATGTC TAG TA COGGTEACAC CACATTALCTTETGCCTTTT TAGAA TTTGE TAGEL TCGGAACT
o F Y % I » DT CLOCQ@Y T DHTIGHILCGEY I ED GG K I L NDPGELD

CTTR TTAGCGCG TA CAGCEETTAG TOMMGE TH AN G CH GES GCGEY Th TTH TTGOGCC TTCAMACK TEM TEE, CGGETT TCG TEGCM GETA TTCGCCACGET

A TAL TCGCGOM TGTOGE CAL TCAGT TCEATTTCGTCOTCGOC TA TAL TAL CGE GEAMG TT TGTAC TRCCTGCCARAGEACCGTOGN TAMGE GG TEC Ch
L L xR T A& % B O & K M G X DI I ¥ P B BN HHDIG F % & & I R HEG

CTAGA CGRA G TGEM TT TGAMGA TGTGCCTGTEGA TGTCTTA TGO TGT TAR A TA TGCA TCTGEC TTTTTACGEN COL TTOCECEN TGEAGCGCA TTC TTC TC

G TCTEC TTCGKCC TAMME TTC Th CAC GG, Ch CTA ChGRA TACGY CAATT TR TRCGTAGK CGAML AN TECCTGEETAM GGG TACGTCGCGTAAGAM GAG
L bDEMXGF EDYPRPY H B ¥ & Y E Y L B L F Y 6 P FRUD LML HGE B
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Anhang 164

CTCAMTTTGGMGAC CGTAMAMCL TA TCRAL TEGERC COMGE CAM TOGE TTA GAAGCAC TTC G GAA GEGEA A TCTGA TGTC GAAL GAAGGAGCAGATTTCTT

GhGTTRALCCTC TGGEA TTTTGTA TAG TTTACCTGGEGE TCGGT TAGCEAM TCT TCG TEAMGCTCTTCGCC T TA GAC TA CAGCTTOTTCC TOGTC T AL GAL
P QO F &5 DR EKE T ¥ aHDPXX NRILEDWSMXLREWSMLZLEGEDY EETIGEGEG LW D F L

AL TTGTARAACCRGOTC T TCA TA TTTAGE T TTh TGOGE GY TEGTARAAAL TACG TTTAL TTTRCCGETA GTGGE TTA TA L TG TGAGE GG TER A TATTCL

TTAMCATTT TGG TCGAGA TAGTA TAML TCTA TALTACGOGC TACK TTTTTTA TGOAM ML TTARL TGGC CH TCL COGAL TAT TACAC TCGCCACTTA TRAGT
I ¥ K P W L EY LD I HRD Y K NTFMNTILWP®Y ¥ L ¥ NV B G E Y B

ATEL TTAML GOGGCAGE TCAMMLC GGEC TGEGTAML TGAAL AL GAGA TTGT TC TTGALALL TTALT Th GO TGAMGCG TGCAGGAGCGGEA TTTAL T TG TAL

TRCTARTTTCECCG TCEAG TTT TGCCGACCC, TTTAC TTTTTCTC TARCA RGARC TTTTTAL TTAATCETAL TTC GCACE TOC TCGCC TAAL TTRACK TT
H I K & & & @ N 5 W ¥ N E K E I ¥ L E K L I B H KRMI®G & DL I ¥

CGTATCR TG TRAL G GEAGCACECTOET T TOTGL CALGTAL T TRAGGAGEC T TR CACA TERGAL GTTA TG AL GTCAAAAGCAGCTTTT TTAGRAG

GCATAGTACGATTTCTGCG TEG TGO GK COMA TAGK CTGTTCL TTAMTTCC TCCGAM TETG TACTC TTEAL TACTTTTCAGTTTTCGTC Gh AL AL TCTTC

| b | hemL >

T ¥ H » KD X A R YW L BE D E . H R BE Y E K B K X & F L E

CGCRGIRL TTAL TECCGGE TEGAG TAAACA GTCOTGTTCG TGCA T TTARL TCAGTAGE T TGGL TCC TATTT TTA TG GAA CGM GEAMAAGGCGC TACGAT

GEGTCGTTAML TTAC GG COMCC TCATT TGTCN GEL CAMGCAC GTA AL TTTAG TCA TC TA TACCTA GGA TA MM AL TACCTTEC TEC TTT TC CGC G TEE Th
A 0 @ L WP GG Y WM E P Y R & F KB Y DHDPTI F HERTGEGALTTI

TTACGH TAT TG CEGCAACAMYL T TAT TGL CTACGE TC TTA TCA TGGEGEACCTTTAMT TCA CGGMCA T TCC AN CGL TCAMG TAG TTGAL GCAGTCAALLALL

AL TGCTA TRACTEGOCETTGTTTATA TRACTEE TECAGAA TAG TAC COCTEEA AR T TRAGTGEC TG TARGG TTEGCTAG TTCA TCALCTTCG TCAGTTTTTT
¥ 0O I DG N KXY I D ¥ ¥ L B W 6 P LI HGHGEND @Y ¥ E & ¥ K K

GTRA CGGRA TCTGE TRCAA GETTTEGTGER CORMCA T TR TTGRA AL TEL GC TTGCTARGGT TETER TTGAGCGE GT TEC TTCAL TCGALA TCGTCOG Th

CATTGCC TTAGR CCA TG TTCGA AL COMCGTEE TTG TAM TTARCTT TTACTCGAMC G TTC CAMCA CTAAC TC GCGCAMGGAMG TTAGE TT TAGCAL GECAT
* T EEBE G T EF AP T LI EMNETLDMNIEK®Y Y I ERY P BE I ETI ' R

TEGETGAG TTCAGETACGEN A GEAL CG, TG, GCGCA CTGEG TT TAGCA CGTGECTA TA COGGTCGC AL CAM AL TTT TR AAL TTTGRAGGC TGTTAC CAC GG

ACCACTOALGTCCH TG CTTEG TTGL TACTCGCGTGN CGCAMML TEGTGCA COGA TATGCC CAGCG TTGTT TTAMMAT TTTAMM CT TCC Gh CAM TGGTECE
H ¥ BB G T E ML THE X L R L XM R GY¥ T G RNEKTI L KFETU G CY HG

