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l. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neuartige Enzyme untersucht, deren Gene in
metagenomischen Genbanken aufgefunden werden konnten. Das Gen mit der Bezeichnung
engU (urspriinglich bga48) auf dem Fosmid FosK48H3 stammt von Umweltproben am
Avachinsky Vulkan (Kamtschatka) und war im Rahmen friherer Arbeiten identifiziert worden.
Die Funktionsanalyse des rekombinant hergestellten Genprodukts weist auf eine
Carboxymethylcellulase (CMCase) hin, wéhrend die sequenzbasierten Analysen EngU als
eine B-Galaktosidase kennzeichnen. Der modulare Aufbau von EngU ist auRergewohnlich.
Aminosauresequenzvergleiche lieRen eine geringfiigige Ahnlichkeit zur Glykosidhydrolase
Familie 42 (GH42) zu, allerdings war in EngU das katalytische Modul durch eine Kohlenhydrat-
Bindedoméne (CBM4_9) unterbrochen. Schematisch kann die Modulstruktur von EngU wie
folgt beschrieben werden: N-GH42a-CBM-GH42b-CTERM, wobei CTERM fir einen
240 Aminosauren grof3en Abschnitt unbekannter Funktion am C-Terminus steht. Die beiden
Teile des GH42 Moduls, GH42a und GHA42b, besitzen jeweils einen katalytischen Rest,
namlich die Positionen E239 (putative katalytische S&aure/Base) und E581 (putatives
katalytisches Nukleophil). Die Funktionen der einzelnen Enzymmodule konnten durch
simultane Expression verschiedener Kombinationen von Teilabschnitten der engU
Gensequenz im pETDuet-Vektor nicht eindeutig zugewiesen werden. Jedoch kénnen sich in
einer Zelle die separat aber gleichzeitig synthetisierten Polypeptidketten GH42a-CBM und
GHA42b-CTERM co-trans komplementieren und bildeten zusammen ein aktives Enzym. Neben
dem aus friheren Arbeiten bekannten Substratspektrum (B-Glukan, Lichenan und CMC)
wurden Aktivitaten mit Glukomannan und Xyloglukan festgestellt. EngU besitzt eine endo-
spaltende Aktivitat gegeniber gemischt p-1,3-/B-1,4-verknipften Glukanketten und weiterhin
eine vermutlich exo-spaltende Aktivitat an -1,3-glykosidischen Bindungen, wenn diese nahe
an reduzierenden Enden oder an Seitenketten liegen, welche von 3-1,4-Bindungen umgeben
sind. EngU stellt den Prototyp einer neuen Glykosidhydrolase-Enzymfamilie dar, die die
Bezeichnung GH148 erhielt.

Zwei weitere fur thermostabile Enzyme kodierende Fosmide wurden im Rahmen der
vergleichenden funktionellen Durchmusterungen von Genbanken hyperthermophiler
Archaeen (HA) und thermophiler Bakterien (TB) in zwei verschiedenen Wirtsorganismen,
Escherichia coli und Thermus thermophilus, identifiziert und untersucht. HA-CMC-1 kodiert fur
eine bei 70 °C aktive Cellulase, deren Aktivitat nur im Wirt E. coli beobachtet wurde. Im Fall
von Fosmid TB-EST-7 wurde die kodierte lipolytische Aktivitat bei 60 °C in T. thermophilus
gemessen, jedoch nur sehr schwach in dem mesophilen Bakterium E. coli. Zur
Durchleuchtung dieser Aktivitdtsunterschiede in den beiden Expressionswirten wurden

zunachst Wachstumsexperimente und Real-Time PCR-Analysen mit den Fosmiden HA-CMC-
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1 und TB-EST-7 durchgefiihrt. Gemessen in der friihen stationdren Wachstumsphase der
jeweiligen Wirtsbakterien ergab die Auswertung der Real-Time PCR Laufe ein allgemein
hoheres Transkriptionsniveau in E. coli als in T. thermophilus. Die beiden Kandidaten-ORFs
der Fosmide HA-CMC-1 (HA23) und TB-EST-7 (TB32) werden demnach in den E. coli EPI300
Zellen haufiger transkribiert. Trotz des hohreren Transkriptionslevel in E. coli wird die
Esteraseaktivitat verstarkt in T.thermophilus gemessen, was auf eine effiziente

Proteinbiosynthese im thermophilen Wirt hinweist.

Die auf dem Fosmid HA-CMC-1 kodierte thermostabile Cellulase Cell2E war bereits im
Vorfeld dieser Arbeit charakterisiert worden. Ausgehend von dem 534 Aminoséuren grof3en
Cel12E wurde eine verkirzte, 272 Aminosduren lange Version (GH12E) hergestellt. Diese
Enzymvariante tragt nur mehr die beiden katalytischen GH12 Module. Das aufgereintige
Protein GH12E wurde an unsere Kooperationspartner an der Swedish Universitiy of
Argricultural Science fir eine Proteinkristallisation versendet Die ebenfalls thermostabile, auf
dem Fosmidinsert TB-EST-7 kodierte Esterase wurde erfolgreich rekombinant hergestellt und
deren Aktivitat mit pharmazeutisch relevanten Substraten getestet. Das Protein Est7 zeigte
mit lbuprofen eine geringe spezifische Aktivitit von 3,33 x 102 mU/mg bei 60 °C und
0,54 mU/mg bei 80 °C Inkubationstemperatur.

In Rahmen dieser Dissertation wurden eigene Metagenom-Genbanken hergestellt und die
Durchmusterungs-Methoden weiter entwickelt. Aus ,Mexico“- und ,Russia“-Umweltproben
wurden zwei Metagenom-Genbibliotheken mit insgesamt 3322 bzw. 6645 Fosmiden erstellt
und deren Diversitat mittels 16S rDNA-Amplikonsequenzierung analysiert. Das komparative
Durchmusterungsprotokoll fir die beiden Expressionswirte wurde mithilfe eines halb-
automatischen Pipettierroboters (VIAFLO 96) optimiert und so eine 300%ige
Durchsatzsteigerung erreicht. Des Weiteren konnte die Effizienz der Ubertragung der
Fosmidbibliotheken in T. thermophilus mittels der Verwendung von Vakuum Manifold und
spezieller Lysat-Bindeplatten signifikant von 29 % auf 88 % verbessert werden. Zudem wurde
ein Protokoll fur die Durchmusterung von gemischten Fosmidklonen (Pool-Screening)
entwickelt, um eine hohe Erfolgsrate bei der Durchforstung der Klonbibliotheken zu erzielen.
Es wurde ein neuer Vektor pRetro-B, der fur den Transfer einer pCC1FOS-Metagenom-
Genbank in Bacillus subtilis benotigt wird, hergestellt. SchlieRlich wurden, um einen BAC-
Vektor fUr die Einfihrung groRer Metagenominserts in T. thermophilus zu erhalten, pRetro-
BAC1 und -BAC2 konstruiert, welche unterschiedliche Segmente des T.thermophilus
Megaplasmids pTT27 enthalten. Die Vektoren sollten als extrachromosomale DNA-Elemente

in der Zelle vorliegen, integrierten jedoch ins Thermus Genom.



. Summary

In this work new enzymes encoded by genes identified in metagenomic gene libraries were
characterized. The gene engU (originally named bga48) was obtained from the fosmid
FosK48H3, which was isolated from an Avachinsky crater (Kamtschatka) environmental
sample. Functional characterization of the recombinantly produced EngU enzyme revealed
carboxymethylcellulase (CMCase) activity, while sequence-based analysis predicted its
specificity as a f-galactosidase. The module composition of EngU is unusual and indicates a
catalytical module distantly related to glycoside hydrolase family 42 (GH42), which is split in
half by a carbohydrate binding module (CBM4_9). Schematically, the module structure of
EngU can be written as follows: N-GH42a-CBM-GH42b-CTERM, whereby CTERM stands for
a 240 amino acid residue C-terminal region with unknown function. The two parts of the GH42
module, GH42a and GH42b, each carry one catalytic residue: E239 (putative acid/base
catalyst) and E581 (putative nucleophile catalyst), respectively. Differently combined sections
of engU were co-expressed in pETDuet vectors, but the functions of the enzyme modules
could not be completely elucidated. However, separate but simultaneous expression of the
polypeptide chains GH42a_CBM and GH42b_CTERM could co-trans complement each other
and together yielded an active enzyme. The previously known substrate spectrum of EngU,
which includes B-glucan, lichenan, and carboxymethylcellulose, could be extended with
additional substrates, glucomannan and xyloglucan. EngU displays endo-activity towards [3-
1,3-1,4-mixed-linkage glucan chains and in addition revealed an exo-activity for -1,3-
glycosidic bonds, if they are close to a reducing-end sugar or at side chains with neighboring
B-1,4-bonds. EngU represents the prototype of a new glycoside hydrolase enzyme family,
which is named GH148.

Two further thermostable proteins were identified using comparative functional screenings of
“hyperthermophilic archaea” (HA) and “thermophile bacterium” (TB) metagenomic libraries in
the two different hosts Escherichia coli and Thermus thermophilus. HA-CMC-1 encoded a
cellulase active at 70 °C. This activity was observed only in the host E. coli. The lipolytic activity
of TB-EST-7 was detectable in T. thermophilus at 60 °C but negligble in the mesophilic
bacterium E. coli. To investigate the differences in expression in these two expression hosts,
growth and quantitative PCR (qPCR) analysis were carried out. The evaluation of the gPCR
experiments revealed a higher transcriptional level in E. coli than in T. thermophilus. Both
candidate ORFs HA23 and TB32 of the respective fosmids were highly expressed in EPI300
cells. Despite the transcriptional level the esterase activity appears to be better in

T. thermophilus, which could indicate a better protein biosynthesis in the thermophilic host.

The thermostable cellulase Cell12E from HA-CMC-1 has been characterized in previous work.

Starting from the 534 amino acid Cell2E, a truncated 272-residue version (GH12E) was
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designed, which contains only the two catalytic GH12 domains. The purified GH12E protein
has been sent for crystallization analysis to our cooperation partners at the Swedish University
of Agricultural Science. Furthermore, the esterase encoded on fosmid TB-EST-7 was
expressed and screened towards pharmaceutically relevant substrates. The Est7 protein was
expressed in E. coli and revealed activity towards Ibuprofen with 3.33 x 102 mU/mg at 60 °C

and 0.54 mU/mg at an incubation temperature of 80 °C.

This thesis includes the establishment of metagenomic gene libraries and the development of
improved screening methods. From the environmental samples ,Mexico* and ,Russia® two
metagenomic gene libraries with 3322 and 6645 single fosmid clones, respectively, were
generated and their diversity was analyzed via 16S rDNA sequencing. The comparative
screening protocol for the two host bacteria was optimized with the aid of a semi-automatic
pipetting robot (VIAFLO 96), which enhanced the screening throughput up to 300 %.
Furthermore, the success of transformation in T. thermophilus was improved significantly from
29 % to 88 % by using special lysate plates with the associated vacuum manifold. Moreover,
an effective pool screening protocol for pools of mixed fosmid clones was established, which
enhanced the screening success. A new shuttle vector pRetro-B was constructed to simplify
the transfer of a pCC1FOS-based metagenome gene library to Bacillus subtilis. Finally, to
allow for the transfer of larger fosmid inserts into T. thermophilus, the new vectors pRetro-
BAC1 und BAC2 were constructed, which hold different parts of the T. thermophilus pTT27
megaplasmid and should be established as external DNA elements in the cell. However, the

vectors seem to integrate into the T. thermophilus genome.
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1 Einleitung

1.1 ,Metagenomik” - Die Suche nach der Stecknadel im metagenomischen
Heuhaufen

Mikroorganismen leben seit 3,8 Milliarden Jahren auf unserer Erde und haben sich aufgrund
ihrer schnellen Evolution zu einer groRen Zahl (ca. 4 bis 6 x 10* Zellen) und Artenvielfalt
diversifiziert (Simon and Daniel, 2009a; Whitman et al., 1998). Nicht nur die Diversitat der
Arten, sondern auch die extremen Habitate, die sie besiedeln kénnen, sind beeindruckend.
Dank ihrer schnellen Anpassungsfahigkeit Uberstehen sie widrige Umwelteinflisse wie
extreme Temperaturen, pH-Werte, Druck, Strahlung, hohe Salzkonzentrationen,
Metallkontaminationen und N&hrstoffmangel (Amann et al., 1995; Simon and Daniel, 2009a;
Whitman et al., 1998). Seit Beginn der Kultivierung von Mikroorganismen ist es bis zur
heutigen Zeit gelungen nur einen winzigen Anteil dieser Vielfalt im Labor zu ziichten (Amann
et al., 1995; Torsvik et al., 1990). Dieses Problem kann umgangen werden, indem man die
Genome direkt aus Umweltproben isoliert und mit dem heterogenen Erbgut weiter arbeitet
(Moran et al., 1993). Zunachst muss die DNA aus den Proben isoliert, in Vektoren kloniert und
in geeignete Expressionswirte Ubertragen werden. Allein diese drei Schritte zur Vorbereitung
einer metagenomischen Genbank sind schon mit Problemen bzw. Limitierungen behaftet
(Ferrer et al.,, 2005). Trotz der Suche nach der sprichwortlichen Stecknadel im
metagenomischen Heuhaufen (,Finding the Needles in the Metagenome Haystack",

Kowalchuk et al., 2007) ist es moglich auf diese Art Gene flr neue Biokatalysatoren zu finden.

Das Durchforsten (engl.: Screening) der Genbibliotheken wird in zwei Kategorien eingeteilt:
die sequenzbasierte und funktionsbasierte Methode. Fir die sequenzabhangige Variante wird
die metagenomische DNA zunachst sequenziert und die Funktion auf Grundlage von
Ahnlichkeitsvergleichen mit bereits bekannten Genen, Proteindomanen oder Motiven
vorhergesagt (Kim et al., 2007). Der Vorteil liegt darin, dass mit den neuen
Sequenzierungsmethoden grolie Genbanken schnell und einfach durchforstet werden
kénnen. Der groRe Nachteil hingegen ist die Tatsache, dass viele neuartige Enzyme
unentdeckt bleiben, da die Sequenzen nur mit bereits charakterisierten/annotierten Proteinen
in den Datenbanken abgeglichen werden kdnnen (Ferrer et al., 2012). Das funktionsabhangige
Verfahren setzt eine erfolgreiche heterologe Expression der metagenomischen Gene im Wirt
voraus. Drei mdgliche funktionsbasierte Methoden sind bekannt (Ekkers et al. 2012): (i)
phanotypische Detektion: Enzymaktivitdt wird durch Indikatorreagenzien nachgewiesen
(Beloqui et al., 2010; Gloux et al., 2011; Liaw, 2010). (ii)) modulierte Detektion: Verwendung

von Reportersystemen oder heterologe Komplementation (Leis, 2015a; Simon and Daniel,
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2009a) (iii) Substrat- oder Produkt-induziertes Genexpressionsscreening (Uchiyama and
Miyazaki, 2010; Williamson et al., 2005).