ACAMCGGTEECTC TCTTC TAM TTALAGE TEGGA TCAGGEGTTGCAMC GT TAGGEC CTA COMGH TA GTCCGGEL GTECC TGAMGGAA TC GO TAL ALK CLCGEL TT

TETECCA CTGAGAGALGETTAL TTTCGACC TRGTC CECRA CETTGCAL TOCEGN TEE TCTA TCAGGC COTCR CEEAL TTCCTTAGCGEE TTTTTGTEL TAR
H &6 D &6 L L I KX & 6 6 Y X T L 5L PD B PGEY P EGI W ENTI

ACAGTGOCG TACAN TER TC TAGRALGEGTA CALTE TGUTT TTAML GAA TTCGEAGA TGACAT TG CEGAG TAL TOGT TEL A CC GG TAGCR GEL AR T TEG

TGTCACGGCA TG TTACTAGA TE TTTCGEATGT TATACGAAAL TTTCT TALMGC CTC TA C TG TAACGGC CTCAT TAGCAAC T TGECCA TCGTCOTTTATACE
T * P N D L E B ¥ @ ¥ MM F K EF 6D DI & 5 % I % EP ¥ & G N H

GTGTGETACCCCCTCAGCCAGE TTTCT TACAL GEGCT TOG TGA TA TOACK TOAGU A TA TEGEC TCACTGOTCL TTTTTGH TEAL GTAL TGM CAGGG TTCCG

CACARCCR TEGEGEN GTCGE TEC A LG, TG TTCCC GAMGCAC TATAG TGTAG TCTTA TACCGAGTEE Cok GTAAMLAL CTR CTTCR TTACTGTC COALGGE
c ¥ ¥ P P QPG FL Q@ GELRDITSEE®YGEGELL I FDE®YH TG F R

CETRGEGTACAMCTETECN CAGGEL TAC TR CAM T TTACTCC TGR CT TAL CT TEC TTAGGALALG TR TC GG TGE TGGTT TAC OB GTA GG TGE TTACGGT

GCATCGCATGTTOA CACGTGTCCC TR TGATGT TA TAM TEh GEAC TGA A TTGAACGAL TCCO TTTTCAT TRGCCACCAC CALLTGGTCL TCCACGAM TGO Ch
¥ & ¥ N C A O ¥ ¥ W I T PODL TOCLGE®WY I G G L P Y G & Y G

GG TAMLGC TEGAMM T TA TGGAGE G GTTGCA COMMGCGGEC COATT TA TCAMGCAGGTACK TTATCAGGTAMTCCGOT TGE Gh TR CAGC TGEL Th CGh G

CORTTTCGACTTTAL TR COTEGCTCAM CGTGE TTC GECEGED TARA TAGT TCGTC CA TGTAL TAG TCCATTA GECGAACGCTACTGTCGR COTATGOTCT
G K » EI W ER®YY MPOBE GPI Y Q@ & e T L BE GNP L ALH T L E Y E

CETTARCGOAGE TGRCA COTCARTCOTACGA TEAG TTCATTCGTA AL GOL G TCGCT TAGAL GAA GEA TTEL TEGCK GO, GO TERAALL TA TEL TGTGCC

GCAML TTGEG TCGAC TGTGGAGT Th GG, TGE TA CTCAMGTAAGCA TTTCGTCTAGE GAM TC TTCTTCC TAMCTACCGTOGTCGRCTTTT TA TAL TA CAC GG
T L T @ L TP QB Y DETFTIREWSMNMDRTLETETGLHAMMLENEEKE®YTD?Y P

GTTTACCGTAML COGAGC TGGET TCAMTGAT TGGTT TC TTC TT TACALACGAL CAGGTAL TAML TTAC GRAACAGE G AL CA TCGAL TTTAGE TTATTTT

CRRL TEGCA TTTGGE TECK COMMG TTA C TR ACCAL AGAAGAR L TG TT TGE TTGTCCA TTR TTTAL TGCTTTG TCGC T TTTGTA GO TTAAL TC TAR TRA LR
F T % N R » 6 6 HI & FFF T NEWMOQD®?¥ I NY¥Y E T EKETEBENLTUD®YF
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GOAGCTTAC TATCG TGA AL TGGEC TAL TGUA GECGTATTTT TR CCTOC TTC TCAMLT TC GAA GGAM TGT TTT TA TCAMC TTC TCA Th CAGA TGCA GL CA T TG

COTCCRA TGA TR GEACTTTACCEE TTRCTTOC GOA TARAL L TGEL GEALGAG TTRAGCTTCC TTA CARALA TAGT TEAMGAGTA TGTC TR CGTCTGTAAC
A A ¥ ¥ R E M AL NETOGY F L PPEBE Q@ FEGHF L BE T B H T D &8 DI

A Ch TRCRL TTECK GEA GC TEARARAGCTT TT TCGAMGTTACGTEGE TRARCAGE TRALTAR G TTGRCTTT TATA TCAL GEC TTACGGL GGk TTCOG Th

TTGTA TG TTAMCGTCGTCGACT TTTTC GAAAAMGE TTCAA TGCACCTATT TG TCGATTTA TTCTAMC TEAALATE TH GTTCCGAL TGO CTOC TAL GGCAT

_ijrm EE—

E H T I & & & E K & F BE KL R G

AGCTTTTTTAGT TTTAARGACA TR TTTTAL TTTATTTGTTCN TRCATCTT TAR TGACCGE GE TR TTA COTEGCGEGTGTT GEL A G GGG GL GAL CALTT TG

TOGARARLLY TR LA L TTTC TGTA TAAAL A TTARL TALL CAL GTATG TA GLA LT TAC TEGCGCGM TA M TGE, CCGCC CACARCCTTCCCECTOTTST TAA AL
1 Torm irater | spoVID e
H T & L L P G G C YW K GG E N N L

TCGCAGEA TALTTTATCATGTC TGCGT TTT TCCGTAGAMGAML TCAGTATGGT TTOAA AL GEACA GEALG TC TCA CAMCTTTTGTCTE TC TCC TTAGH GC

AGCGTCC TR TTRAL TRG TA CAGRC GCARMALGGECR TOTTC TTAGTCR TRCCARMG TTTTTCC TEGTEC TTCAGAGTGT TEh Ak Ch Gh TAGAGGAL TCTCG
E 9 bDNLOE L RFEBE Y EEGEBE Y W F Q@ K& a E Y B 0L L I B L E

CTCAMGTATOTE TTCAM GAA Th TGACCAL TACGTG TC TAT TCGAGGA GCL TTACAMT TAA CAGGTGL M TA CGAML CG TAD G GGEA G GCACTCG TTACG

GAGTTCL TAGKTALGTTCTTA TAC TGGE TTA TGCACAGA TRAGCTCCTCGTAM TGT TAMTTGTCCACT TATGE TTTGCA TGC TCCC TC TOG TEA GO AN TGE
PO ¥ B I @ E¥ D Q¥ ¥ 681 R GGAX L QL TGEE®YET®YETGEHGETLR

CEAA THTHRCARY TEAGA L TCAL GTECAMTO TA TOTCTGTOCE TEM AGACGEA M CGGE TR AT TR TCEL CATCAM TTTCCTG TTGA TA TTACCH TTCCTAAN

GOTTATA TGTTTAC TCTTAGTTCACGT TAGA TAGK GA CAGGCACT TC TGCCT TGL COMCTTAMTAGTGTA GT TAR AGGARC MM Th TAM TGGTAAGGL TTT
E ¥ T W E N QO ¥ a0 6 I 6 ¥ R E DG T AMAXMEULEBEHQF P ¥ DI T I P K

AL TOGTE TTCAMAG TA TTGAMGACGTA TR TGTATC TA TTGATTTA TTTEA TTA TGAL TTGCCAGECH CAL L TCAGE TGEK GO TAL TGGEC TGLE
+ + + + + + + + + + + + + + + + + t—= T |23
TTAGCA TAMGTTTCH TAAC TTC TGCA TH TA Ch TAGA TARC TARA TARRCTAL TR TTAAC GG TCOGTGTT TA GTC G CGTCGH TTACCELCTE

N R I 9 611 EDH¥YX¥ ¥ 58 I DLFDY¥YELPIGTHNIQQLIL HMXD
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5.2

Vergleich der vom hemA-Gen aus Bacillus megaterium abgeleiteten
Aminosiuresequenz mit Aminosiuresequenzen von GluTRs (HemA) aus
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und

Methanococcus janaschii

1 Hem B megaterim PRO
1 Hemws, B, subtilis PRO
1 Hem A E.coliPRO
1 Hews, P wmiginosa PRO
1 Hem &, M. jarschii PRO
T T
E 40
a1 L HEgEPN- = METIN: ¢ 0 E 5§ HniEmemtrimPRO
21 DBl E N M v QfME E E E § HemiE abtilis PED
a1 s Pl s o L DS PML & 0P M HoiEwliPRO
21 LT EME o M ov L g ogf¥lc B L T T HwoAPwmgnoaPRO
" LEMDETETETF VYENT F T - - - - - - - HoAMjweschiPRO
T T
50 0
21 1 L PRn T C N E Hem 4 B megaterim PRO
41 1 L Elw ill: T C HE Hems, B, subtilis PRO
41 T oQonoon 5 T - HE Hem A E.coliPRO
41 5 rEls 5 TCHE Hems, P wmiginosa PRO
3@ - - H o4 T C N E Hem &, M. jrvschii PRO
T T
70 20
61 TEHT- G R Y Y ¥WELFL & E WF 0 HndEmeeteimDRO
61 oMu T - G R Y YI KEEKEFLAD WEF 0 HotEabtilsPRD
61 E QD HL QE4L - - - - - - - - - - - L HoiAEwiPRO
61 HPF T & - oD -+« « « « « « . ¥ HmAP wmgmoaPRO
@ s e E - I B R - - B HemAM jmaschiiPRO
T T
20 100
1
7w - I E 5 P vIWT HoiPmesterimPRO
™oL - - - - - sz 8t K 5 P F T HemiE abtilic PEO
7 [fr WL cDYHNL HNE E K & Y HemAEcoliPRO
% L & WL 4D YHETLTL E &4 C & ¥ HemAP wmgnosaPRO
s B - - - SRR EEF DI HoiMijmeshiPRo
T T
110 120
s I VE H 7oA O Hem 4, B megternm PRO
s F YV E 5K VoA C 0 Hem4, B, subtilis PRO
M WHOQDH v ‘-'a. Hemd, E.coliPRO
% VHOQDE -+ Hl Hemd, P wsmuginosa PRO
68 L F - iR A0 0 Hemt, M. jaraschii PRO
T T
140
110 5 = L L Hem 4, B megternm PRO
110 o5 E T Hem4, B, subtilis PRO
110 E L D8 Hemd, E.coliPRO
10% 5 ¥ 4 VIPNE HemiP wmgnoaPRO
a7 MY L 2 e Mot Mjmasdhii PRO
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160

150

Hemd, P asmazinosa PRO

Hemd E. coli PRO

r  Hemd B ;ubtilic PRO

G Hemd M. jwaschii FEO

ﬂ Hemd B megaterim FRO

L
it
W
T
T

T
T
s
b
H

o - N S

5
T
[ |

[= = R
F g |

PSS
ERNE) =

=B W]

1TEmEREDHE

- . R

BB ot B i

130
130
130
122
107

Hemd, P asmazinosa PRO

Hemd, I, jariaschii PREO

Hemd, P asmazinosa PRO

Hemd, I, jariaschii PREO

Hemd, P asmazinosa PRO

Hemd, I, jariaschii PREO

= =
e e
oy oy
o o
B B

:
;
!
i
=

¥V Hemad B.obtilic PRO

M HmaAE coliPRO

120

230

Hemd B meguterim PRO
Hemd B sbtilic PRO
Hem s E.coliPRO

Hem & Pasmizivosa PRO

Hemod, I jaraschii PRO

T
280

300

M Hemd M. jmaschii PRO

260

L H  Hemd Pasmizinoca PRO

£

Hem A B meguternm PRO
Hemd B cabtilic RO

Hemd, B coli PRO
Hem & Pasmizivosa PRO

Hemod, I jaraschii PRO

B W
FrEAaAA
= |- [
I+ o ==Y
G m

Dowm O oy

A F T

[T
= =
[ e e L
R E R ]
Lo B B B B |

200

W D
oD

270
T
270
268
245

L s

E I K I

F

[
=

jul F I

T T DUDI

v oD

Hemod, I jaraschii PRO

Hem A B meguternm PRO
Hemd B cabtilic RO

Hemd, B coli PRO

Hem & Pasmizivosa PRO
Hemd M. janaschii PRO

T
320

T
310

290
290
290
e
a0
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Hem A B meguternm PRO
Hem A B aahtilic PRO