Neben den unterschiedlichen Screeningmethoden gibt es verschiedene Genbanken, die sich
in der GroRRe des metagenomischen Inserts unterscheiden lassen. Die kleinsten Inserts tragen
Standard-Plasmidvektoren mit einer maximalen Kapazitdt von etwa 15 kb, gefolgt von
Cosmiden und Fosmiden mit etwa 30 - 42 kb (Lam et al., 2014; Leis et al., 2015a). Einen
grofRen Sprung machen hier die ,Bacterial Artificial Chromosomes (BACs)“ und ,Yeast Artificial
Chromosomes (YACs)“, die 350 kb bzw. 3000 kb der metagenomischen DNA aufnehmen
kénnen (Kakirde et al., 2010, 2012). Je groRRer die Genbank ist, desto weniger Klone miissen
getestet werden, um die gesamte Umweltprobe abzudecken und desto gréRRer wird die
Wahrscheinlichkeit, ganze Gencluster und Stoffwechselwege zu finden (Daniel, 2005). Ein
wesentlicher Punkt bei dem funktionellen Screening ist die erfolgreiche Expression der Gene.
Dafur missen die Vektoren in geeigneten Expressionsstammen kultiviert werden, d.h. die
Proteinbiosynthese-Mechanismen im Stamm sollten mit den zu exprimierenden
metagenomischen Genen zusammenpassen. Beispielsweise muss der Wirt in der Lage sein,
die heterologen Transkriptionssignale des Fremdgens zu nutzen (Warren et al., 2008), eine
ausreichende mRNA-Stabilitdt zu gewahrleisten (Kudla et al., 2009), fur die nachfolgende
Translation entsprechende Ribosom-Bindestellen (RBS), die fur die Ribosomenbindung und
Translationsinitiation notwendig sind, zu erkennen und fur die korrekte Proteinfaltung
entsprechende Chaperone bereitzustellen (Culligan et al., 2014; Hidalgo et al., 2004; Leis,
2015a; Mujacic et al., 2003; Zerbs et al., 2014).
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1.2 Unterschiedliche Expressionswirte fir die Suche nach Enzymen aus
Extremophilen

In den meisten funktionsbasierten Metagenom-Studien wurde E. coli als heterologer
Expressionswirt verwendet (Ekkers et al., 2012; Simon and Daniel, 2011; Taupp et al., 2011).
Der Gram-negative, stdbchenférmige und fakultativ anaerobe Modellorganismus ist gut
untersucht und aufgrund der fur ihn etablierten Methoden und fur ihn vorhandenen
Mutantenstimme und Plasmide einfach im Labor zu handhaben (Helena and Hard, 2002;
Sastry et al., 2004; Terpe, 2003; Zerbs et al., 2014). Dennoch ist E. coli nicht unbedingt die
beste Wahl, wenn es um die Untersuchung von extremophilen Metagenomproben geht. Bei
einer vergleichenden Durchmusterung einer mit genomischer DNA aus Spirochaeta
thermophila hergestellten Fosmid-Genbibliothek in E. coli und T. thermophilus wurde ein Klon
mit thermostabiler Xylanaseaktivitat in T. thermophilus, jedoch nicht in E. coli, gefunden
(Angelov et al., 2009). Dies zeigt, dass ein grolRer Bedarf an neuen und vielseitigen
Expressionswirten besteht, um das ganze Potential der Metagenom-Genbibliotheken

auszuschopfen.

Der Organismus T.thermophilus wurde aus heiRen Quellen isoliert und als ein Gram-
negatives, nicht Sporen-bildendes und nicht motiles Bakterium beschrieben (Oshima and
Imahori, 1974), welches sich als neuer Expressionswirt sehr gut eignet (Liebl et al., 2014b).
Phylogenetisch ist Thermus mit der Gattung Deinococcus eng verwandt. Sein
Wachstumsoptimum liegt in einem Temperaturbereich zwischen 62-75°C und die
Generationszeit betragt nur 40 Minuten. Die Genome der Stdmme HB8 und HB27 wurden von
Masui (2005) und Henne (2004) sequenziert (Genbank: AP008226.1 und AE017221.1). Das
HB27-Chromosom ist 1,89 Mbp grof3 und die Zellen besitzen ein Megaplasmid (pTT27) mit
232 kbp, zudem ist Thermus polyploid (Ohtani et al., 2010). Der GC-Gehalt betragt 69,4 mol %
und etwa 95 % des Genoms kodieren fir ca. 2200 Proteine (Liebl, 2004). Thermus ist nattirlich
kompetent und seine Transformationshaufigkeit mit chromosomaler DNA liegt bei 10 (Hidaka
et al., 1994; Koyama et al., 1986; Schwarzenlander and Averhoff, 2006). Weiterhin gibt es
Plasmide und genetische Werkzeuge, wie Selektionsmarker und steuerbare Promotoren fir
Thermus spp. (Koyama 1990, Koyama 1990). Zum Beispiel kann der modifizierte HB27::nar
Stamm mit dem Nar-Operon zur induzierbaren Proteinexpression in Thermus eingesetzt
werden (Moreno et al., 2005; Ramirez et al., 2000; Zafra et al., 2002). Das Shuttlevektor-
System ermdglicht die Ubertragung einer auf pCC1FOS-basierenden Metagenom-Genbank
von E. coli auf T. thermophilus (Angelov et al., 2009). Weiterhin sind von den thermostabilen
Proteinen dieses Bakteriums schon viele Proteinkristallstrukturen ermittelt worden (Bae et al.,

2015; Chang et al.,, 2013; Miyazaki et al., 2015). Aufgrund seiner extrem thermophilen
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Eigenschaften ist es naheliegend, dass T.thermophilus ein vielversprechender

Expressionswirt fiir Gene aus Hochsttemperatur-Umweltproben sein kdnnte.

Weitere ebenfalls natiurlich kompetente Bakterien sind Micrococcus luteus und
Bacillus subtilis. Erstgenannter ist ein Gram-positives, Kokken-bildendes und strikt aerobes
Bakterium. Sein Genom besitzt einen hohen GC-Gehalt (73 mol%) und als Selektionsmarker
kénnen Erythromycin, Kanamycin und Hygromycin verwendet werden (Angelov et al., 2015;
Liebl et al., 2002). Im Labor ist das Arbeiten mit Micrococcus unkompliziert und im
GrofBmalistab moglich. B. subtilis ist ein Gram-positives Bakterium mit niedrigem GC-Gehalt
(43,52 mol%) und aulRerdem ein Modellorganismus fur den Zelldifferenzierungsvorgang der
Sporulation. Alle drei Mikroorganismen besitzen unterschiedliche Eigenschaften, die fur die
funktionelle Durchforstung metagenomischer Genbanken von Vorteil sein kénnen. Nun sollten
Mobilisierungsverfahren entwickelt werden, wie bereits bei T. thermophilus angewandt, die
eine Metagenom-Genbibliothek fir mehrere Expressionswirte zugénglich machen. In
Kombination mit der Entwicklung und Anwendung neuer oder modifizierter Substrate kénnen
derartige alternative Wirtsorganismen daflr eingesetzt werden, um neue attraktive

Biokatalysatoren fir die weil3e und rote Biotechnologie bereitzustellen.
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Abbildung 1: Transfer einer pPCC1FOS-Metagenombibliothek in verschiedene Expressionswirte. T. thermophilus (A), M. luteus (B) und B. subtilis (C).Aus den
Umweltproben wird die metagenomische DNA isoliert, die auf eine Grof3e von ca. 40 kb verkleinert wird. Die Fragmente werden in den CopyControl™ pCC1FOS
Vektor reinkloniert, um eine Fosmid-Genbank zu erstellen. Die Genbanken kénnen durch die verschiedenen wirtsspezifischen pRetro-Vektoren und mithilfe der
Cre-Rekombinase aus dem pJM2545 Plasmid modifiziert werden. Nach der in vivo Modifizierung besitzen die Fosmide neben dem metagenomischen Insert,
einem Selektionsmarker auch eine homologe Sequenz (rot = pyr Gen von T. thermophilus; blau = trpE Gen von M. luteus, griin = amyE Gen von B. subtilis), die
es ihnen ermdglicht, in die Genome der einzelnen Wirte zu integrieren.
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1.3 Metagenomik kombiniert mit den Entwicklungen des Next Generation
Sequencings (NGS)

Die standig weiter entwickelten Sequenziertechniken ermdéglichen und erleichtern die Arbeiten
in der Metagenomforschung. Mit der Analyse der 16S rRNA kann man die verwandtschaftliche
Beziehung der Organismen kultivierungsunabhéngig erfassen und die 0Okologischen
Funktionen innerhalb einer mikrobiellen Lebensgemeinschaft genauer betrachten
(Handelsman et al., 1998; Lane et al., 1985; Healy, 1995; Schmidt et al., 1991). Durch
Schrotschuss-Sequenzierung, bei der die DNA vervielfaltigt und in zuféllige 300 bis 1000 bp
lange Fragmente zerlegt, sequenziert und anschlieBend bioinformatisch wieder
zusammengesetzt wird, kdnnen umfangreiche Sequenzdatensatze metagenomischer DNA
erzeugt werden (Handelsman, 2004; Venter, 2004). Die dabei manchmal eingesetzte
Multidisplacement Amplifikation (engl.: multiple displacement amplification, MDA) lauft &hnlich
wie eine zellulare DNA-Replikation ab und bendtigt randomisierte, am 3" Ende
Phosphorothioat-verlinkte Oligos und die @29 Polymerase, die eine Strangverdrangung (engl.:
strand displacement) initiieren kann. Die Polymerase erkennt einen Primer und vervollstandigt
den Strang, bis sie auf den downstream Primer trifft, und bildet so eine Vergabelung, so dass
die Einzelstrang-DNA freigelegt wird und fir die nachste Amplifikation bereit steht. Dadurch
entstehen viele Vergabelungen und es kénnen groRe DNA-Fragmente von 12 bis 100 kb
generiert werden (Dean et al., 2001; Hosono et al., 2003). Diese Technik kommt ebenfalls bei
der Sequenzierung der Genome von einzelnen Zellen zum Einsatz (Lasken, 2009). Mit der
Kombination aus den Daten der ,shotgun* und ,single cell* —Sequenzierung kdnnen die
identifizierten Gene aus einer Metagenom-Genbank einer Spezies zugeordnet werden (Eloe
et al.,, 2011). Dies fuhrt zu neuen Erkenntnissen Uber die Synergien der durchmischten

Mikroorganismen-Population, ihre extremen Lebensrdume und die dazu bendtigten Enzyme.

1.4 Der Nutzen von thermostabilen Enzymen flr biotechnologische Prozesse

Viele verschiedene Industriezweige haben grol3es Interesse an thermostabilen Enzymen, die
biotechnologische Prozesse selektieren, beschleunigen oder gar erst ermdglichen. Durch die
erhohten Temperaturen sind auch weniger Kontaminationen mit anderen mesophilen
Mikroorganismen moglich und man erreicht eine bessere Léslichkeit von Substraten bzw.
Produkten sowie die Erhdéhung der Diffusionsraten und die Verringerungen der Viskositat
(Sterner and Liebl, 2001). Dartber hinaus sind hitzeresistente Biokatalysatoren robuster und
Uber mehrere Zyklen wieder einsetzbar, was zu einer Zeit- und Kostenersparnis der
Produktionsprozesse flhrt (Littlechild, 2015).
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Tabelle 1: Weitere Beispiele von Industrie-relevanten thermostabilen Enzymen

Enzym Organismus Opt. Temp. [°C] Referenz
Bacillus cereus 65 (Annamalai et al., 2011)
Bacillus subtilis 55 (Das et al., 2004)

a-Amylase Pyrococcus furious 100 (Laderman et al., 1993)
Paecilomyces variotii 60 (Michelin et al., 2010)
Rhodothermus marinus 85 (Gomes et al., 2003)
Anaerocellu thermophilum 85-90 (Zverlov et al., 1998a)
Bacillus subtilis 65-70 (Mawadza et al., 2000)

Cellulase Pyrococcus furious 102-105 (Kengen et al., 1993)
Bacillus vallismortis 65 (Gaur and Tiwari, 2015)
Thermobifida halotolerans 55 (Yin et al., 2015)
Bacillus acidocaldarius 70 (Manco et al., 1998)

Esterase o
Streptomyces lividans 50 (Wang et al., 2015)
Bacillus sp. 70 (Shariff et al., 2011)

: Geobacillus

Lipase thermodentrificans 65 (Balan et al., 2012)
Pseudomonas sp. 65 (Yang et al., 2015)
Bacillus subtilis 60 (Adinarayana et al., 2003)
Bacillus | 70-90 (Sookkheo et al., 2000)

Proteasen stearothermophilus
Geobacillus toebii 90 (Thebti et al., 2016)
Pyrococcus sp. 110 (Morikawa et al., 1994)
Bacillus 60 (Nanmori et al., 1990)
stearothermophilus "
Pyrococcus furiosus 100 (Bauer et al., 1999)

Xylanase N , ,
Thermatoga maritima 92 (Winterhalter and Liebl,
MSB8 1995)
Thermotoga neapolitana 102 (Zverlov et al., 1996)
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Die Kraftstoffindustrie bewegt sich immer weiter von den Erddlressourcen weg und hin zu den
erneuerbaren Energietragern. In der zweiten Generation der Biokraftstoffe werden nicht mehr
Zuckerrohr oder Mais als Ausgangsmaterialien verwendet, sondern cellulose- oder
lignocellulosehaltige Rohstoffe. Cellulose ist der Hauptbestandteil der pflanzlichen Zellwénde
und folglich der weltweit haufigste nachwachsende Rohstoff. Das unverzweigte Polymer
besteht aus linearen Ketten von ca. 15.000 D-Glukoseeinheiten, die durch -1,4-glykosidische
Verbindungen verknipft sind. Die Glukoseringe in der Glukankette sind um 180° verdreht und
ermdglichen dadurch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der OH-Gruppe des C3 und
dem Ringsauerstoff des folgenden Restes. Stapel aus Lagen von B-Glukanketten werden
wiederum Uber Van-der-Waals-Wechselwirkungen und intermolekulare Wasserstoffbriicken
zusammengehalten. Diese komplexe Matrix gibt der Cellulose ihre starke Zugfestigkeit und
hohe Belastbarkeit, erschwert jedoch den Abbau durch die drei abbauenden Enzym-
Komponenten: (i) Endoglukanasen (1,4(1,3;1,4)-3-D-Glukan-4-Glukanhydrolase, EC 3.2.1.4)
schneiden zuféllig innerhalb der amorphen Bereiche langer Celluloseketten (ii) Exoglukanasen
(1,4-B-D-Glukan-Cellobiohydrolase, EC 3.2.1.91) spalten Cellobiose oder Glukose ab (iii) B-
Glukosidasen (EC 3.2.1.21) hydrolysieren die geldsten Cellodextrine und Cellobiose in
Glukose (Li et al., 2011; Parry et al., 2001). Es ist wichtig, neue thermostabile Cellulasen zu
finden (Hong et al., 2003; Leis et al., 2015b; Ruttersmith and Daniel, 1991; Tuohy et al., 2002),

die die biotechnologischen Prozesskosten senken kénnen.

Eine weitere Gruppe biotechnologisch bedeutsamer Enzyme sind lipolytische Enzyme. Diese
gehdren zu den alpha/beta Hydrolasen und werden in zwei Gruppen, die Lipasen (EC 3.1.1.3)
und die Carboxylesterasen (EC 3.1.1.1), eingeteilt. Der Unterschied liegt in ihrer
Substratpraferenz: Esterasen spalten bevorzugt I0sliche, kurzkettige Substrate mit weniger als
12 Kohlenstoffatomen, wahrend Lipasen die langkettigen (= 12 Kohlenstoffatome)
Fettsaureester mit geringer Ldslichkeit spalten. Beide hydrolysieren in Anwesenheit von
Wasser Esterbindungen. Ihr Aktivitdtszentrum ist charakterisiert durch eine katalytische Triade
(Serin, Aspartat/Glutamat und Histidin) mit dem Konsensusmotiv Gly-X-Ser-X-Gly. Zun&chst
bindet das katalytische Serin an das Carbonylkohlenstoffatom der Lipidesterbindung und bildet
dadurch ein tetraedrisches Intermediat, welches durch die katalytischen Reste Histidin und
Aspartat/Glutamat stabilisiert wird. Die alkoholische Komponente der Esterbindung wird
abgespalten und es bildet sich eine neue Esterbindung aus der Saurekomponenten mit dem
katalytischen Serin. Daraufhin hydrolysiert ein Wassermolekill das kovalente Intermediat,
wobei der Acylrest freigesetzt wird. Bei einer Lipase-katalysierten Veresterungsreaktion wird
das Wasser bei der Reaktion durch einen Alkohol oder einen Ester ersetzt (Jaeger et al.,
1999). Es konnten bereits viele hitzestabile Esterasen/Lipasen aus diversen Metagenom-

Genbibliotheken isoliert werden wie z.B. aus heiRen Quellen (Rhee et al., 2005; Tirawongsaroj
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et al., 2008), Kompost (Kang et al., 2011), Erd- und Meeresproben (Hu et al., 2010; Ko et al.,
2012).

Man kann neue thermostabile Enzyme Uber Protein-Engineering herstellen, indem man bereits
bekannte und sequenzierte Proteinsequenzen modifiziert oder man durchforstet Metagenom-
Genbanken nach unbekannten hitzestabilen Enzymen. Die Cellulase und Xylanase aus der
Tabelle 2 sind Beispiele fur thermostabile Proteine, die durch funktionelles Screening am

Lehrstuhl fir Mikrobiologie an der Technischen Universitat Minchen entdeckt wurden.

Tabelle 2: Thermostablile metagenomische Enzyme aus funktionellen Screenings

Enzym Umweltprobe Temperaturen [°C] Referenz
a-Amylase Boden und Wasser 95 Richardson et al., 2002
Cellulase Tiefseespalten 92 Leis et al., 2015
Esterase Schlammreiches Wasser 95 Rhee et al., 2005
Lipase Boden 60 Faoro et al., 2012
Xylanase Vulkanmaterial 95 Mientus et al., 2013
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1.5 Klassifizierung der Glykosidhydrolasen

Die Familiengruppen der Glykosidhydrolasen wurden aufgrund ihrer Aminosauren-
Sequenzahnlichkeit eingeordnet (Henrissat et al., 1991). Da es einen direkten Zusammenhang
zwischen Sequenz- und Faltungséhnlichkeiten gibt, spiegeln die strukturellen Eigenschaften
dieser Enzyme besser eine Ahnlichkeitsgruppe wider, als z.B. nur die Substratspezifitat. Die
drei-dimensionalen Strukturen der Glykosidhdyrolasen und ihre damit verbundenen
katalytischen Zentren sind stark konserviert und kénnen in drei topologische Formen eingeteilt
werden (Henrissat et al., 1995). Die Struktur der ,Tasche oder Krater* eignet sich sehr gut fur
die Erkennung von Sacchariden mit nicht reduzierenden Enden, jedoch weniger fiir den Abbau
von langfaserigen Substraten wie Cellulose, die kaum freie Seitenketten besitzen. Anders
verhélt es sich bei der Struktur der ,Spalte oder Furche®, die eine zufallige Bindung an
Zuckereinheiten in polymeren Substraten ermdéglichen kénnen. Haufig wird diese Form bei
endo-aktiven Enzymen wie (-1,3-1,4-Glukanasen, [-1,4-Glukanasen, Lysozym,
Endocellulase, Chitinase, Xylanase und a-Amylasen gefunden. Eine weitere topologische
Form, die sich aus der vorherigen entwickelt hat, ist der ,Tunnel“ (Rouvinen et al., 1967). Durch
die Offnung kénnen Polysaccharide eingefadelt, im katalytischen Zentrum gespalten und die
Produkte wieder frei gesetzt werden, wahrend die Kette weiterhin fest gebunden ist. Das
wiederum ermdoglicht eine kontinuierliche Reaktionskette und ist ein Schlisselfaktor fir einen
effizienten enzymatischen Abbau von unléslicher kristalliner Cellulose (Davies und Henrissat,
1995).

Die Beschaffenheit des katalytischen Zentrums beeinflusst die Art und Weise des
Spaltungsmechanismus. Enzyme mit einem endo-Mechanismus besitzen ihr Aktivitdtszentrum
in einem offenen Spalt fur die zuféllige Bindung und Degradation der Polymerkette
(Sulzenbacher et al., 1996). Die exo-Enzyme, die sehr spezifisch an den
Polysaccharidkettenenden spalten, tragen ihr katalytisches Zentrum innerhalb der
Taschenform. Dabei bestimmt die Tiefe und Ausbuchtung der Tasche, wo an dem Substrat

gebunden wird und wie lang die Abspaltungsprodukte sind (Davies and Wilkson, 1997).

Die stereochemische Anordnung der Produkte ist vom Mechanismus der Hydrolase abhangig,
d.h. ob die Konfiguration des anomeren Kohlenstoffatoms nach der Umsetzung umgekehrt
wird (Inversion) oder unveréndert bleibt (Retention) (siehe Abbildung 2). Bei invertierenden
Glykosidhydrolasen gibt es nur eine Reaktion, bei der die katalytische S&ure ein Proton an das
zum anomeren Kohlenstoff benachbarte Sauerstoffatom abgibt, wéhrend die katalytische
Base einem Wassermolekdl im katalytischen Zentrum ein Proton entzieht. Dadurch wird die
Nukleophilie des Wassers erhéht und der Angriff auf das anomere Zentrum vereinfacht. Bei

dem nach Dan Koshland benannten ,Koshland“ retaining Mechanismus liegt dagegen eine
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zweistufige Reaktion vor, wobei der katalytische Séure-/Baserest zuerst als eine Saure und

dann als Base fungiert.
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Abbildung 2: Invertierender und retendierender Mechanismus bei Glykosidhydrolasen (nach Vuong et
al., 2010, modifiziert).

Die ,retaining“-Reaktion besteht aus zwei aufeinanderfolgenden nukleophilen Substitutionen
am anomeren Kohlenstoffatom. Bei dem ersten Schritt Gbergibt der katalytische Saurerest ein
Proton an das freie Elektronenpaar des Sauerstoffatoms der glykosidischen Bindung. Die
zunehmende Polarisierung der C-O-Bindung hat eine erhdhte Elektrophilie am anomeren
Kohlenstoff zur Folge. Danach erfolgt ein nukleophiler Angriff am anomeren Kohlenstoffatom
durch den nukleophilen Rest (B"). Die Orientierung der glykosidischen Bindung (a oder B) wird
Zu einer entgegengesetzt orientierten Glykosyl-Esterbindung umgewandelt. Dadurch entsteht
das sogenannte ,Glykosyl-Enzym-Intermediat®. Im zweiten Schritt der Reaktion wird durch den
negativ geladenen S&ure/Base (A) Rest einem Wassermolekil ein Proton entzogen. Das
Wasser wird zum Hydroxid-lon, das stark nukleophil ist und einen nukleophilen Angriff am
anomeren Kohlenstoff vollzieht. Die Glykosyl-Esterbindung zwischen dem Intermediat wird
aufgebrochen und durch eine neue Hydroxylgruppe gleicher Orientierung relativ. zum

Ausgangssubstrat substituiert (Thoma and Koshland, 1960).
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Die Glykosidhydrolasen werden bis heute in 145 verschiedene Familien unterteilt, gemar
aktuellem Stand in der CAZy-Datenbank (fir Carbohydrate-Active enZymes; www.cazy.org,
Stand 11.2017). Dank der schnellen Entwicklung und der Zusammenarbeit der verschiedenen
wissenschaftlichen Bereiche wie der Sequenzierung, funktionellen Metagenomik und
Proteinkristallographie, kénnen heutzutage viele neue Daten generiert und miteinander
verknipft werden, sodass das Potenzial fir die Entdeckung neuer effizienterer

Biokatalysatoren immer besser ausgeschopft werden kann.
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2 Ziel der Arbeit:

Die Hauptziele dieser Arbeit waren neben der Charakterisierung einer neuartigen hitzestabilen
Endoglukanase, die bei der Durchforstung einer Metagenom-Genbibliothek identifiziert
worden war, die Untersuchung der Expression metagenomischer Gene in zwei heterologen
Expressionswirten, sowie die Erweiterung der Mdoglichkeiten zur Nutzung alternativer

Wirtsorganismen zur funktionellen Durchforstung von Metagenom-Genbanken.

2.1 Expression und Charakterisierung der thermostabilen endo-B-Glukanase
EnguU

In einer vorangegangenen Dissertation aus der Arbeitsgruppe von Prof. Liebl (Wittenberg,
2009) wurde die thermostabile B-Glukanase EngU (frUhere Bezeichnung: Bgl48) in der
metagenomischen Genbank FosK48H3 (Avachinsky Krater, Kamtschatka) entdeckt und
biochemisch charakterisiert. Die Arbeiten sollten mit Hilfe neuer Sequenzdaten fortgefuihrt und
ein Doménen-Modell von EngU erstellt werden. Die Funktionen der Doméanen sollten durch
verschieden konzipierte pETDuet-Expressionsplasmide experimentell untersucht und die
katalytischen Reste Uber gezielte Punktmutationen identifiziert werden. Dartber hinaus sollte
Uber verschiedene analytische Methoden (Dunnschichtchromatographie und HPAEC-PAD)
das Substratspektrum, die Substratspezifitat und der Spaltungsmechanismus genauer

charakterisiert werden.

2.2 Expression und transkriptionelle Analyse zweier aktiver Fosmide in zwei
verschiedenen Wirten

Bei der Durchmusterung von Metagenom-Genbibliotheken in E. coli und T. thermophilus
werden manche metagenomischen Gene nicht gleichermal3en in beiden Wirten exprimiert.
Dieses Phénomen sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit exemplarisch an ausgewahiten
Beispielen untersucht werden. Die beiden Fosmide HA-CMC-1 und TB-EST-7 wurden in
EPI300 (E. coli) und BLO3 (T.thermophilus) transformiert und exprimiert. Die Cellulase-
Aktivitat von HA-CMC-1 kann in E. coli nachgewiesen werden, in T. thermophilus jedoch nicht.
Entgegengesetzt verhalt es sich mit der Esterase-Aktivitdit von TB-EST-7, die nur in
T. thermophilus nachgewiesen werden kann. Fur die Aufklarung dieses Phanotyps sollten
Transkriptionsanalysen zu den beiden Fosmiden in den zwei verschiedenen
Expressionswirten durchgefihrt werden. Dabei sollten nicht nur die Kandidatengene ORF
HA23 und TB32 untersucht, sondern auch die anderen Gene auf dem Metagenominsert

miteinander verglichen werden.
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2.3 Optimierung der funktionellen Screenings in E. coli und T. thermophilus

Neben der in vivo Mobilisierung von pCC1FOS ist es mdglich Uber den Shuttlevektor pCT3FK
metagenomische Genbibliotheken von E. coli in T.thermophilus zu Ubertragen. Die
Transformationseffizienz der Methode ist jedoch nicht ausreichend und die Handhabung noch
zu umsténdlich, um diese in einem Hochdurchsatz-Screening anzuwenden. Daher sollte in
dieser Arbeit die Modifizierung, die Ubertragung und das Screening der Fosmid-Genbanken
optimiert und auf andere Expressionswirte (M. luteus und B. subtilis) erweitert werden. Dazu
wurden verschiedene Geréte wie z. B. der halbautomatische Pipettierroboter ViaFlow96 oder
der Vakuum Manifold mit den dazugehérigen Préparationsplatten getestet. Zudem sollte eine
sogenannte ,Pool-Modifizierung” helfen, eine grol3e Anzahl von Klonen zu transformieren und

Zu selektieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Stamme und Wachstumsbedingungen

3.1.1 Stamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten bakteriellen Stamme sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Verwendete Stamme

Stamm Genotyp Referenz

E. coli:

XL1-Blue recA-, thi, hsdR1, supE44, relAl, lacF’, proAB, Stratagene (La
laclq, lacZAM15, Tn10[Tet] Jolla, USA)

DH10B F- endAl recAl galE15 galK16 nupG rpsL Invitrogen
AlacX74 @80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 (Carlsga d, USA)
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A- '

JM109 endAl glnV44 thi-1 relAl gyrA96 recAl mcrB+ Promeda
A(lac-proAB) el4- [F' traD36 proAB+ laclq (Fitchb%r USA)
lacZAM15] hsdR17(rK-mK+) 9

EPI300-T1R F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAM15 Epicentre
AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara,leu)7697 (l\ﬁa dison, USA)
galU galK A- rpsL (StrR) nupG trfA tonA '

BL21 (DES3) fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS New England
A DE3 = A sBamHIlo AEcoRI-B Biolabs (Ipswich,
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5 USA)

E. coli NEB 5-a fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginv44 $80 New England
A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 Biolabs (Ipswich,
hsdR17 USA)

E. coli Top 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15

E. coli Rosetta 2

E. coli Artic
Express Cells

AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl A-

F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm pRARE2
(CamR)

B F- ompT hsdS (rB- mB-) dcm+ Tetr gal endA
Hte [cpn10 cpn60 Gentr] [argU proL Strr]

Invitrogen

Novagen

Agilent
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Stamm Genotyp Referenz

T. thermophilus:

HB27 Wildtyp Laborstamm Gottingen, DSMZ 7039 Oshima and
Imahori 1974;
DSMz

Aeng ATT _P0042 Ohta et al. 2006;
H. Li

HB27::nar nar-Operon Ramirez-Arcos et
al. 1998

BLO3 ATT_C42; ATT_C904; ATT_C340-1; ATTC1787 B. Leis et al. 2015

Die Liste der verwendeten Plasmide ist in Tabelle 4 abgebildet.

Tabelle 4: Verwendete Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

Referenz

pCC1FOS

pCT3FK

pRetro-T2

pIM2545

34

8,1 kb groRes Fosmid fur die Herstellung einer
CopyControl Fosmid-Bibliothek fur die
Klonierung von 40 kb grof3en genomischen
DNA-Fragmenten

Nur E. coli kompatibel

CmR; single (F-Plasmid) oder high (oriV,
induzierbar) copy ori

11,6 kb grof3es E. coli/ T. thermophilus Shuttle
fosmid, basierend auf dem pCC1FOS Fosmid;
CmR; KmR; besitzt flankierende Regionen fiir
die Integration in pyrE Locus in T. thermophilus

3,7 kb groRRes Plasmid mit flankierenden
Regionen zum pyr-Locus in T. thermophilus.
Dient als Vektor fur die chromosomale
Integration des Metagenoms in

T. thermophilus; basierend auf pScpyrR_T2;
KmR

Cre-Recombinase Expressionsplasmid fir in
vivo Modifizierung und Cre-abhangige
Manipulationen; lacZ-Cre auf pTSK29, ts
pSC101 low copy origin (30 °C), induzierbar
mit 0,5 mM IPTG; exprimiert nur in E. coli
Stamm DH10B; 6,8 kb grof3, KmR

Epicentre

Angelov et al.
(2009)

A. Angelov

Margin-

Lachmann et
al. 2003



Bezeichnung Beschreibung Referenz
pMK18 5 kb groRes Plasmid, das von pUC abstammt; De Grado et
besitzt Sequenzen von T. thermophilus, al. 1999
wodurch es als Shuttle Vektor zwischen E. coli
und T. thermophilus fungiert; KmR Kassette flr
thermostabile Kanamycin-Selektion unter
bifunktionaler Promotorkontrolle
pPMKE2 Expressionsvektor fur Thermus-Stamm mit Moreno et al.
nar-Operon, oriE, repA, kat(KanR), Pnar (2005)
puUC18 Klonierungsvektor, rep(pMB1), bla(AmpR), Fermentas
lacPOZ', MCS (Vilnius,
Litauen)
pJET1.2/blunt 3,0 kb groRRes Plasmid mit pMBL1 ori (rep), Thermo
ApR; eco4d7IR; Fischer
Scientific
(USA)

pET21a-HACMC1

pET21a-spHACMC1

pET21a(+)

pETDuetl

pET21a_engUfull

pET21a_gh42a

pET21a_[gh42a_cbm]

pET21a cterml

pETDuet_engUfull

pETDuet_cterml

Expressionsvektor zur biochemischen
Charakterisierung der archaeellen
metagenomischen Endoglukanase Cell2E

Expressionsvektor zur biochemischen
Charakterisierung der archaeellen
metagenomischen Endoglukanase Cell2E mit
nativem Signalpeptid

Amp100-Resistenz; Genexpression Uber lacZ

induzierbar

Amp100-Resistenz;Genexpression Uber lacZ
induzierbar; zwei MCS ermdéglichen eine
Coexpression von zwei Genen

pET21a(+) mit eingefligter EngU-Sequenz
pET21a(+) mit eingeflgter gh42a-Sequenz von
EnguU

pET21a(+) mit eingefugter [gh42a_cbm]-
Sequenz von EngU

pET21a(+) mit eingefligter cterm1-Sequenz
von EngU

pETDuet mit eingefligter EngU-Sequenz in
MCS1

pETDuetl mit cterml1 in MCS2 durch Gibson
Assembly

B. Leis (2015)

B. Leis (2015)

Merck-
Millipore
(USA)
Merck-
Millipore
(USA)

Silja Brady
(2007)
Diese Arbeit
Diese Arbeit
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit
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Bezeichnung