Hem & E.coliPRO
Hem b, P asmizinosa PRO

Hemt, T janaschii PRO

310
310
310
ing
230

Hem A B meguternm PRO
Hem A B aahtilic PRO

Hem & E.coliPRO
Hem b, P asmizinosa PRO

Hemt, T janaschii PRO

T
60

T
350

Hem b, P asmizinosa PRO
Hem A M. janaschii PRO

Hem A B meguternm PRO
Hem A B aahtilic PRO

Hem & E.coliPRO
Hem b, P asmizinosa PRO

Hemt, T janaschii PRO

Hem & E.coliPRO

380

350
350
350
ide
320
370

420

410

Hem b, P asmizinosa PRO

Hemt, T janaschii PRO

Hem & E.coliPRO

409

Hem b B.mezuternm PRO
M  Hemd E.oubtilic PRO
Hemd P asmizivosa PRO

Hemod, T janaschii PRO

Hem i, E. coliPRO

T
460

A

Hem b B.mezuternm PRO
Hem B ahtilic PRO

Hem b E. coli PRO
Hemb Pasmizivosa PRO

Hem A M. jaraschii PRO

el B
[ |5
o L
o T
U R
mEoAdl
o a E R
el
HE
== I
[T =
B e,
owm
[C I

K

428
429
412
410
3l

Hem B me gaternmm PE.O
Hem 4 E . aabtilic PRO

Hem b E. coli PRO

oy [

=F

F 3P

444
449

412
420
30l

Hemb Pasmizivosa PRO
Hem A M. juaschii PRO

jiegs
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5.3

Vergleich der vom hemL-Gen aus Bacillus megaterium abgeleiteten

Aminosiuresequenz Glutamat-I-

Semialdehyd-2,1-Aminomutasen (HemlL) aus Bacillus subtilis, Escherichia

Aminosiuresequenzen

von

coli, Pseudomonas aeruginosa und Methanococcus janaschii

—_

B2 ln ln In L

g1
2l
TE
T
g

101
101
g
o3
11a

e
R

:g. [ r IS R s R v ]

HemL B megaterim PRO
HemL E. aabtilic PRO
Heml E.coliPEO

HemL P.asmaginosa PRO
HemT M. jataschii PRO

HemL B megaterim PRO
HemL E. aabtilic PRO
Heml E.coliPEO

HemL P.asmaginosa PRO
HemT M. jataschii PRO

HemL B megaterim PRO
Hem E. aabtilic PRO
HemL E.coliPEO

HemI P.aemaginosa PRO
Hem T M. jaraschii PEO

HemL B meguterim PRO
Hem E. aabtilic PRO
HemL E.coliPEO

HemI P.aemaginosa PRO
Hem T M. jaraschii PEO

HemL B meguterim PRO
Hem E. aabtilic PRO
HemL E.coliPEO

HemI P.aemaginosa PRO
Hem T M. jaraschii PEO

HemL B megateriom PEO
Heml E. subtilic PEO
HemlL E.coliPROD

HemL P.asmaginosa PRO
HemL M. janaschii PRO

HemL B megateriom PEO
Heml E. subtilic PEO
HemlL E.coliPROD

HemL P.asmaginosa PRO
HemL M. janaschii PRO
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150 160

121 HemL B megaterim PRO
121 HemL E. aabtilic PEO
112 HemL E.coliPRO

112 HemL P aemaginosa PEO
132 HemT M. jaraschii PEO
141 HemL B megaterim PRO
141 HemL E. aabtilic PEO
132 HemL E.coliPRO

132 HemL P aemaginosa PEO
158 HemT M. jaraschii PEO
161 i rP HemL B megaterim PRO
161 IrP HemL E. aabtilic PEO
158 H: P HemL E.coliPRO

158 H P HemL P aemaginosa PEO
172 H P HemT M. jaraschii PEO
121 HemL B megaterim PRO
181 HemL E. aabtilic PEO
172 HemL E.coliPRO

1T HemL P aemaginosa PEO
192 HemT M. jaraschii PEO
01 HemL B megaterim PRO
1 HemL E. aabtilic PEO
192 HemL E.coliPRO

192 HemL P aemaginosa PEO
212 HemT M. jaraschii PEO
21 HemL B megaterim PRO
a2l HemL E. aabtilic PRO
112 HemI E.coliPEO
als HemL P.asmaginosa PRO
PEL Hem T M. jataschii PRO
241 HemL B meguterim PRO
241 Hem E. aobtilic PRO
138 HemL E.coliPEO
238 HemL. P.aemaginosa PRO
158 Hem T M. jaraschii PRO
241 HemT B megaterim PRO
261 HemT E. aabtilic PEO
258 Heml E.coliPRO
58 HemL P aemaginosa PEO
a7e Hem T M. jaraschii PRO
281 HemL B megaterim PRO
281 Hem E. aabtilic PEO
a7e HemL E.coliPRO
e HemL P aemaginosa PEO
208 HemT M. jaraschii PEO
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Hem[, P asmazimosa PRO
HemT, M. janaschii PRO