Beschreibung

Referenz

pETDuet_cterm2 pPETDuetl mit cterm2 in MCS2 durch Gibson Diese Arbeit
Assembly

pETDuet_[gh42a_cbm] pETDuetl mit [gh42a_cbm]in MCS1 durch Diese Arbeit
Ligation

pETDuet_[gh42a _cbm] pETDuetl mit [gh42a_cbm] in MCS1 und Diese Arbeit

_cterml cterm in MCS1 durch Ligation

pETDuet_gh42a pETDuetl mit gh42a in MCS1 durch Ligation Diese Arbeit

pETDuet_gh42a_cterm pETDuetl mit gh42ain MCS1 und cterml in Diese Arbeit

1 MCS2 durch Ligation

pETDuet_gh42ab pETDuetl mit gh42ab in MCS1 durch Gibson Diese Arbeit
Assembly

pETDuet_gh42ab_cter  pETDuetl mit gh42ab in MCS1 durch Gibson Diese Arbeit

m2 Assembly und cterm2 in MCS2 durch Ligation

pRetro-B pRetro mit loxP, ori, R6Kyori, Kan-Kassette Diese Arbeit
(aus pWLTK®6) und 1980 bp amyE (aus
B. subtilis Stamm 168)

pRetro-M pRetro mit loxP, ori, R6Kyori, Kan-Kassette Diese Arbeit
(aus pWLTK®6) und 1520 bp trpE (aus
M. luteus ATCC 27141)

pRetro-BAC1 pRetro mit R6Kyori, Kan-Kassette und 2062 bp Diese Arbeit
aus pTT27 (repA, ori)

pRetro-BAC2 pRetro mit R6Kyori, Kan-Kassette und 4074 bp Diese Arbeit

aus pTT27 (repA, ori und par locus)

3.1.2 Nahrmedien, Zusatze und verwendete Kits

Die verwendeten Medien wurden nach folgenden Angaben (Tabelle 5,

Tabelle 6, Tabelle 7) hergestellt und bei 121 °C fir 20 Minuten sterilisiert. Fir Festmedien
wurde zu der Losung 1,5 % (w/v) Agar-Agar zugegeben. Weitere Zuséatze wie Antibiotika,
Zucker, Substrate, Mineralien oder Vitamine wurden zunachst steril filtriert und zu dem auf
60 °C abgekuhlten autoklavierten Medium gegeben. Unter der Sterilbank wurden 25 mL des
flussigen Festmediums in eine Petrischale (Greiner Bio-One International AG, Kremsmunster,

Osterreich) gegossen und nach dem Aushérten weiter verwendet.
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Tabelle 5: Zusammensetzung LB- und TB-Medium

LB-Medium ( E. coli)

TB-Medium ( T. thermophilus)

Trypton 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
NacCl 5¢g/L
Wasser VE-Wasser
pH keine

(Luria et al., 1960)

8 g/L
4 g/L
3g/L
Aqua pure
7,5
(De Grado et al., 1999)

Tabelle 6: SH Minimalmedium

SH Minimalmedium

Tributyrin 1 % (viv) Casamino acids 5g/L
KoHPO4 0,75 g/L 100 pg/mL Biotin 0,1 mg/L
KH2PO4 0,25 g/L 1 mg/mL Thiamin 1 mg/L
NacCl 2g/L Agar-Agar 15g/L
(NH4)2S04 2,5¢9/L

pH-Einstellung auf 7,2 und autoklavieren bei 121 °C fir 10 min

Zugabe steriler Spurenelementldsungen (Endkonzentrationen)
CaCl 170 uM MnCl; x 4 H,0O 2,5uM
CoCl; x 6 H0 3,4 UM Na;MoO4 x 2 H,0 5 uM
CuS04 x5 H0O 0,1 uM NiCl> x 6 H20 0,1 uM
FeSO4 x 7 H20 21,6 uM VOSO;4 x 3 H0 0,5 uM
MgCl, 615 UM ZnS04 X 7 H20 0,2 UM
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Tabelle 7: Herstellung von YENB, SOB und SOC Medium

Medium Zusatz

YENB Hefextrakt 7,50/l
Bacto Nutrient Broth 8,0 g/L

SOB Hefeextrakt 0,5%

(Hanahan et al., 1983) Trypton 2%
NacCl 10 mM
KCI 2,5mM

autoklavieren und dann:

MgCl, 10 mM
MgSO4 10 mM
SOC Siehe SOB:

Zugabe von sterilfiltrierter

Glukose 20 mM

Die Chemikalien und Verbrauchsmaterialien stammen von den Firmen Applichem, Sigma,
Merck und Fluka, wenn nicht anders angegeben. Die Antibiotikastammlésungen und andere
Medienzusatze wurden entsprechend Tabelle 8 unten geltst und steril filtriert. Die Antibiotika

wurden bei -20 °C gelagert und erst kurz vor dem Gebrauch zu den Medien gegeben.

Tabelle 8: Verwendete Antibiotika und Medienzusatze

Zusatz Abku Konzentration  Ldsungsmittel
rzung
Ampicillin Amp 100 pg/mL Wasser
Chloramphenicol Chl 12,5 pg/mL Ethanol
Kanamycin Kan 20 pg/mL Wasser
Glukose Glc 1 % (wiv) Wasser
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid ITPG 01-1mM Wasser
Fosmid Autoinduction Solution AIS 1% (viv) Wasser
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3.1.3 Kultivierung von Bakterien

Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB- oder SOB/SOC-Medium fiir 24 h bei 37 ° C, aul3er es
besal’ ein in vivo modifiziertes Fosmid, dann wurde bei 42 °C inkubiert. T. thermophilus
benttigt zum optimalen Wachstum TB-Medium und wurde bei Anwesenheit von Kanamycin
bei 60 °C und bei Abwesenheit bei 70 °C inkubiert. Die Anzucht erfolgte entweder auf
Festmedien in Brutschrdnken oder in Flussigkulturen, die fiir eine ausreichende
Sauerstoffzufuhr bei 180 rpm geschiittelt werden mussten. Hierbei wurden ab einem
Kulturvolumen von 30 mL Erlenmeyer-Kolben mit Schikane verwendet und fur kleinere

Kulturvolumina Reagenzglaser beziehungsweise 15 mL Falcon-Tubes eingesetzt.

3.1.4 Verwendete Puffermischungen

In der Tabelle 9 sind alle Puffer, die in dieser Arbeit verwendet wurden, aufgelistet.

Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Puffer Zusammensetzung und Herstellung
Mclllvaine pH 6 0,1 M Citrat

0,2M NaHPO4
PBS 50 mM pH 6 0,6 % NaH2PO4

0,16 % NazHPO4

MES-Puffer pH 5,5 50 mM 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure
Sammelgelpuffer pH 6,8 61 g/L Tris
4 g/L SDS
Trenngelpuffer pH 8,8 182 g/L Tris
4 g/L SDS
TB-Puffer pH 6,7 10 mM PIPES
15 mM CacClz
250 mM KCI
50 mM MnCl;
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pH Wert einstellen und sterilfiltrieren

4x SDS Loading Dye 200 mM Tris-HCI
4% B-Mercaptoethanol
8 % SDS
0,4 % Bromphenolblau
40 % Glycin

10x SDS Laufpuffer 5mM Tris

192 mM Glycin

0,1 % SDS
50 mM Sorensen Puffer pH8 50 mM NaxH2PO4
0,1% Gum Arabis
5mM Natriumdeoxycholat

3.1.5 Bestimmung der Zelldichte

Um den Wachstumsverlauf einer Bakterienkultur zu Gberprifen, wurde die optische Dichte von
1 mL der Suspension im Spektralphotometer gemessen. Die Wellenlange wurde bei einer
E. coli Kultur auf 600 nm und bei T. thermophilus auf 550 nm eingestellt. Das entsprechende
Medium diente als Referenz und wurde ebenfalls fur die Verdinnung eingesetzt, wenn sich
der OD-Wert Uber 1,5 befand.

3.1.6 Zellernte und Gewinnung von Zellextrakten

Fur eine Vorkultur mit E. coli wurde eine Einzelkolonie von der Platte in 5 mL oder 30 mL
Selektionsmedium angeimpft und UN bei 37 °C und 180 rpm geschiittelt. Mit dieser Vorkultur
wurde die Expressionskultur mit einer ODgoo Von 0,1 gestartet, bei 37 °C geschiittelt bis zu
einer ODegy von ca. 0,7 inkubiert. Fir eine Expression UN wird IPTG mit einer
Endkonzentration von 0,1 mM induziert wahrend fur eine 4 h Expression die Endkonzentration
1 mM bendtigt wird. Die Kultivierung wurde jeweils unter Schutteln entweder fur 4 h bei 37 °C
oder UN bei 37 °C oder 20 °C durchgefiihrt. Nach der Expression wurde die Kultur bei
1000 rpm und 4 °C fur 10 Minuten abzentrifugiert. Der klare Uberstand wird abgenommen und

verworfen, die Pellets kdnnen fir den Zellaufschluss verwendet oder bei -20 °C oder Uber
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langere Zeit bei -80 °C gelagert werden. Bei einer Kultur mit T. thermophilus wurden dieselben
Arbeitsschritte eingeschalten, jedoch wurden die Temperaturen angepasst. Bei einer Kultur
ohne Antibiotikum wird bei 70 °C und mit Kanamycin 20 bei 60 °C inkubiert.

3.1.7 Herstellung von Glycerolstocks

Die Stammhaltung von E. coli und Thermus Kulturen erfolgte tber Glycerinstocks. Die tber
Nacht gewachsenen Bakteriensuspensionen wurden mit 25 % Glycerin (v/v) versetzt und in
ReaktionsgefaRen (1,5 mL) mit Schraubdeckel aliquotiert, in flissigem Stickstoff Schock
gefroren und bei -80 °C gelagert. Die Positionen der Stocks sind in Quartzy (Trang Pham Box
1 - 4) hinterlegt.

3.2 Molekulargenetische Methoden

Alle Materialien wie Eppendorf Tubes, Pipettenspitzen, GefaRe etc., wurden vor dem
Gebrauch entweder autoklaviert, mit 70%igen Ethanol (w/v) abgewaschen oder mit einem

Bunsenbrenner abgeflammt.

3.2.1 Nukleinsauren Analytik

3.2.1.1 Sequenzieren

Die Sequenzierung von DNA-Bereichen wurden mithilfe von EZ-Seq durch die Firma Macrogen
durchgefuhrt. Dafur wurden jeweils 5 pL der zu sequenzierenden DNA (100 ng/uL) und 5 pL des
Sequenzierprimers (5 ng/pL) in ein Eppendorf-Reaktionsgefal gegeben und zur Sequenzierung

an die Firma Macrogen geschickt.

3.2.1.2 Isolation und Aufreinigung von (meta)genomischen Nukleinsduren und Plasmiden
(DNA)

Zur Isolierung von Plasmiden fir die Klonierung, Transformation oder Lagerung wurde das
EasyPrep® Pro Plasmid Miniprep von Biozym gemaR Herstellerangaben benutzt. Die Elution

erfolgte mit MilliQ Wasser statt Elutionspuffer.

Fur die Isolation von Plasmiden fir Analysen, die keine hohe Reinheit erforderten, wurde die
Methode der Isopropanol Fallung (,dirty prep“) genutzt. Hierzu wurden 4 mL einer UN-Kultur

bei 13.000 rpm fiir 1 Minute abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in
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250 pL Puffer 1 (P1) resuspendiert und anschlieRend 250 uL Puffer 2 (P2) zugegeben. Das
Gefald wurde 10-mal invertiert und die Suspension maximal 5 Minuten bei RT inkubiert. Es
wurden 350 pL Puffer 3 (P3) hinzugegeben, mehrmals invertiert, 5 Minuten auf Eis inkubiert
und dann bei 13.000 rpm und 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefal uberfuhrt, mit dem 0,7-fachen Volumen Isopropanol durch
Invertieren gemischt und 5 Minuten bei RT inkubiert. Die Suspension wurde bei 13.000 rpm
und 4 °C bis zu 1 h abzentrifugiert, der Uberstand abgezogen, das Pellet mit 1 mL 70 %igem
Ethanol (EtOH) gewaschen und bei 13.000 rpm und 4 °C fur 2 Minuten abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgezogen und das Pellet bei gedffnetem GefaRdeckel und RT

getrocknet. Zuletzt wurde die DNA in 35 - 50 pL MilliQ-Wasser resuspendiert.

Tabelle 10: Pufferzusammensetzung fiur die Isopropanolféllung

Puffer 1 (Resuspension) Puffer 2 (Lyse) Puffer 3 (N eutralisation)
10 mM EDTA 0,2 M NaOH 3,2 M Kaliumacetat

50 mM Tris-HCI 1% SDS

auf 100 mL mit MQ auf 100 mL mit MQ auf 100 mL mit MQ

pH 8 einstellen
autoklavieren
100 pL RNase A (10 mg/mL)

bei 4 °C lagern

3.2.1.3 Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der GroRe und Konzentration von DNA-Fragmenten wurde eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die hierzu bendtigte Agarose (DNA: 0,8 % und RNA: 3 %)
wurde mit 1x TAE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und konnte nach dem Auflésen bei 60 °C
zur weiteren Verwendung gelagert werden. Die flissige Agarose wurde in eine dafir
vorgesehene Plastikwanne mit Gelkamm gegossen. Nach dem Aushérten des Gels wurde es mit
4 °C gekihltem 1x TAE-Puffer bedeckt und mit den Proben, die mit 1x Loading Dye gemischt
wurden, beladen. Zur Identifizierung der Banden wurde der 1 kB Marker der Firma Fermentas
verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 180 V fur 22 Minuten. Zum Anfarben der Banden
wurde das Gel fir mindestens 10 Minuten in ein Ethidiumbromidbad gegeben und anschieRend
unter UV-Licht betrachtet und mit dem Alphalmager (Protein simple) dokumentiert.
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3.2.1.4 Pulse field Gelelektrophorese (PFGE)

Gegenuber der konventionellen Agarosegelektrophorese konnen mittels Pulsed Field-
Gelelektrophorese (PFGE) Fragmente von 10 Kilobasen bis 1 Megabasen aufgetrennt
werden. Dabei werden komplette Bakterienzellen in Gelblocke eingebettet und in diesen mit
einem haufig schneidenen Restriktionsenzym verdaut. Nach dieser Praparation werden die
Gelbloécke in die Gelslots eingebracht und es folgt die Elektrophorese. Der Strom bei der PFGE
l&uft nicht nur in eine Richtung, sondern das elektrische Feld andert nach einer kurzen Zeit
(Pulszeit) immer wieder seine Richtung in einem Winkel von maximal 90°. Durch den
standigen Richtungswechsel des elektrischen Feldes sind die DNA-Molekiile gezwungen eine
langere Strecke durchs das Gel zu laufen. Dabei wandern die kleineren DNA-Molekile
schneller durch das Gel als die gréf3eren, wodurch eine Auftrennung solch grof3er Fragmente
maoglich wird. Die Auftrennung der DNA wird durch viele Faktoren beeinflusst wie z.B. der
eingeschlossene Winkel, die Feldstarke, die Gelkonzentration und die Temperatur. Die Puffer
und die Parameter fur die PFGE sind in der Tabelle 11 aufgelistet. Das Gel wurde nach 24
Stunden fur eine halbe Stunde in einer 1%igen Ethidiumbromidldsung gefarbt und

anschlieRend dokumentiert.

Tabelle 11: Puffer und Parameter fir die Pulse Field Gelelektrophorese

Puffer Zusammensetzung
TNE Puffer 10 mM Tris
200 mM NacCl

100 mm EDTA (pH 7,2)

TE Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA

EC Lysepuffer 6 mM Tris-HCI (pH7,2)
200 mM NacCl (w/v)
100 mM EDTA

0,5 Brij-58 (polyoxyethylen-20-cetylester, Sigma)
0,2 % Deooxycholat

0,5 % N-Laurylsarcosin

1 mg/mL Lysozym

20 pg/mL RNase

NDSK Puffer 0,5 M EDTA
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1 % (w/v) N-Laurylsarcosine
1 mg/mL Proteinase K (kurz vor Gebrauch)
0,1 M PMSF LOsung in Isopropanol gelost. Bei -20 °C lagern (Vorsicht:
Phenylmethansulfonylfluoride ist giftig!
Schutzkleidung anziehen)
Restriktionslésung Restriktionsenzym: 4 pL
10-facher Puffer: 20 pL
0,02 % Triton X-100: 4 uL
H,O: 172 pL

10-facher TBE Puffer 108 g Tris
55 g Borsaure
40 mL von 0,5 M EDTA

Parameter Einstellungen
Spannung 1,5v/icm

Zeit 24 Stunden
Temperatur 14 °C
Startzeit 1s

Endzeit 25s

3.2.1.5 DNA Gel Purifikation

Um mit einzelnen auserwahlten DNA-Banden weiter zu arbeiten, missen diese aus einem
Agarosegel aufgereinigt werden. Hierzu wurde zunachst eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Da Mutationen durch die Ethidiumbromid-Farbung oder UV-Strahlung vermieden werden sollten,
wurden die aufzureinigenden Proben in eine verbreiterte Kammer in der Mitte und je 2 pL rechts
und links davon aufgetragen. Vor dem Farben wurde der Teil mit den verbreiterten Kammern
vorsichtig mit einem Skalpell ausgeschnitten und nur die 2 pL-Probenbanden inklusive Marker
ins Ethidiumbromidbad gegeben. Unter UV-Licht wurden anschlieRend die Banden, die die
gewiinschte Fragmentgrol3e enthielten, zur Markierung eingeschnitten. Nach Abschalten des UV-
Lichts wurde das komplette Gel wieder zusammengefigt und die gewilnschten Fragmente
anhand der Markierungen ausgeschnitten. Die Aufreinigung erfolgte durch das AccuPrep® DNA
Gel Purification Kit von Biozym anhand des beigelieferten Protokolls, anstelle des Elutionspuffer

wurde MilliQ-Wasser verwendet.
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3.2.1.6 DNA Quantifizierung

Um die Konzentration und die Reinheit der isolierten DNA zu tberprifen wurde 1 pyL der Probe
am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Products, Wilmington, USA)
gemessen. Das DNA/Proteinverhéaltnis (OD 260/280) sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
Werte, die nicht in dem Bereich liegen, konnten auf eine Verunreinigung hinweisen. Die
Konzentration von einzelnen linearen DNA-Fragmenten kann auch tiber die Gelelektrophorese
bestimmt werden, indem man unterschiedliche Mengen des Markers auftrdgt und die

Intensitaten der Banden miteinander vergleicht.

3.2.1.7 Arbeiten mit mRNA

Die Quantifizierung der messenger RNA (mRNA) sagt aus, wie oft ein Gen in der Zelle
umgeschrieben wird. Die mMRNA ist einzelstrangig und daher instabiler als die doppelstrangige
DNA. Daher sollte man alle Tubes und Pipettenspitzen zweimal autoklavieren und beim

Arbeiten mit RNA immer Handschuhe tragen, um einen Verdau durch RNase zu vermeiden.

3.2.1.8 Isolation von RNA
Fur die Isolierung der Gesamt-RNA wurde das MasterPURE® von Epicentre verwendet und
nach Herstellerangaben gearbeitet. Dem Protokoll wurde ein weiterer Schritt mit der Roche

DNasel von der Firma Roche hinzugefigt, um die DNA-Kontamination zu verringern.

3.2.1.9 Umschreibung der mRNA in cDNA

Die Reverse Transkriptase (RT) schreibt die einstrangige RNA in eine doppelstrangige cDNA
um. Dazu erstellen die Enzyme zuerst einen RNA-DNA-Hybridstrang und bauen dann spater
den RNA-Anteil ab. Zum Schluss folgt die Vervollstandigung des einzel- zum doppelstréngigen
DNA-Strang. Fur diese Reaktion wurde das iScript™ Select cDNA Synthesis Kit von Biozym

verwendet und nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

3.2.1.10 Quantifizierung der RNA (qPCR)

Nachdem die mRNA zur cDNA umgeschrieben wurde, kann mithilfe der quantitativen Real-
time PCR die Transkriptmenge eines Gens durch das Fluoreszenzsignal in Echtzeit bestimmt
werden. Dazu wurden die spezifischen Primer, die in der Mitte der mRNA liegen, erstellt und
die Reagenzien aus dem Sso Advanced™ Universal SYBR® Green Supermix Kit von Biozym
verwendet. Der Farbstoff SYBR Green bindet sequenzunabhangig an doppelstrangiger DNA,
wobei die Starke des Signals proportional mit dem Gehalt des Amplifikats zusammenhangt.

Der Zyklus, bei dem das Signal zum ersten Mal tber der Hintergrundfluoreszenz liegt und
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somit den Schwellenwert schneidet wird als Threshold-Zyklus (engl.: threshold cycle; Ct)
bezeichnet. Der Ct-Wert ist von der Ausgangsmenge der cDNA abhéangig d.h. je mehr cDNA
am Anfang der Amplifikation in der Probe vorhanden ist, desto kleiner ist der Ct-Wert. Die
gPCR-Anséatze und auch die Programmierung des Laufes kénnen aus Tabelle 12 und Tabelle
13 abgelesen werden.
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Tabelle 12: gPCR Probenansatz

Komponenten Volumen / Rkt. Endkonzentration
Sso AdvancedTM SYBR Green supermix 10 uL 1x
Forward Primer variable 500 pL
Reverse Primer variable 500 pL
RNase/DNase-freies Wasser variable -
DNA Template variable CONA-1 g
gDNA: 50 ng-5 pg
Gesamtvolumen 20 uL -

Tabelle 13: gPCR Programm fiir cDNA, Plasmid DNA und genomische DNA

cDNA und Plasmid DNA

Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Enzymaktivierung 95°C 30s 1
Denaturierung 95 °C 5s
35 bis 40
Annealing / Extension opt. Temp. 10-30s
65-95 °C ,
Schmelzkurve , _ 2 —5 s/ Schritt 1
(in 5 °C Schritten)
Genomische DNA
Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Enzymaktivierung 98 °C 2 min 1
Denaturierung 98 °C 5s
35 bis 40
Annealing / Extension opt. Temp. 10-30s
65-95 °C _ -
Schmelzkurve 4-5's / Schritt 1

(in 5 °C Schritten)
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3.2.2 Molekulare Arbeiten und Modifikationen der DNA

3.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl.: Polymerase-Chain-Reaction, PCR) wird fur die in vitro
Amplifizierung von Genen verwendet. Die Reaktion besteht aus der Denaturierung, dem
Annealing und der Elongation. Diese drei Phasen werden zyklisch wiederholt (Loops),
wodurch das DNA-Fragment spezifisch vervielfaltigt wird. Die PCR-Reaktionen wurden im
Thermocycler von BioRad durchgefuhrt. Die Q5 High-Fidelity DNA-Polymerase von New
England BioLabs und das dazu gehdrige Protokoll des Herstellers wurden hierzu verwendet.
Die Reaktionen wurden in 25 uL Anséatzen durchgefiihrt und als Negativkontrolle diente je ein

Ansatz mit MilliQ Wasser anstelle der Template-DNA.

Der PCR-Ansatz und das dazugehdérige Programm kann aus der unteren Tabelle abgelesen
werden (Tabelle 14, Tabelle 15). Die Hybridisierungstemperatur X richtete sich nach dem CG-
Gehalt des Primer-Paares und die Elongationszeit Y nach der Lange des Amplifikats. Die
PCR-Produkte wurden mit dem AccuPrep® PCR Purification Kit der Firma Bioneer anhand des

beigelieferten Protokolls durchgefihrt.

Tabelle 14: PCR-Ansatz fur Q5 High-Fidelity Polymerase

Komponente Eingesetztes Volumen
Enhancer 5puL

Puffer S5 L

DNTPs 0,5 puL
Forward Primer (10 pmol) 1,25 pL
Reverse Primer (10 pmol) 1,25 pL
Q5-Polymerase 0,25 pL

H,0 10,75 pL
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Tabelle 15: PCR Laufprogramm

Schritt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 30s
Denaturierung 98 °C 10s
30x Hybridisierung X°C 20s
Elongation 72 °C X's 30s/1kbp
Finale Elongation 72°C 120's
Kihlen 4°C © s

3.2.2.2 Restriktionsverdau

Bei einem Verdau werden die Palindrome der doppelstrangigen DNA, die sog.
Restriktionsschnittstellen, von Endonukleasen spezifisch erkannt und geschnitten. Dabei
kénnen zwei verschiedene Enden (sticky und blunt ends) entstehen, die von der Lage der
gespaltenen Phosphodiesterbindungen abhéngen. Es wurden fir das jeweilige Enzym oder
auch Kombinationen von Enzymen die vom Hersteller (Fermentas) empfohlenen Puffer
verwendet. Die Inkubationszeit betrug 1 -3 Stunden bei 37 °C. Der Ansatz wurde fir
mindestens 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Bei hoherer DNA Menge wurden die Volumina der

anderen Komponenten entsprechend erhoht.

Tabelle 16: Ansatz fiir einen Restriktionsverdau

Komponente Eingesetzte Menge
DNA 2-3 UL
Restriktionsenzym 1puL
Puffer 1puL

H.0 X pL
Gesamtvolumen 10 pL

3.2.2.3 Dephosphorylierung und Blunting

Nach einem Verdau bleiben an den 5° Enden der DNA Phosphatreste zurlick, die fir eine

Ligation benotigt werden. Die alkalische Phosphotase von Fermentas wurde verwendet, die

die Dephosphorylierung (des Vektors) katalysiert und das Religieren von linearisierten
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Plasmiden verhindert. Der Prozess dauerte 10 Minuten bei 37 °C und wurde bei 75 °C
(5 Minuten) gestoppt. Zum Glatten (engl.: blunt) der Uberhanger (engl.: sticky ends) wurde das
Quick Blunt Kit von Epicentre verwendet.

3.2.2.4 lLigationen

Bei der Ligation wird ein gedffneter, dephosphorylierter Vektor mit einem DNA-Fragment durch
ihre kompatiblen Enden zusammengefigt. Mithilfe der Ligase wird das 3" Hydroxy-Ende mit
dem 5 Phosphat-Ende des Fragments durch die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung
verbunden. Das Verhdltnis zwischen den beiden eingesetzten Komponenten kann aus

folgender Formel entnommen werden:

m(Vektor)xGrafie(Insert)
Grafe(Vektor)

m(Insert) = x Verhdiltisfaktor

3.2.2.5 Gibson Assembly
Diese Methode bietet die Moglichkeit, bis zu flnf verschiedene DNA-Fragmente simultan zu

verbinden, ohne die Notwendigkeit von Restriktionsendonukleasen. Fir Gibson-Assembly ist
es zunachst notwendig, durch entsprechenden Primer-Design und PCR die zu verknupfenden

DNA-Fragmente so zu erstellen, so dass :

die zu verbindenden Fragmente eine

]

Sequenziberlappung von etwa 20 bp

aufweisen. Wahrend der Reaktion ¢ Exonuclease

verdaut eine Exonuklease dann die 5 i o — -

Enden der Fragmente, dass die —— i

freiliegenden 3-Enden uberlappen und i__
assembliert werden kdnnen (Abbildung

3). Fur die Assemblierungsreaktion &M

wurden zunéachst 10 pyL eines Mixes aus

den zu assemblierenden Fragmenten

hergestellt, indem die Fragmente jeweils ¢ Verlingerung der 3'-Enden
durch DNA-Polvmerase

im molaren Verhdltnis von 1:1 vorlagen.

Daraufhin wurden 10 uL des Gibson-

Assembly® Mastermix zugegeben und bei ¢ Ligation

50 °C fur 120 Minuten im Thermocycler

inkubiert. AnschlieRend konnte ein Telil
Abbildung 3: Gibson Assembly Schema

des Reaktionsansatzes in kompetente
Zellen eines Klonierungsstammes transformiert werden.
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3.2.2.6 Site-directed mutagenesis

Das ChangelT™ Multiple Mutation Site Directed Mutagenesis Kit von Affymetrix bietet die
Moglichkeit, zielgerichtete Punktmutationen mittels PCR in Plasmide einzufigen. Dazu wird
eine Vektor-PCR mit dem mutagenisierten Primer (z.B. Aminosaurenaustausch) und mit dem
komplementaren Amp Primer aus dem Kit (forward oder reverse) durchgefiihrt. Die Software
Clone Manager 9.0 wurde zum Erstellen der Primer verwendet. Die mutagenisierten
Basenpaare sollten sich in der Mitte der 20 - 25 Basenpaare befinden und das 5" Ende sollte
phosphoryliert sein, damit sich das Plasmid komplett schlieRen kann. Die Ansétze und das
PCR Programm wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die 5 - 10 pL der PCR wurden
in kompetente E. coli Zellen transformiert und auf Ampicillin 100 Platten ausplattiert. 5 - 10

Einzelklone wurden ausgewahlt, die Plasmide isoliert und durch Sequenzierung verifiziert.

3.2.3 Transformation von DNA

3.2.3.1 Herstellung von Ultra-kompetenten E. coli Zellen

Zur Herstellung ultra-kompetenter E. coli-Zellen wurden 250 mL SOB-Medium mit 1 mL einer
Ubernachtkultur von E. coli angeimpft und bei 4 °C zu einem ODesoo—Wert von 0,6 inkubiert.
Danach wurde die Zellsuspension in gekihlte 50 ml Falcons tberfiihrt und 10 Minuten auf Eis
gekdhlt. Bei 5000 rpm, 4 °C wurde 15 Minuten lang abzentrifugiert und das Zellpellet vorsichtig
durch Schwenken in insgesamt 50 mL Transformationspuffer resuspendiert. Dieser Schritt
wurde zweimal wiederholt und die Suspension zwischendurch immer wieder fir 10 Minuten
auf Eis gekuhlt. Zum Schluss wurden die Zellen in 17 ml Transformationspuffer und 1,19 mL
DMSO (in zwei Portionen mit einer 5-minttigen Pause dazwischen dazugeben) aufgenommen
und aliquotiert. Nach dem Schockfrieren im flussigen Stickstoff wurden die Zellen bei -80 °C

aufbewabhrt.

3.2.3.2 Chemische Transformation von E. coli

Ein Aliquot kompetenter Zellen (50 - 100 uL) wurde auf Eis langsam aufgetaut, 1 - 3 pL des
Plasmids dazu pipettiert, gemischt und die Zellen 30 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte der
Hitzeschock fir 20 - 40 Sekunden (je nach Herstellerangaben) im 42 °C-warmen Wasserbad
auf den gleich eine zweiminuitige Inkubation auf Eis folgte. Durch die Hitze 6ffnen sich die
Poren und die Zellen kénnen die DNA leichter aufnehmen, die anschlieBende Kalte stabilisiert
die Zellmembran und schlief3t die Poren wieder. Nun wurden 900 pL LB- oder SOC-Medium
zu den transformierten Zellen hinzugegeben und zur Expression der Antibiotikaresistenz 1 h
bei 37 °C inkubiert. Unterschiedliche Mengen der Bakteriensuspension wurden dann steril auf

Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und UN 37 °C bebriitet. Fiir die
51



Transformation von Plasmiden in kommerziellen NEB-5a-Zellen wurde nach dem

Transformations-Protokoll der Firma New England Biolabs verwendet.

3.2.3.3 Elektroporation von E. coli

Fir die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Stamme wurde 1 L YENB-Medium mit 5 mL
UN-Kultur inokuliert und fiir 3 - 6 h bei 37 °C geschiittelt. Wenn die Zellen eine optische Dichte
von 0,5 - 0,9 bei einer Wellenldnge von 600 nm erreicht hatten, wurde die Kultur zunéchst fur
10 Minuten auf Eis gelegt und dann bei 10.000 rpm bei 4 °C abzentrifugiert. Das Pellet wurde
zweimal in 200 mL eiskaltem Wasser resuspendiert und gewaschen. Danach wurden die
Zellen in 50 mL eiskalten 10 % (w/v) Glycerol resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Zum
Schluss wurde mit 2 mL 10 % Glycerol resuspendiert, in 50 pL aliquotiert und in flissigem
Stickstoff weggefroren. Die elektrokompetenten Zellen kénnen fir mehrere Monate bei -80 C
gelagert werden und bei Bedarf auf Eis aufgetaut werden. Zu den Zellen wurde 2 - 3 uL der
zu transformierenden DNA hinzugefligt. Dabei ist es sehr wichtig, dass die DNA-L&sung vorher
dialysiert wurde (1 Stunde auf Dialysefilterpapier von der Firma Millipore) und salzfrei ist, damit

die Elektroporation funktioniert.