Heml, E.coliPRO

1
340

1
330

360

Hem[, P asmazimosa PRO
HemT, M. janaschii PRO

Heml, E.coliPRO

HemL B megaterim PEO
Heml B subtilis PRO

Heml E.coliPRO
Hem[, P asmizimosa PRO
HemT ML janaschii PRO

i ¥ T

T
400

N L I HenlE megaterpmPERO

T
390

L E HamlL B oibtilic PREO

Hem[, P asmizimosa PRO
HemT ML janaschii PRO

Heml E.coliPRO

T
420

Hem[, P asmizimosa PRO
HemT ML janaschii PRO

Heml E.coliPRO

440

HemL P asmizivosa PRO
HemL M. janaschii PRO
Heml B meguterim PRO

Heml B . cubtilic PRO

HemL E.coliPRO
HemL E.coliPRO

309
E4
308
398
419
419
412
413
436

HemL P asmizivosa PRO
HemL M. janaschii PRO

b T e T T
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5.4

Vergleich der vom hemE-Genfragment aus Bacillus megaterium
abgeleiteten Aminosiuresequenz mit Aminosiduresequenzen von Uro gen-
Decarboxylasen (HemE) aus Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas

aeruginosa und Homo sapiens

1:] 2:2!
1 - - SiESEMed e R ie HemE B meguternm PRO
1 i E - E ETF E T HemEE. mbtilis PRO
1 T E - L E EEe E HemEE cliPRO
1 T & - - - - - - - - - - NN - E  HmEP. wmgnosa PRO
1 EANGL P QGF P EBNY- T HemEH. sapiens PRO
T T
3
T e R R B T HemE B meguternm PRO
11 B A B G E E A H HemE B . subitilis PRO
9 W LLEQPW W HemEE. cali PRO
o L L EQFPTW w HemE P aemizimosa PRO
19 LA WEFEEET v HemE H. sapiens PRO
T
3
b K K3 HemE B meguternm PRO
3l K W HemE B . subitilic PEO
pri] A G HemEE. cali PRO
29 o E3 HemE P avmizimosa PRO
] E u] HemE H. sapiens PRO
T T
‘.'-‘:ZI a0
a7 & v E Q & HenEE megaternm PRO
50 [ ¥4 E HemEE. qibtilic PRO
42 A E E HemEE. cali PRO
49 A E I HemE P asmazivosa PRO
ia [ E E F HemE H. sapiens PRO
T T
100
47 P L P SI ¥V  HemEE megaternm PRO
T P L P SI ¥  HemEE. mubtilic PRO
i3] W I M L HemEE. cliPRO
i) I I M 0  HmEP. wmzmosaPRO
] W u] L M HemEH. sapiens PRO
T T
120
ili] I Hpm! 0 5 HemE B meguterim PEO
29 I DgpmI E HemE B . aubtilic PRO
aa T SpE@Ev T C K HemEE.coliPEO
a9 EE WV W 8 HemE P aemyziosa PRO
o7 P EEML E E E [ HnEH sapiasPROD
T T
110
a6 RN L. [ HemEE meguternm PRO
109 PR . E HemEE. aihtilic PEO
108 PRl i M HemEE coliPRO
109 PR I{ ' HemE P asmzimesa PRO
117 YRR F [ HemEH sapiens PEO
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160
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T T

330 340
244 HemE B mezuternm PRO
ma v E QK EE D oo M 8 D F HmEE.aihtilic FRO
0E R EEE a T A - B F H&E H HmEE wliPR0
g A E & E LR Ao AT E 3T H HmEP wmgmosaPREO
il E 3 0 L E QM o - I F - P HERE ¥ HnEH:spimsIRO

T T

360

44 HenE B megaterim PRO
T I F g L E E L HnEE abtilicPRO
£ T H P i i HmEE.coliPRO
E¥ ER T T D 4L HmEP. wmghosa PEO
= B | ¥ I W HemE H. sapisns PRO

T

370
144 HemE E . megaterium PEO
337 H ¥ 8 0N K K M & T g HenE E. subtilic PRO
33 E E L EQY¥Y- HE HemEE. cali PRO
340 E EAAL L QY - H o HmE D wemginosa PRO
351 I E H ELL Qo HemE H. sapisns PRO
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5.5  Karte und DNA-Sequenz des Expressionsplasmids pWH1520

Dargestellt in blau sind essentielle Gene fiir die Kontrolle des xylA-Promotors, in rot
Antibiotikaresistenzgene und in griin Loci verantwortlich fiir die Replikation von pWH1520. Die
genetischen Elemente sind im Folgenden aufgelistet (k : kodierende Sequenz auf dem komplementéren
Strang):

Name Position (bp) Funktion

xylA' 9.. 200 Fragment des Gens fiir die Xyloseisomerase (ORF bis
326) aus B. megaterium

"tc 298.. 595 Fragment eines Tetracyclinresistenzgens aus E. coli

ori 705..1368 Replikationsursprung fiir E. coli

amp k 1531..2391 Ampicillinresistenzgen von E. coli

tet k 2657..4033 Tetracyclinresistenzgen aus B. cereus

repU k 4233..5216 Fiir Replikation des Plasmids notwendiges Gen aus
B. cereus

copT 5133..5314 Locus verantwortlich fiir Inkompatibilitidt 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 fiir den Xylose-Repressor aus B. megaterium
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61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

AATGACAAAT
TTTTATACGA
AAGTAGTAGG
AGTTTACAGC
ACCTGCAGGC
GCGAGGCTGG
CGCGTTGCAG
ATCGCTCGCG
TTATGCCGCC
CCTTGTCTGC
GGAAGCCGGC
TTGCGGAGAA
ATCTCCAGCA
ccaeeceeecT
AGGACTATAA
GACCCTGCCG
TCATAGCTCA
TGTGCACGAA
GTCCAACCCG
CAGAGCGAGG
CACTAGAAGG
AGTTGGTAGC
CAAGCAGCAG
GGGGTCTGAC
AAAAAGGATC
TATATATGAG
AGCGATCTGT
GATACGGGAG
ACCGGCTCCA
TCCTGCAACT
TAGTTCGCCA
ACGCTCGTCG
ATGATCCCCC
AAGTAAGTTG
TGTCATGCCA
AGAATAGTGT
GCCACATAGC
CTCAAGGATC
ATCTTCAGCA
TGCCGCAAAA
TCAATATTAT
TATTTAGAAA
CGTCTAAGAA
CTTTCGTCTT
TTGATCCCTT
GCCAACTAAT
ACTGATCAAC
CTACAATTGC
CAGCACCAGC
TGAACGAAAG
CTAAAAGAAA
CGTATAAAGG
TCATTGTTCC
CTTTCATCAT
CACAAAGAAC
CTGTTACTTT
AAGAAATGCT
TAATTCCTTT
GAAACGGAAC
AATGGGCTAT
CAATAAGACC

GGTCCAAACT
AGGTAAAGAT
CGGTAAAACG
AGATGGTACG
ATGCAAGCTT
ATGGCCTTCC
GCCATGCTGT
GCTCTTACCA
TCGGCGAGCA
CTCCCCGCGT
GGCACCTCGC
CTGTGAATGC
GCCGCACGCG
GACGAGCATC
AGATACCAGG
CTTACCGGAT
CGCTGTAGGT
CCCCCCGTTC
GTAAGACACG
TATGTAGGCG
ACAGTATTTG
TCTTGATCCG
ATTACGCGCA
GCTCAGTGGA
TTCACCTAGA
TAAACTTGGT
CTATTTCGTT
GGCTTACCAT
GATTTATCAG
TTATCCGCCT
GTTAATAGTT
TTTGGTATGG
ATGTTGTGCA
GCCGCAGTGT
TCCGTAAGAT
ATGCGGCGAC
AGAACTTTAA
TTACCGCTGT
TCTTTTACTT
AAGGGAATAA
TGAAGCATTT
AATAAACAAA
ACCATTATTA
CAAGAATTCC
AACGATTTAG
GACAATGATT
TTCCATAGGT
AATACCTGTT
TTCCTGCTGT
CCCACCTAAA
GGAAGCAGTT
ACCTCTTCTA
AGGGAAAATA
ATAAGGAACC
TCCAATCATA
CCTGATATGT
ATATGATGTT
GATATCAAAA
AGTGATAATT
CATTCCACCA
AAATGCTTTA

AGTACTAATA
TCTAAAAATC
ATGAAAGATC
GATCAATTCG
TCGCGAGCTC
CCATTATGAT
CCAGGCAGGT
GCCTAACTTC
CATGGAACGG
TGCGTCGCGG
TAACGGATTC
GCAAACCAAC
GCGCATCTCG
ACAAAAATCG
CGTTTCCCCC
ACCTGTCCGC
ATCTCAGTTC
AGCCCGACCG
ACTTATCGCC
GTGCTACAGA
GTATCTGCGC
GCAAACAAAC
GAAAAAAAGG
ACGAAAACTC
TCCTTTTAAA
CTGACAGTTA
CATCCATAGT
CTGGCCCCAG
CAATAAACCA
CCATCCAGTC
TGCGCAACGT
CTTCATTCAG
AAAAAGCGGT
TATCACTCAT
GCTTTTCTGT
CGAGTTGCTC
AAGTGCTCAT
TGAGATCCAG
TCACCAGCGT
GGGCGACACG
ATCAGGGTTA
TAGGGGTTCC
TCATGACATT
TGTTATAAAA
AAATCCCTTT
CCTGAAAAAA
AACAACCTTT
CCCTCTGATA
TTCAAGCTAC
ACAAATACGA
AAAAAGCTAA
TCAACAAGTA
ATTACACTTC
ATAGAGACAA
AAAGGTATAT
TTTACAAATA
GTAAACAACA
TGACCTTTTA
GTTATCATAG
ATCGCTGGAC
CCCCTATTTT

AAATTAATCA
CTTTAGCTTT
AGCTGCGTTT
AGCTCGGTAC
GAGATCTAGA
TCTTCTCGCT
AGATGACGAC
GATCACTGGA
GTTGGCATGG
TGCATGGAGC
ACCACTCCAA
CCTTGGCAGA
GGCCGCGTTG
ACGCTCAAGT
TGGAAGCTCC
CTTTCTCCCT
GGTGTAGGTC
CTGCGCCTTA
ACTGGCAGCA
GTTCTTGAAG
TCTGCTGAAG
CACCGCTGGT
ATCTCAAGAA
ACGTTAAGGG
TTAAAAATGA
CCAATGCTTA
TGCCTGACTC
TGCTGCAATG
GCCAGCCGGA
TATTAATTGT
TGTTGCCATT
CTCCGGTTCC
TAGCTCCTTC
GGTTATGGCA
GACTGGTGAG
TTGCCCGGCG
CATTGGAAAA
TTCGATGTAA
TTCTGGGTGA
GAAATGTTGA
TTGTCTCATG
GCGCACATTT
AACCTATAAA
AAAGGATCAA
GAGAATGTTT
GTAATAACAA
GATCAAGTAA
AAAAGCTGGT
TTGAAACAAT
TTATAATTGT
CAGAAAGAAA
TCCCACCAAT
CGATTTCGGC
ACCCTGCTAC
TTTTCCCTAA
TCAGGAATGA
TAAAAAATAC
TCCTTACTTC
GAATGAGTAG
CGACTCCTTC
CCTTTGGAAT

TTTTGAAAGC
TAAATACTAT
TTCTGTTGCT
CCGGGGATCC
TATCGATGAA
TCCGGCGGCA
CATCAGGGAC
CCGCTGATCG
ATTGTAGGCG
CGGGCCACCT
GAATTGGAGC
ACATATCCAT
CTGGCGTTTT
CAGAGGTGGC
CTCGTGCGCT
TCGGGAAGCG
GTTCGCTCCA
TCCGGTAACT
GCCACTGGTA
TGGTGGCCTA
CCAGTTACCT
AGCGGTGGTT
GATCCTTTGA
ATTTTGGTCA
AGTTTTAAAT
ATCAGTGAGG
CCCGTCGTGT
ATACCGCGAG
AGGGCCGAGC
TGCCGGGAAG
GCTGCAGGCA
CAACGATCAA
GGTCCTCCGA
GCACTGCATA
TACTCAACCA
TCAACACGGG
CGTTCTTCGG
CCCACTCGTG
GCAAAAACAG
ATACTCATAC
AGCGGATACA
CCCCGAAAAG
AATAGGCGTA
TTTTGAACTC
ATATACATTC
ATTACTATAC
GGGTATGGAT
AAAGTTAAGC
TGTTGATATA
CATGAACCAT
TGTAACTCCG
GTAGCCGAAA
AGTACTTAGC
TGTTCCAAAT
TCCGGGATCA
CAGCACGCTA
AATGCCTACA
TTTCTTTAAT
AAGATAGGAC
TCCCATGGCT
ATAGCGCGCA