Die Elektroporation wurde in einer Elektroporationskivette mit einem Elektrodenabstand von
1 mm (PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) mit einem Bio-Rad Gene Pulser [I™
Electoporation System durchgefiihrt. Die Klvetten wurden gekunhlt, bevor die aufgetauten
Zellen mit der DNA hinein pipettiert wurden. Die verwendeten Elektroporations-Parameter
waren 2,5 kVmm, 1,25 pFarad und 200 Ohm mit Zeitkonstanten um 5 ms. Nach erfolgtem
Elektroschock wurde 1 mL warmes SOC-Medium zu den Zellen gegeben und die Suspension
eine Stunde schittelnd bei 37 °C inkubiert, ehe der Transformationsansatz auf

Selektionsmedien ausplattiert wurde.

3.2.3.4 Natiirliche Transformation von T. thermophilus

Die Transformation von Zellen des natirlich kompetenten Stamms T. thermophilus HB27 mit
Fremd-DNA wurde nach dem Protokoll von Angelov et. al., 2009 durchgefiihrt. Es wurde eine
5 mL Vorkultur in TB-Medium mit einer Einzelkolonie des Stammes angeimpft und bei 70 °C
und 180 rpm Uber Nacht inkubiert (15 mL Falcon). Am nachsten Tag wurde mit 500 uL der
UN-Kultur, 5 mL frisches TB-Medium angeimpft und wieder bei 70 °C und 180 rpm, bis zu
einer ODsso von ca. 0,7, inkubiert. Anschlielend wurde diese Kultur 1:1 mit frischem TB-
Medium (Gesamtvolumen von 1 mL) in ein neues Reaktionsgefal® Gberfuhrt und fur 1 Stunde
weiter inkubiert. AnschlieRend wurde mindestens 1 pg DNA (maximal 35 uL Gesamtvolumen

DNA in Wasser) zugegeben und die Inkubation fir 2 Stunden fortgesetzt. Zum Schluss wurden
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die Verdinnungsstufen 10°, 10° und 107 erstellt und je 100 uL auf purem TB-Agar zur
Gesamtzellzahlbestimmung aufgetragen. Von der unverdiinnten Kultur wurden auch 100 pL
auf je eine TB-Agarplatte mit Kanamycin 20 (TB-Kan20-Agar) ausplattiert. Man kann im
Anschluss die Transformationseffizienz berechnen, indem man die Transformanden auf der
Kanamycinplatte durch die Menge [ug] an eingesetzter DNA teilt. Alle Platten werden zwei
Tage bei 60 °C inkubiert.

3.2.4 Konstruktion und funktionelle Analysen von Metagenom-Genbanken

3.2.4.1 Verwendete Genbanken und Umweltproben

Fur die funktionelle Metagenomanalyse standen verschiedene Genbanken in E. coli von
Kooperationspartnern und aus eigener Herstellung zur Verfigung (Tabelle 17). Die
Umweltproben stammen hauptsachlich aus extrem thermophilen Regionen und bieten
dadurch eine grol3e genetische Variabilitat an hitzestabilen Enzymen. Das Metagenom der
meist nicht kultivierbaren Bakterien kann direkt isoliert und in Fosmide verpackt werden. Das
hat den Vorteil, dass man die Proben vorher nicht aufkonzentrieren muss und die genetische

Diversitat erhalten bleibt.

Tabelle 17: Ubersicht der untersuchten Metagenom-Genbanken

Probenbezeichnung GroRRe der metagen. Genbank Herkun  ft

Mesophile Bakterien (MB) ca. 100.000 gepoolte Klone in
pCC1FOS

Thermophile Bakterien (TB) ca. 100.000 gepoolte Klone in P- Golyshin
pCC1FOS (Bangor University, UK)

Hyperthermophile Archaeen ca. 12.000 gepoolte Klone in
(HA) pCC1FOS

Umweltproben von heil3en Wasser, Sedimente und Biofilm L. Concalves, H. Santos

Quellen der Azoren Probenmaterial, Azoren (Universitit  Lissabon
(Portugal), teils in pCC1FOS und Portugal) '
teils pCT3FK 9

,Mexico" Sediment aus heilRer

Schwefelquelle; 50 °C; pH 6,7; ca. Ag Angelov
3330 Klone in pCC1FOS

JRussia”“ Biologisches Material aus Biofilter
einer Trocknungsanlage 60 °C;
pH 7,73; ca. 6650 Klone in
pCC1FOS

Ag Angelov
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3.2.4.2 Erstellung von Fosmidbanken aus (meta)genomischer DNA

Die Klonierung groRRer (meta)genomischer DNA-Fragmente in Fosmide bietet die Mdglichkeit,
grolRere Sequenzabschnitte (etwa 40 kb) pro Klon funktionell zu untersuchen und eine hdhere
Wabhrscheinlichkeit, zusammenhéngende Gene zu identifizieren. Voraussetzung fir die
Klonierung dieser sogenannten ,large-insert* Genbanken ist, entsprechend lange und intakte
DNA-Fragmente aus Mikroorganismen und Umweltproben zu erhalten. Fir die direkte
Isolierung der metagenomischen DNA aus der Umweltprobe wurde das “PowerSoil ® DNA
Isolation Kit* der Firma Mo Bio Laboratories, Inc. verwendet. Es wurde nach Herstellerangaben
gearbeitet. Die metagenomische DNA wurde in ungefahr 40 kb grofRe Fragmente geschert und
in pCC1FOS ligiert. Die Ubertragung der Fosmide erfolgte durch Transduktion von E. coli
EPI300 mit MaxPlax™ Lambda Bakteriophagen. Nach diesen Prozeduren wurden die
transduzierten Fosmidklone auf LB-Chloramphenicol (12,5 ug/mL) ausplattiert und
mindestens 10 Einzelkolonien mittels analytischem Restriktionsverdau mit EcoRI und BamHI
auf ihre Diversitat hin analysiert. Nach erfolgreicher Uberpriifung wurden je nach
GenbankgroRe mehrere hundert bis tausend gewachsene Kolonien in 96-Well
Mikrotiterplatten Gbertragen. Jede Kolonie entspricht damit einer spezifischen Position in der
Mikrotiterplatte. Die mit 180 pL LB-Medium und Chloramphenicol (12,5 pug/mL) Uber Nacht bei
37 °C inkubierten Mikrotiterplatten wurden schliel3lich zur Langzeitlagerung mit 20 uL DMSO
versetzt, mit einer sterilen Kunststofffolie (Tape pads 50, Qiagen, Hilden) verschlossen und
bei —80 °C weggefroren. Neben den pCC1lFOS Fosmidbanken, gab es auch pCT3FK
Genbanken. Dieser Vektor wurde von Angel et. al. 2009 hergestellt und enthalt neben den
genetischen Elementen des pCClFOS Vektors zusatzliche Selektions- und
Mobilisierungselemente (Psp, Promotor und thermostabile Kanamycin-Adenyltransferase des
E. coli-Thermus Shuttle-Plasmids pMK18 und chromosomale Sequenzelemente des pyr-
Locus in Thermus). Durch die neuen Elemente war es moglich, Genbanken direkt in

T. thermophilus zu transformieren und zu verifizieren.

3.2.4.3 Subklonierung von Fosmid-DNA

Einzelne Fosmide wurden fur die Sequenzierung in shotgun-Genbanken subkloniert. Dabei
wurde die Fosmid-DNA durch wenige Ultraschall-Pulse fragmentiert und die 1,5 — 3 kb grof3en
DNA-Stlcke nach gelelektrophoretischer Trennung aufgereinigt. Die DNA-Enden wurden mit
dem End-It™ DNA End-Repair Kit (Epicentre) behandelt. Das Anfligen von 3'-dA-Uberhangen
(A-tailing) wurde mit der DreamTaq DNA Polymerase (Fermentas) gemaf Herstellerangaben
ohne Primer und lediglich unter Zugabe von 0,2 mM dATP bei 72 °C fur 30 Minuten
durchgefuihrt. Die Klonierung der Insert-DNA in den pCR2.1-XL-TOPO Vektor (Invitrogen)

wurde laut Herstellerangaben durchgefihrt.
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3.2.4.4 Fosmid-DNA-Priparation im 96-Well Format

Fur die Fosmidisolierung wurden 2 Deep—well Blocke mit 1,2 mL zweifachen LB-Medium,
Chloramphenicol- und AIS-Zusatz (Autoinduction Solution) mit 20 pyl Zellsuspension
angeimpft und die Zellen fur 48 h bei 37°C und 350 rpm angezogen. Fir die
Fosmidpraparation aus in vivo modifizierten, gesicherten E. coli EPI300-Zellen wurde
genau wie oben beschrieben vorgegangen nur, dass dem Medium zusatzlich
Kanamycin 60 hinzugeflgt und bei 42 °C inkubiert wurde. Die Zellen wurden bei 4000 rpm
und 4 °C zehnminiitig abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und in 200 ul Puffer P1
(Resuspensionspuffer) resuspendiert. Durch Zugabe von 200 pl Puffer P2 (Lysepuffer)
erfolgte nun die Lyse der Zellen, welche durch Zugabe von Puffer P3
(Neutralisierungspuffer) gestoppt wurde (Puffer: Tabelle 10). Nachdem gut gemischt wurde,
folgte ein 30-minutiger Zentrifugationsschritt bei 4000 rpm und 4 °C, wobei
Zellbestandteile pelletiert wurden, wahrend die DNA im Uberstand verblieb. Der Uberstand
wurde nun in einen neuen Deep-well Block tberfuhrt, in welchem 650 pl Isopropanol
vorgelegt waren, und gut vermischt. Erneut wurde fur eine Stunde bei 4000 rpm und 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die pelletierte DNA durch Zugabe von 200 pl
70 %-igem Ethanol gewaschen. AnschlieRend wurde das Pellet bei Raumtemperatur

getrocknet und in 35 ul MilliQ-Wasser gelost.

3.2.4.5 In vivo Mobilisierung im 96-Well Format

Um ein und dieselbe pCClFOS-Metagenom-Genbank vergleichend in E. coli und in
T. thermophilus untersuchen zu kénnen, muss diese madifiziert und fur T. thermophilius
kompatibel gemacht werden. Hierfiir wird die Genbank tber die Plasmide pRetro-T2 und
pJM2545 in E. coli genetisch so verandert, dass ein Shuttle-Vektor geschaffen wird, der durch
homologe Rekombination die in ihm enthaltene metagenomische DNA in das Thermus-

Chromosom integrieren kann.

Von der in E. coli basierenden pCC1FOS-Genbank im DMSO-Stock wurden 10 - 20 ul der
Zellsuspension durch einen Stempel in 200 yl LB-Medium und Chloramphenicol neu
angeimpft und bei 37 °C lber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde ein Deep-well Block
mit 1,2 mL SOB-Medium und Chloramphenicolzusatz mit 20 ul der Ubernachtkultur angeimpft,
dieser zuerst fur 24 Stunden bei Raumtemperatur und anschlieRend 24 Stunden bei 20 °C
unter standigem Schatteln bei 350 rpm inkubiert bis die ODsoo im Bereich von 2,5 - 3,5 lag.
Nach zehnminutiger Inkubation des Deep-well Blocks auf Eis, wurde fir 10 Minuten bei
4000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und 350 ul TB-Puffer hinzu

pipettiert. AnschlieBend wurde vorgetextet und weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte
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ein weiterer zehnminutiger Zentrifugationsschritt bei 4000 rpm und 4 °C, bevor erneut der
Uberstand verworfen und vorgetextet wurde. Die Zellen waren nun bereit fir die
Transformation und es konnten 80 - 100 pl TB-Puffer mit vorher beigemischter Plasmid-DNA
(100 ng/Vektor/Well, Verhaltnis pRetro-T2/pJM2545: 1:1) hinzugegeben werden.

Nach der Zugabe von pRetro-T2 und pJM2545 wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert und dann
ein einmitiger Hitzeschock im Wasserbad bei 48 °C durchgefiihrt. Anschlie3end folgte erneut
ein dreiminutiger Inkubationsschritt auf Eis. Nun wurde zu den Zellen 1 mL SOB-Medium mit
1,0 mM IPTG zugegeben und eine Stunde bei 37 °C und 350 rpm geschiittelt. Durch den
Zusatz von IPTG wird erméglicht, dass die Expression der Cre-Rekombinase auf dem Plasmid
pJM2545 induziert wird, welche wiederum die Rekombination von pCC1FOS und pRetro-T2
zu pCC1FOS-retro Uber die loxP-Seiten katalysiert. Abschlielend wurden davon 100 ul in
einen neuen Deep-well Block mit 1,1 yl 2x LB-Medium, Chloramphenicol-, Kanamycin und
AlS-Zusatz Uberfuhrt und fur 48 h bei 42 °C unter standigem Schiitteln bei 350 rpm inkubiert.
Aufgrund seines temperatursensitiven oris (bis 30 °C) kann pJM2545 bei 42 °C nicht
repliziert werden und geht verloren. Somit ist eine Rickreaktion von pCC1FOS-retro zu
pCC1FOS und pRetro-T2 weitgehend ausgeschlossen.

3.2.4.6 Transformation von Zellen des Expressionswirts T. thermophilus im 96-Well Format
mit Fosmidbanken

Die Transformation in T. thermophilus im 96-Well Format erfolgte nach der Methode von
Berenguer. Hierfur wurden zunéchst mit einer Einzelkolonie von T. thermophilus BLO3 30 ml
TB-Flussigmedium angeimpft und iiber Nacht bei 70 °C inkubiert. Mit 15 mL der Ubernacht-
kultur wurden erneut 150 mL frisches TB-Medium angeimpft und bei 70 °C und unter
standigem Schutteln bei 180 rpm solange inkubiert, bis eine ODsso von 0,7 erreicht wurde.
AnschlieRend wurden 150 mL frisches TB-Medium hinzugegeben und eine weitere Stunde bei
70 °C und 180 rpm inkubiert. Daraufhin wurden 1,2 mL/Well dieser Thermus-Suspension auf,
die vorher ebenfalls im 96-Well Format extrahierte DNA, gegeben und fir weitere zwei
Stunden bei 70 °C und 350 rpm inkubiert. In einem letzten Schritt wurden davon 100 ul/Well
entnommen und in einen neuen Deep-well Block mit 1,2 mL/Well vorgelegtem TB-Kanamycin-
Medium Uberfuhrt und 48 h bei 60 °C inkubiert.
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3.2.5 Durchmusterungsmethoden

3.2.5.1 Platten-Screenings

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Suche nach neuen, biotechnologisch
anwendbaren Enzymen. Dazu wurde ein Platten-Screening auf den Substraten
Carboxymethylcellulose (CMC), fettarme Milch, Xylan, Starke, Triolein und Tributyrin
durchgefihrt.

3.2.5.2 Vorbereitung der Substratplatten

Fur die Festmedien wurden die spezifischen Medien mit 15 g/l Agar und Antibiotikazusatz
erstellt. Festmedien mit den Substraten CMC, Xylan, Stéarke, Triolein und Tributyrin konnten
auf herkdbmmliche Weise bei 121 °C fur 20 Minuten autoklaviert werden. Das Medium fur
fettarme Milch wurde dagegen nur flr 10 Minuten bei 80 °C autoklaviert, da ansonsten die im
Milchpulver enthaltenen Proteine denaturieren wirden. Separat davon wurden 7,5 g Agar in
250 mL bidestilliertes Wasser geldst und fiir 20 Minuten bei 121 °C autoklaviert. Anschliel3end
konnten Medium und Agar zusammengefiihrt werden. Bevor Triolein- und Tributyrin-
Substratplatten gegossen werden konnten, musste das autoklavierte Medium emulgiert
werden, da sich die darin enthaltenen Fette zu Micellen zusammenlagern wiirden. Zusétzlich
wurden dem Trioleinmedium vor dem GielRen der Platten 0,001 % Rhodamin B zugesetzt,
welches sich an Triolein anlagert. Ein positiver Klon ware in der Lage, Triolein und Rhodamin B
zu spalten, welches dann durch Bestrahlung mit UV-Licht bei 365 nm nachgewiesen werden

konnte.

Tabelle 18: Zusammensetzung der Substrat-Agarplatten

Substrat Zusammensetzung Anmerkung
Xylan LB- oder TB-Medium pH 7 (bei LB)
1 g/L Xylan pH 7,5 (bei TB)
15 g/L Agar autoklavieren

Auf 1 L mit bidest. H,O

Fettarme Milch 20 g/L Skim milk pH=7
(Skim Milk) 5 g/L Hefe-Extrakt Fur 1 — 2 h rihren, 10 min bei 80 °C
erhitzen

0,8 g/L NaCitrat
Auf 500 mL mit bidest. H,O 2-fachen7,5g _Agar in 500 mL bidest.

H.O autoklavieren und vor dem
Platten gieBen  mit  Substrat

vermischen
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Substrat

Zusammensetzung

Anmerkung

Starken 10 g/L Pepton pH 7,2 und autoklavieren
5 g/LK2HPO,
2,5 g/L Hefe-Extrakt
3 g/L 16sl. Starke
15 g/L Agar
Auf 1 L mit bidest. H.O
Carboxymethyl- LB- oder TB-Agar pH 7 (bei LB)
cellulose 1 g/L CMC pH 7,5 (bei TB)
15 g Agar autoklavieren
Auf 1 L mit bidest. H.O
Triolein LB- und TB-Medium pH 7 (bei LB)
10 g/L Triolein pH 7,5 (bei TB)
15 g/L Agar autoklavieren
Auf 1L mit bidest. H.O vor dem GielRen emulgieren und
0,001 % Rhodamin B zugeben
Tributyrin LB- und TB-Medium pH 7 (bei LB)

10 g/L Tributyrin
15 g/L Agar
Auf 1L mit bidest. H20

pH 7,5 (bei TB)
autoklavieren

vor dem GielRen emulgieren

Die Fosmidklone in E. coli EPI300 beziehungsweise in T. thermophilus wurden mithilfe eines

46 Metallstempels auf die verschiedenen Substratplatten Gbertragen und fiir E. coli-Zellen bei

37°C und 60°C jeweils 24 Stunden beziehungsweise fir T. thermophilus-Zellen fir
48 Stunden bei 60 °C inkubiert.

3.2.5.3 CMCasen und Xylanasen

Um Klone zu finden die in der Lage sind, die Celluloseverbindungen CMC und Xylan

abzubauen, wurden die Substratplatten zunachst durch Abschaben von den darauf

befindlichen Zellen befreit und die Platten fir 20 Minuten mit 1 %-iger Kongorotldsung

eingefarbt. AnschlieRend wurden die Platten durch 1 M NaCl-Lésung tber Nacht entfarbt.

BesalR ein Klon eine CMCase- beziehungsweise Xylanase-Aktivitat hatte er das jeweilige

Substrat lokal abgebaut, sodass an dieser Stelle ein heller Halo auftrat.
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3.2.5.4 Esterasen, Lipasen und Proteasen

Der Nachweis von Esterase-, Lipase und Protease-Aktivitat erfolgte durch tribe,
lichtundurchléassige Agarplatten. Klone, die in der Lage waren, die Substrate fettarme Milch,
Triolein und Tributyrin abzubauen, konnten durch einen Halo um die Bakterienkultur
identifiziert werden. Bei Aktivitdt auf dem Substrat Triolein wurde zusatzlich Rhodamin B

freigesetzt, welches durch seine Fluoreszenz bei 365 nm nachweisbar war.

3.2.5.5 Amylasen

Um Amylase-Aktivitat nachzuweisen, wurden die Starkeplatten zunachst durch Abschaben mit
70%igem Ethanol von den darauf befindlichen Zellen befreit, mit Wasser neutralisiert und
anschlielend mit Lugolscher Losung etwa 20 Minuten lang inkubiert. Das in der Lugolschen
Lésung befindliche Jod lagert sich hierbei in die Starke-Molekiile ein, so dass sie dunkelviolett
angefarbt werden. Bei Amylaseaktivitat wird die Starke allerdings abgebaut, wodurch Jod nicht

interkalieren kann und weifRe Halos auf den Platten ersichtlich werden.

3.2.5.6 Vakuumgerdt-Manifold (PALL)

Zur Optimierung der Fosmidisolation im 96 Deep-well Format wurde die Multi-Well Plate
Vacuum Manifold von Pall angewendet. Die Apparatur wird in Kombination mit 96 Deep-well
Platten, die verschiedene Bindemembranen besitzen, benutzt. Zum Beispiel wird nach dem
Resuspendieren und Lysieren der Zellen die Suspension auf die ,Lysate Clarification Platte
pipettiert. Mithilfe des angeschlossenen Vakuums, wird der klare Uberstand in die neue Deep-
well Platte gezogen und die ausgefallenden Proteine und Zellriickstdnde in der Membran
zurlckgehalten. Mit dem gleichen Prinzip funktioniert auch die ,DNA-binding“ Platte, wobei
hier die aufzureinigende DNA an der Silica-Membran bindet und mit Wasser wieder eluiert

wird.

3.2.5.7 ViaFlo 96 (INTEGRA)

Zur Effizienzsteigerung wurde der Pipettierrobotor Viaflo 96 von der Firma INTEGRA fur die
Arbeiten im 96 Deep-well Blocken ausgetestet. Das Gerét kann einerseits manuell gesteuert
werden oder Pipettierabfolgen automatisch durchfihren; dadurch sollte der Durchsatz der
Fosmidpraparationen und vor allem die Reinheit der Fosmide gesteigert werden. Daruber
hinaus konnen durch das prézise und standardisierte Pipettieren Kontaminationen und

Pipettierfehler vermieden werden.
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3.2.5.8 Durchmusterung im Pool

Die vergleichende Durchmusterung von Fosmid-Bibliotheken in E. coli und T. thermophilus ist
mit dem Problem behaftet, dass zwar das Screening der Fosmid-Bibliothek in E. coli meist
keine Probleme darstellt und gut durchfihrbar ist, die anschlielende Transformation in
T. thermophilus besonders mit vorhergehender in vivo Modifikation jedoch keine gute Effizienz
aufweist und damit immer weniger Klone in T. thermophilus durchmustert werden als es in
E. coli der Fall ist. Zusétzlich stellt es einen enormen Zeit- und Kostenfaktor dar. Diesbeziiglich

kénnte das Pool-Screening eine enorme Erleichterung darstellen.

3.3 Proteinbiochemische Analysen

3.3.1 Quantifizierung der Proteinkonzentration

Durch den Bradford Assay kann mithilfe eines Photometers die Proteinkonzentration im
Bereich mg/mL bestimmt werden. Der Coomassie-Brillant-Blau Farbstoff bildet Komplexe mit
den unpolaren und kationischen Seitenketten der Proteine und verschiebt dadurch das
Absorptionsmaximum von 479 nm auf 595 nm. Die Farbreaktion vom rétlichen zum blaulichen
hangt von der Menge der Proteine ab, deshalb ist fur die Konzentrationsbestimmung eine
Kalibrierung mit einem Protein notwendig. In dieser Arbeit wurde eine Kalibrierungskurve mit
dem Standardprotein Bovines Serumalbumin (BSA) durchgefiihrt. Zur Bestimmung von
Proteinkonzentrationen wurde ein Bradford-Reagenz der Firma Serva verwendet. Dazu
wurden 10 - 100 pL der Probe in eine 1 mL-Kivette gegeben und auf 1 mL mit Bradford-
Reagenz aufgefullt. Nach dem Mischen wurde die Probe fir 5 Minuten lichtgeschuitzt inkubiert
und anschlie3end die OD595 gemessen. Als Referenz diente 1 mL pures Bradford-Reagenz.
Anhand einer zuvor mit BSA erstellten Eichgerade konnte dann die Konzentration der in der
Kivette befindlichen Proteine berechnet werden. Die Eichgerade wurde mit BSA-
Konzentrationen von 0 - 150 pg/Klvette erstellt. Dafur wurde BSA mit einer Konzentration von
10 pg/uL verdiinnt und in die Klvetten pipettiert, so dass die gewlinschte Menge an BSA
vorlag. AnschlieBend wurde mit Bradford-Reagenz auf 1 mL aufgefiillt und nach sorgféaltigem
Duschmischen und Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 Minuten die ODsgs gemessen. Die
ODsgs wurde dann gegen die BSA-Menge aufgetragen und anhand des linearen Bereichs eine
Formel geschrieben, mit der spater die Proteinmenge in den Proben berechnet werden konnte.
Um die Proteinkonzentration in pg/uL zu erhalten wurde dann durch das eingesetzte

Probenvolumen geteilt:

60



Proteinkonzentration (in pg/Kivette) = ODsgs 164

Proteinkonzentration [pug/Kuvette]
Proteinkonzentration [pg/pL] =

Eingesetztes Probenvolumen [pL/Kuvette]

3.3.2 Aufkonzentrierung und Dialyse von Proteinen

Um die Proteinkonzentration zu erh6hen wurde mithilfe von Ultrafiltrationssaulen (Vivaspin 15,
MCO 10 kDa, Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen) auf ein kleines Volumen eingeengt.
Viele Salzkomponenten kdnnen die Aufreinungen Uber die Affinitatssaulen stéren und sollten
vor dem Beladen durch eine PD-10 Saule (Sephadex™ G-25M, GE Healthcare) entfernt

werden.

3.3.3 Formulierung von Proteinlésungen

Fur eine langere Haltbarkeit und bessere Lagerung der aufgereinigten Proteine wurde
20%iges Glycerol hinzugegeben. Bei einer Lagerung bei 4 °C konnte die Proteinlésung fir
mehrere Wochen verwendet werden, bei -20 °C wurden die aktiven Proteine langerfristig

konserviert.

3.3.4 Heterologische Proteinexpression und Zellaufschluss mit Ultraschall und
mechanisch (Bead-beater)

Zur Gewinnung von Proteinen wurden zunachst 30 mL LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum in 100 mL-Schikanekolben mit Einzelkolonien oder mit einer Ubernacht-
Flussigkultur der klonierten Rosetta2-Zellen angeimpft. Beim Animpfen der 1 - 3 Liter grof3en
Expressionskultur wurde zunachst die ODeoo der Vorkultur gemessen und so angeimpft, dass
eine Start-ODsoo von 0,1 - 0,2 erreicht wurde. AnschlielRend wurde bei 37 °C und 180 rpm so
lange inkubiert, bis die ODsoo der Zellsuspension bei etwa 0,7 lag. Die Induktion erfolgte durch
die Zugabe von 0,1 mM IPTG, woraufhin Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm weiter inkubiert
wurde. Zur Proteingewinnung wird ein Pellet geernteter Zellen in 2 mL 1 M Tris-HCI-Puffer
(pH 8) resuspendiert und die Zellen tber Sonifizierung aufgeschlossen (Einstellungen: 30-
35 %, 5 - 15 Minuten, Intervall 0,5). Eine weitere Mdglichkeit der ZellaufschlieBung ist mithilfe
des ,Bead-beaters“-Gerat und den dazugehdrigen FastPROTEIN™ BLUE KIT
Reaktionsgefalien von der Firma MP Biomedicals. Die Suspension auch Rohextrakt genannt

(engl.: crude extract, CE), wird bei 13.000 rpm und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert und der
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klare Uberstand wird in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt (Uberstand; engl.: supernatant,
SN). Wenn mit einem hitzestabilen Protein weiter gearbeitet werden soll, kann ein zuséatzlicher
Hitzedenaturierungsschritt bei 80 - 85 °C fur 10 Minuten eingefiigt werden. Danach wird die
etwas weil3liche ausgeflockte Suspension wieder bei 13000 rpm zentrifugiert und das Pellet
verworfen, der mit Hitze behandelte Uberstand (engl.: heat-treated supernatant, HT-SN) wird

weiter verwendet.

3.3.5 Proteinaufreinigung

3.3.5.1 Hitzefdllung von Zellextrakten

In dieser Arbeit wurde hauptsachlich mit thermostabilen Proteinen gearbeitet, die bei
80 - 95 °C ihre richtig gefaltete Tertiarstruktur und Aktivitat nicht verlieren. Diese Eigenschaft
wurde genutzt, um das Zielprotein von den restlichen Proteinen im Rohextrakt zu entfernen.
Dazu wurden die durch Ultraschall aufgeschlossene Zellsuspension bei 13.000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wird dann fiir 10 Minuten bei 80 °C inkubiert und wieder unter den
gleichen Bedingungen zentrifugiert. Der hitzebehandelte Uberstand kann nun weiter (ber

Affinitatssédulen aufgereinigt werden oder fir Enzymtests eingesetzt werden.

3.3.5.2 Aufreinigung mittels Fast Protein Liquid Chromatographie (FPLC)

Das Zielprotein wurde mithilfe der AKTA™explorer System (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden) mit P-920 Pumpe, UPC-900 Monitor, INV-907 Verteiler und den
Fraktionskollektor Frac-900 aufgereinigt. Uber die UNICORN Software konnte die Akta bedient
werden und die Laufbedingungen wurden mit dem WIZARD Programm eingestellt. Stérende
Partikel wurden durch einen Filter (Minissart 0,2 um Porengréi3e, Statorius-Stedim, Géttingen)
von Proben, Losungen oder Puffern entfernt. Alle Anschlisse wurden durch standigen
Flussigkeitskontakt auch ,drop-to-drop* genannt, miteinander verbunden, um das Eindringen
von Luftblasen zu verhindern. Zwischen dem Umpuffern von Ethanol und dem Laufpuffern
wurde stets mit gefiltertem MilliQ-Wasser gesplilt. Die Saule sollte nach Benutzung zum
Regenerieren mit 0,5 mM NaOH und zur Lagerung mit 20 %igem Ethanol (v/v) gespult werden.

Die verwendeten Saulen und ihre Parameter sind in Tabelle 19 aufgefihrt.
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Tabelle 19: Parameter und Saulen fiir die FPLC-Laufe

Kationen- Anionen- . .
Gelfiltration
austauscher austauscher
HiLoad XK 16/60
Saulentyp Source 15S Source30Q
Superdex200
50 mM
50 mM 50 mM )
Puffer A , Tris-HCI pH 8,
Phosphatpuffer pH 7 | Tris-HCI pH 8
150 mM NacCl
Puffer B Puffer A+ 1 M NaCl Puffer A+ 1 M NaCl -
Gradient 20 CV 10 CV Isokratisch; 1,2 CV
Fraktionierung
Flussrate 2 mL/min 2 mL/min 1 mL/min
Fraktionsvolumen | 2 mL 2 mL 2 mL

3.3.5.3 Aufreinigung mittels Size Exclusion (Gréfenausschluss)

Nachdem die Proteinlésung aufgrund ihrer Affinitat zum Anionen- bzw. Kationenaustauscher
aufgereinigt wurde, wird die Reinheit des Zielproteins durch den GréflRenausschluss Uber die
Size Exclusion Saule erhoht. Daftr wurde eine Hi Load 16/60 Superdex 200 Saule (GE
Healthcare) mit dem Puffer 1 (50 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl) verwendet. Die Flussrate der
Saule wurde auf konstante 1 mL/min eingestellt und zunéchst ein Sdulenvolumen (ca. 120 mL)
mit filtriertem MilliQ-Wasser und dann mit Puffer 1 equlibriert. Uber einen 1 mL Loop wird die
Probe auf die Saule aufgetragen und die Eluate in 2 mL Fraktionen vom Fraktionskollektor
gesammelt. Die Proteine mit einem grof3eren Molekulargewicht werden zuerst eluiert, da sie
leichter durch das Saulenmaterial flielRen kdnnen, wahrend die kleineren Proteine in die Poren

des Saulenmaterials eindringen und einen langeren Weg uber die S&ule durchlaufen mussen.