GCAAACAAAG
AACCCTGAAG
TACTGGCACC
TCTAGAGTCG
TTGATCCGAC
TCGGGATGCC
AGCTTCAAGG
TCACGGCGAT
CCGCCCTATA
CGACCTGAAT
CAATCAATTC
CGCGTCCGCC
TCCATAGGCT
GAAACCCGAC
CTCCTGTTCC
TGGCGCTTTC
AGCTGGGCTG
ATCGTCTTGA
ACAGGATTAG
ACTACGGCTA
TCGGAAAAAG
TTTTTGTTTG
TCTTTTCTAC
TGAGATTATC
CAATCTAAAG
CACCTATCTC
AGATAACTAC
ACCCACGCTC
GCAGAAGTGG
CTAGAGTAAG
TCGTGGTGTC
GGCGAGTTAC
TCGTTGTCAG
ATTCTCTTAC
AGTCATTCTG
ATAATACCGC
GGCGAAAACT
CACCCAACTG
GAAGGCAAAA
TCTTCCTTTT
TATTTGAATG
TGCCACCTGA
TCACGAGGCC
TCTCCCAAAG
AAGGTAACCA
AGATAAGTTG
AATAAACCAC
AAACTCATTC
ACTGTTTTGG
GATGTTGTTT
ATGTTTAACA
ATAATGACAC
TGGTGAACAT
ATAATTCCCC
ACAAAAGGAT
ACGATAAGAA
GACATTAGTA
AATTTCATAA
CAATGAATAT
ACTATCGATC
ACTACAACCA



Anhang

177

3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261

TTACGAGTGC
AGGAAAAGAA
CAAATAGGAG
CAATGGAAAA
TAAAATCATT
AAAAAGATAA
AGGATGTATT
ATACGCTTCC
CCTAAACTTG
CACTTATACA
TCCCAATTCC
GTATGAATCA
AACAAACCAC
CGTTTCAAAT
GCAGTTTCGT
TGAACTTTTA
TGTTTTTGAT
ACATGCATGT
ATAAAACCAA
GCCATATCTG
GTGAGAAACA
GACTGAATGC
CAAAACCACA
ATTTCAGCAC
AAGTAATCAA
TTGTCCACTA
TTAAAAGAAA
GGTTTTTCTG
ACTTCAACGC
TAAGAAAGAA
TTATAAACTC
TTCAAATTCG
CTTTACCTTG
TTCCTTAAGG
ATCACAGTTA
CGTCATCCTC
GCCGGGCCTC
GCTAGCGCTA
CCGCTTTGGC
GATCATGGCG
GTGATTGAAA
TTTATATCGG
TCTCTTTTAT
AAAGAAGTCA
CCCAAAAGGC
GCCAGTTGCC
GACATAACAC
GAAAGTAGCT
CTTAACTAAC
AAAGCAGGTG
GAATGGACTC
ATTATATGAT
CCAATTCCGA
TTTGCGCGTT
AGTAACGCTT
GGTCCATTAA
TACAATTCGT
ATGTTTTCAT
TCATTTTCAA
ATATTCCAAT
ACACAAATTC

TGGAAATGCA
AGAATGGCCA
TAACCTTTTG
GGTTAACATA
TGCAATATCA
AATGCAAAGC
CACATTTCAC
CTCTTTTAAT
ATTAAAACAT
ACAATATGGC
ACATTGCAAT
AATCGCCTTC
CATAGGAGAT
TCTTTTCTTC
CAATTGCCGA
CATTTGGATC
TCACGTAGTT
GCTGATTATA
CAAGATTTTT
ACAAACTCTT
ACCAACGAAC
CATGTTTCAT
CTCGATACAA
AATCTTTTAC
CATTAGCGAT
AAACCCTTGA
CCCCCATCTA
TGCAACCAAT
ACCTTTCAGC
CAAGTTCAAA
ATTCCCTGAT
TTCTTTTTAG
TCTACAAACC
AATTCTCATG
AATTGCTAAC
GGCACCGTCA
TTGCGGGATA
TATGCGTTGA
CGCCGCCCAG
ACCACACCCG
ATAAACTAAC
ATGAATTACT
CGCTAGAGAA
TAACTACTCT
AAGACTCTCC
GTTATGATAG
TCTTAATAGA
CCTTCATTCT
TTATAGGGGT
CATTTTTTCC
TAGAAGAAAC
TTCTCAAGAT
TATAAAAGCC
CCACAATCTC
TTTCAGAAGC
AATCTATCGT
TGTTAATAAC
AGTTTTTTGT
CAAAAACCGG
TTAAGTTAGG
CTATTCCGAC

GCTGCACCAG
ACAAACCCAA
ATGCCTAATT
AAGGCTGTGT
GGTAATGAGA
CAAATTAAAA
CCTCCAATAA
TGAACCCTGT
TTTACCACAT
CCGTTTGTTG
AATAGAAAAT
TTCTGTGTCA
TAACCTTTTA
ATCATCGGTC
TTGTATATCC
ATAGTCTAAT
TTCTGTATTC
AGAATTATCT
ATTAATTTTT
ATTTAATTCT
TGTTGGCTTT
TGCTCTCCTC
CTTTCTTTCG
TCTTTCAGCC
TTTCTTTTCT
TTTTTCATCT
TTTAGTTATT
TTTAAGGGTT
AACTAAAATA
ACCATCAAAA
CTCGACTTCG
GTTCTAAATC
CCTTAAAAAC
TTTGACAGCT
GCAGTCAGGC
CCCTGGATGC
TCGTCCATTC
TGCAATTTCT
TCCTGCTCGC
TCCTGTGGAT
AAATGAAGAG
GCAAAATGAT
AATCCATACT
GACAAGACAT
GTAGTTTAGA
GTGACTGGCT
AGAGGGTAAT
TAAGATCAAC
AACACTTAAA
TAACGAAGAA
TTCGTTTTTA
AACAGCTTCT
AAAGTTTTGA
TTTTCGAGAA
ATATAATTCC
CATATGACCC
AAGTCCAGTT
CATACCAAAT
AACATTAAAC
CATGAAAATA
TAGACCATAA

CCCCTTGAAT
TTACCGACCC
GATCAGATAG
TCACCCAGTT
CGTTCAAAAC
TTTGGTTGTG
TGAGGGCAGA
TACATTCATT
ATAAACTAAG
AACTACTCTT
CCATCTTCAT
TCAAGGTTTA
CGGTGTAAAC
ATAAAATCCG
GATTTATATT
TTCATTGCCT
TTAAAATAAG
TTATTATTTA
TTATATTGCA
TCGCCATCAT
TGTTTAATAA
CAGTTGCACA
CCTGTTTCAC
TTTTTAAATT
CTCCATGGTC
GAATAAATGC
TGTTTGGTCA
TTCAATACTT
AAAATGACGT
AAAGACACCT
TTCTTTTTTT
GTGTTTTTCT
GTTTTTAAAG
TATCATCGAT
ACCGTGTATG
TGTAGGCATA
CGACAGCATC
ATGCGCACCC
TTCGCTACTT
CTGACGCGTG
GAACGAAAGA
ACGGAGCCTC
CTCGCACAGA
GATTCATAAT
AAAGAGCAGG
GCATGGGATG
TCTTTCTCTT
GTGATATAGG
AAAGAATCAA
GGCAATAGTT
ATCGTATTTA
ATATCAAATG
AGTGCATTTA
ATATTCTTTT
CAACAGCCTC
ATTTCCCCAG
CCAATTCCGA
ACTTTTTCAC
TCACTCTCAA
ATTTGCTGAT
GGGGACTCAG

AAAACGAGCC
GAAACAATTT
CTTTCCATAT
TGTACTCGCA
CATTTCATTT
TCGTAAATTC
CGTAGTTTAT
ACACTTCATA
TTTTAAATTC
TAATAAAATA
CGGCTTTTTC
ATTTTTTATG
CTTCCTCCAA
TATCCTTTAC
TATTTTTCGG
TTTTCCAAAA
TTGGTTCCAC
TTGTCACTTC
TCATTCGGCG
AAACATTTTT
CTTCAGCAAC
TTGGACAAAG
GATTTTGTTT
CAAGAATATG
TCACTTTTCC
TACTATTAGG
CTTATAACTT
TAAAACACAT
TATTTCTATA
TTTCAGGTGC
ACCTCTCGGT
TGGAATTGTG
GCTTTTAAGC
AAGCTTTAAT
AAATCTAACA
GGCTTGGTTA
GCCAGTCACT
GTTCTCGGAG
GGAGCCACTA
TAACTGCGAA
GAAGTCTAGA
GCACATTTAT
CCAAAGAGGT
TTGAAAAGCA
TTGCTAATAA
AAAAGGTGAG
TTATAGAAAA
TTTGCTAACC
TAACGATAGA
CACATTTATT
AAACAATGGG
TATTAAGGAT
ACATTTCTAC
CTTCTTTAGA
GATTTCCACA
AAAAACCCTG
TATTAATACT
CGTATGCTCC
TTAAAAACTG
GACGATCTAC
GCATATGGGT

ATAATAAGTA
ATTATAATTC
ACAGCTGTTC
GGTGGTTTAT
AATACGCTAA
GATTGTGAAT
AGGGTTAATG
ATTAATTCCT
AGTATTTCAT
ATTTTTCCGT
GTCATCATCT
TATTTCTTTT
ATCAGACAAA
AGGATATTTT
TCGAATCATT
TTGAATCCAT
ACATACCAAT
CGTTGCACGC
AAATCCTTGA
AACTGTTAAT
AACCTTTTGT
CCTGGATTTA
ATACTCTAAT
CAGAAGTTCA
ACTTTTTGTC
ACACATAATA
TAACAGATGG
ACATACCAAC
TGTATCAAGA
TTTTTTTATT
TATGAGTTAG
CTGTTTTATC
CGTCTGTACG
GCGGTAGTTT
ATGCGCTCAT
TGCCGGTACT
ATGGCGTGCT
CACTGTCCGA
TCGACTACGC
GGTAAAACGG
ATTTGTTACG
TATTCAGAAC
AGAGGAATAT
GGTAAACTAA
CATATAAACA
GGTGGAGACA
TCAATTAATT
TTTGCGTTCA
AACCGCTCCT
GTCTAAATGA
ATGAGATTCA
ATTGGTTAAT
ATCATTTTTA
GAGCGAAGCC
GCTGCATTTG
AACACCTTTA
GATGTAAACG
TGCATTAGCT
CAAATCTTTG
AAGGCCTGGA
TACAAAACCA



Anhang

178

7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921

TGAATAAGTG
GTCTTCTCGA
CCTATATCAA
CTGCCGCCTC
TTTACTTGAG
GAGACAGGGG
AAAGCTTGAT
GTGTTTTTTG
TTTCTAAAAA
ATTGGATAAA
AAAGGGGGA

CAAATAAAAT
GAATAATATT
TACCAATCGA
TAGATTGCCC
AGGAGACAGT
AGTTCTTCAA
CTGCAATTTG
AAGCTTGAAT
AAACATTGAA
CAAACTAACT

CTCTTTTACT
TCCTTCTAAG
GTAGCCTGCA
TGCCCCAATT
AGACTTGTTT
AATTTCATCT
AATAATAACC
TAGATATTTA
ATAAACATTT
CAATTAAGAT

TCACTAGCGG
TCGGTTAGAA
TTCTTATTAA
TCAAAAATAA
AATCCTGTAA
AATATTAATT
ACTCCTTTGT
AAAGTATCAT
ATTTTGTATA
AGTTGATGGA

AAGAACTAGA
TTCCGTTAAG
AAACAAGCAT
AATCTTTTTC
TCTCAGAGAG
TTTGATTCAT
TTATCCACCG
ATCTAATATT
TGATGAGATA
TAAACTTGTT

CAAGTCAGAA
ATAGTCGACT
TACAGGTCTT
AAGCAGTGTA
AGTTGCCCTG
TTTTTTTACT
AACTAAGTTG
ATAACTAAAT
AAGTTAGTTT
CACTTAAATC
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