3.3.5.4 Aufreinigung mittels immobilisierter Metallionen-Affinitéts-Chromatographie

Es wurden Konstrukte mit dem pET21a Vektor erstellt, der ein rekombinantes Protein mit
einem HIS-tag exprimieren kann. Die Aufreinigung solcher Proteine erfolgte Uber eine
Metallionen-Affinititschromatographie (IMAC). Dazu wurde das Protino® Ni-IDA Protein
Aufreinigungskit (Macherey-Nagel) verwendet und nach Herstellerangaben gearbeitet. Hierzu
wurde zundchst ein Pellet der geernteten Zellen in 1 mL 1x LEW-Puffer resuspendiert. Zum
Zellaufschluss wurde solange sonifiziert (Einstellungen: 30 - 35 %, 5 - 15 min, Intervall 0,5, fur

5-15min) bis die Trubung sichtbar nachlie3. Anschlielend wurde eine Probe des so
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gewonnen "crude extracts" flr spatere Analysen abgenommen und aufbewahrt. Der Rest
wurde bei 10.000 x g und 4 °C fir 30 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald Gberfuhrt. Die Saule wurde mit 4 mL 1x LEW-Puffer equilibriert. Dann wurde
das klare Lysat aufgetragen und der Durchlauf aufgefangen. Es wurde zwei Mal mit 4 mL
1x LEW-Puffer gewaschen und die Fraktionen getrennt aufgefangen. Zuletzt wurde drei Mal
mit 3 mL 1x Elutionspuffer das gebundene Protein eluiert und die drei Fraktionen wiederum

getrennt gesammelt.

3.3.5.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts wurden Tris-Glycerin-
SDS-Polyacrylamid Gele gegossen. Die Gele liefen durch ein Elektrophoresegerét von Biorad
und wurden anschlieend mit Coomassie Blue gefarbt und mit einer Lésung aus 30 %
Methanol und 10%iger Essigsaure wieder entfarbt (jeweils 10 Minuten bei 60 °C). Als Marker
wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder von Fermentas verwendet. Man
unterscheidet zwischen einem denaturierenden Polyacrylamidgel und einem nativen Gel, bei

dem die Proteine sowohl strukturell als auch funktionell intakt bleiben.

Fur die Auftrennung von Proteinen nach ihrer molekularen Masse wurden SDS-Gele nach
unten stehendem Pipettierschema hergestellt. Die Gele wurden mithilfe von Glaskammern der
Firma Biorad so gegossen, dass das Sammelgel ca. 3 cm lang war. Die erstarrten Gele
wurden in die Mini-PROTEAN® Tetra System Gelapparaturen eingespannt. Die Proteinproben
wurden mit 4x SDS-Ladepuffer gemischt und bei 96 °C fur 5 Minuten denaturiert. Nach kurzem
Abkuhlen wurden sie dann in die Taschen des SDS-Gels pipettiert. Als Grof3enstandard wurde
PageRuler Plus™ Prestained Protein Ladder der Firma Thermo Scientific verwendet. Die
Gelelektrophorese wurde bei 15 mA gestartet, bis die Banden am unteren Ende des
Sammelgels eine gerade Linie bildeten. AnschlieBend wurde auf 30 mA erhoht, bis die
unterste Bande des Markers den unteren Gelrand erreicht hatte. Das Gel wurde dann
vorsichtig aus der Kammer entfernt und fir 20 Minuten mit einer Coomassie-Farbeldsung
(25 % Isopropanol, 10 % Essigsaure, 0,5 % Coomassie Blue) angefarbt und anschliel3end mit
10%iger Essigsaure entfarbt, bis deutliche Banden sichtbar waren. In der unteren Tabelle 20

sind die Ansatze fir jeweils 5 Gele aufgelistet.
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Tabelle 20: Zusammensetzung fur 4 SDS-Gele

Trenngel (10 %) Volumen
Trenngelpuffer 5mL
H.O 10 mL
(Bis-) Acrylamid 5mL
APS 10 pL
TEMED 30 pL
Sammelgel (4 %) Volumen
Sammelgelpuffer 2,4 uL
H-0 6,6 uL
(Bis-)Acrylamid 1mL
APS 100 pL
TEMED 60 uL

3.3.5.6 Silver Staining

Die Silberfarbung ist ein Verfahren, um Proteine, Kohlenhydrate und Nukleinsduren in einem
Polyacrylamidgel sichtbar zu machen. Mit dieser Methode wird eine viel héhere Sensitivitat
(Nachweisgrenze: 0,1 ng - 1 ng/ Bande) im Vergleich zu Coomassie-gefarbten Gelen oder
anderen Proteinfarbungen erreicht. Die Silberionen in der Silbernitratldsung lagern sich an die
negativ geladenen Seitenketten der Proteine an und werden durch die anschlieRende Zugabe
von Formaldehyd zu elementarem Silber reduziert. Dadurch werden die Proteine im Gel
schwarz geféarbt. In dieser Arbeit wurden die Lésungen und auch das Protokoll des

PageSilver™ Silver Staining Kits von Fermentas verwendet.

3.3.5.7 Southern Blot
Die Southern-Blot Methode dient dazu gezielte DNA-Fragmente zu identifizieren und zu
guantifizieren. Die gesamte genomische DNA wurde mit einem geeigneten Restriktionsenzym,
bei dem die zu identifizierende Bande nicht zerstdrt wurde und eine definierte Lange besitzt,
Uber Nacht verdaut und fur 2 -3 Stunden (max. 80 V) auf einem 0,8%igen Agarosegel
aufgetrennt. Auf die Vakuum-Blot Apparatur wurde nun die Nylonmembran (SensiBlot™ Plus
Nylon Membrane, Fermentas) aufgelegt und die restliche Flache mit einer Kunststofffolie
versiegelt, die eine Aussparung fur die Membran und das Agarosegel besitzt. Nachdem das
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Gel Uber der Membran platziert wurde, wurden die Gelkammern mit 2%igem Agarosegel
verschlossen und das Vakuum (5 Hg) eingeschaltet. Um eine hohe Transfereffizienz zu
erreichen, erfolgte zunéchst eine Depurinierung der DNA fir 15 Minuten mit einer 250 mM HCI
Losung, dabei schlug die blauliche Farbe des Loading Dys ins Gelbliche um. Im Anschluss
wurde zunéchst zweimal fir 1 Minute mit MilliQ-Wasser gespuilt und mit der Denaturierung
(20 min in LAsung 2: 1,5 M NacCl; 0,5 M NaOH) fortgesetzt. Nach der Neutralisierung (30 min
in Lésung 3: 1,5 M NacCl, 0,5 M Tris, pH 7,5) erfolgte der Transfer fir 2 Stunden mit 20x SSC
Puffer (0,3 M Na3Citrat, 3 M NaCl, pH 7). Der nachste wichtige Schritt war das ,Crosslinking*,
bei der mithilfe einer einmutigen UV-Strahlung die DNA kovalent an die Nylonmembran
verknipft wurde. Die Membran wurde anschlielBend mit der Hybridisierungslésung (1,5 mL
20x SSC; 0,5 mL 50x Denhardt’'s Solution; 0,25 mL 10 % SDS; 2,5 mL 100 % Formamide
(v/v); 0,25 mL MQ) fir 1 Stunde bei 42 °C vorhybridisiert. Danach wurde die markierte Sonde
(Biotin DecalLabel Labeling Kit, Fermentas) in Hybridisierungslésung gegeben, fir 5 Minuten
bei 100 °C aufgekocht und Uber Nacht mit der Membran bei 42 °C hybridisiert. Am nachsten
Tag wurde die Membran zweimal fir 10 Minuten mit Waschlésung 1 (2x SSC, 0,1 % SDS) bei
RT und dann zweimal fir 20 Minuten bei 65 °C in Waschldésung 2 (0,1x SSC, 0,1 % SDS)
gewaschen. Die Detektion der hybridisierten DNA-Fragmente erfolgte genau nach den
Angaben des Biotin Chromogenic Detection Kits. Die Membran wurde getrocknet und

zwischen Filterpapieren zur Fotodokumentation aufbewabhrt.
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3.4 Biochemische Charakterisierung

3.4.1 [-Glukosidase- und B-Galaktosidase Test

1,2 mL einer UN-Kultur wurde pelletiert und in 1,2mL 0,1 M Phosphatpuffer (60,1 mM
Na;HPO4, 45,8 mM NaH:PO.) resuspendiert. 200 pL wurden davon abgenommen, um die
optische Dichte bei ODsgo zu bestimmen und der Rest der Suspension wurde mit 1 % (v/v)
Toluen gemischt. Die Chemikalie permeabilisert die Zellwand und setzt die Proteine frei. Fur
die Bestimmung von B-Glukosidase wurde Para-Nitrophenyl-B-D-Glukopyranosid (pNP-Glu)
verwendet und para-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (pNP-Gal) fur die B-Galaktosidase
Messung. Drei Anséatze mit jeweils 500 pL der permeabilisierten Zellen, 500 uL Phosphat-
puffer und 50 pL einer 50 mg/mL Substratldsung wurden angefertigt und bei 80 °C inkubiert,
bis sich die Losung gelblich (Freisetzung des para-Nitrophenols) farbte. Danach wurde die
Reaktion mit 200 pL NaCOj3 abgestoppt und fur 5 Minuten bei 21.000 x g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde bei einer Wellenlange von 420 nm und zur Absorptionskorrektur durch
Zellbestandteile bei 550 nm im Photometer gemessen. Mit folgender Formel werden die Miller
Units fUr die Enzymaktivitat bestimmt, wobei die Zeit (t) in Minuten angegeben wird und das

Kivettenvolumen (V) immer 1 mL entsprach.

1000 X [ODa2onm — (1,75 X ODssonm) ]

Eng-Aktivitat (Miller Units) = T XV x OD )
600nm

3.4.2 Bestimmung reduzierter Zuckerenden mittels DNSA-Test

Der DNSA-Assay ist eine Methode, um die Konzentration an freien Zuckerenden in einer
Lésung zu bestimmen. Er kann somit fir die Bestimmung von Enzymaktivitaten eingesetzt
werden, welche Polysaccharide spalten und somit freie Zuckerreste freisetzen. In dieser Arbeit
wurde 1%iges Substrat mit Mcllvaine- oder MES Puffer mit pH 6 verwendet.

Das Experiment wurde folgendermafien angesetzt (Tabelle 21).
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Tabelle 21: Ansatze fir den DNSA-Assay

Lésungen Probe Referent Negativprobe
Puffer 100 pL 100 pL 100 pL
Zellextrakt 20 pL - 20 pL
Substrat 250 pL 250 pL -
H20 130 pL 150 pL 380 uL

Zunachst wurden alle Komponenten nach obigem Schema bis auf das Substrat gemischt und
bei 60 °C bzw. 80°C fur 10 Minuten vorgewarmt. AnschlieBend wurde das Substrat
zugegeben und fur 10 - 65 Minuten bei gleicher Temperatur inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 750 mL DNSA-Reagenz abgestoppt und fir weitere 5 Minuten bei 95 °C
aufgekocht. Um eventuelle Zellrtickstande zu entfernen, wurde dann nach zweiminitiger
Inkubation auf Eis fiir 2 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. 1 mL des Uberstands
wurde dann in Kavetten tberfihrt und die ODs7s gemessen. Als Referenz dienten die Proben
ohne Proteinzugabe. Anhand einer mit Maltose vorher erstellten Eichgerade konnten dann die
in der Kuvette befindlichen freien reduzierten Zuckerenden berechnet werden und so
schlie3lich auch die Enzymaktivitat.

Die Eichkurve wurde mit Maltose-Konzentrationen von 0 - 1,2 pmol/Kivette erstellt. Daftr
wurde eine Verdinnungsreihe von Maltose hergestellt und jeweils so viel der jeweiligen
Verdinnung in die Kivette gegeben, dass die gewiinschte Maltose-Menge vorlag.
AnschlieRend wurde auf ein Volumen von 1 mL mit DNSA-Reagenz aufgefillt und wie oben
beschrieben fur 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht, abgekihlt und anschlieRend die ODszs
gemessen. Die ODs7s wurde dann gegen die Maltose-Menge aufgetragen und anhand des
linearen Bereichs eine Formel erstellt, mit der die Menge an reduzierten Zuckerenden in den

Kivetten der Proben berechnet werden konnte:
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Reduzierten Zuckerenden (in pmol/Kivette) = ODs7s 0,449

Um daraus die Aktivitdt und die spezifische Aktivitat berechnen zu kdnnen, missen die

Inkubationszeit sowie die Proteinmenge beachtet werden:

Proteinkonzentration [ug/uL] X 20 L

Proteinmenge [mg/Kuvette]

1000

Reduzierende Zuckerenden [umol/Kuvette]

Spezifische Aktivitat [U]

Inkubationszeit [min] / Proteinmenge [ug]

3.4.3 para-Nitrophenol (pNP) Test

Die Esterase- / Lipase-Aktivitat diverser Proteine wurde mit zahlreichen Substraten, die mit para-
Nitrophenyl (pNP) verknupft sind, getestet. Bei einer Enzymaktivitat wird das Chromogen vom
Substrat gespalten und die Lésung farbt sich gelb. Die Menge der freigesetzten pNP-Molekile
kann im Spektralphotometer bei der Wellenlange von 400 nm gemessen werden. Fir das
Experiment wurde entweder 50 mM PBS pH 6 oder Tris-HCI Puffer pH 7,5 verwendet. Das
Substrat wurde in unterschiedlichen Lésungsmitteln zu einer Konzentration von 0,1 M aufgelost.
Eine Auflistung der getesteten Substrate und die Probenvorbereitung konnen in der folgenden

Tabelle 22 und Tabelle 23 abgelesen werden.
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Tabelle 22: Liste der pNP-Substrate

Substratname Abklrzung Herkunft
para-Nitrophenol-propionat pNP-C3 Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-butyrat pPNP-C4 Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-valerat pNP-Cs Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-caproat pNP-Cs¢ Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-caprylat pNP-Csg Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-capat pPNP-Cio Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-laurat pPNP-Ci2 Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-myristat PNP-C14 Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenol-palmiat PNP-Ci6 Sigma-Aldrich, USA
2-Methyldecansaure-pNP-Ester - B. Lauinger, Jilich
Indancarbonsaure-pNP-Ester - B. Lauinger, Jilich
Ibuprofen-pNP-Ester - B. Lauinger, Jilich
Naproxen-pNP-Ester - B. Lauinger, Jilich
Mulzer-pNP-Ester - B. Lauinger, Jilich

Tabelle 23: Ansatze fur den pNP-Assay

Lésungen Probe Referenz Negativprobe
Puffer 930 pL 950 pL 980 pL
Zellextrakt 20 pL - 20 pL
Substrat 50 pL 50 uL -

Die Komponenten wurden in Eppendorf-ReaktionsgefalRe pipettiert und anschlieRend bei
60 °C bzw. 80 °C so lange inkubiert, bis eine Gelbfarbung sichtbar war. Die Reaktion wurde
mit 200 uL 1 M Na.COs abgestoppt und fir 5 Minuten auf Eis gestellt. Die Inkubationszeit
wurde notiert und am Ende in die Formel mit einberechnet. Um Zellriickstadnde zu entfernen
wurde dann fir 2 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert und 1 mL des Uberstands
wurde anschlieend in Kunststoffkiivetten bei ODasoonm gemessen. Als Referenz dienten die

Proben ohne Proteinsubstitutionen. Anhand des Extinktionskoeffizienten von para-Nitrophenol
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(Extinktions-koeffizient bei 400 nm: € = 18300) konnte dann die Konzentration an enzymatisch

umgesetztem Substrat berechnet werden und somit auch die Enzymaktivitat.

PNP [in pmol/Kuvette] = ODaoo (€ 108) = ODago 54,654 pmol

NP [umol/Kivette
Aktivitat [U] = P W :

Inkubationszeit [min]

Aktivitat U

Spezifische Aktivitat [U/mg] =
Proteinmenge [ug]

3.4.4 Lipase Assay

Fur eine 10 mM Substrat-Stammlésung wurden 2-3mg der jeweiligen Substrate
(siehe Tabelle 22) in ein 2 mL Reaktionsgefal3 abgewogen und mit DMSO gel6st. Die
Methylumbelliferon-Ester Losung wurde lediglich 1:10 verdinnt, um eine Konzentration von
1mM zu erhalten. Fur die Pufferherstellung werden  zunachst 50 mM
Dinatriumdihydrogenphosphat Lésung angefertigt und mit Kaliumhydrogenphosphat auf einen
pH von 8 eingestellt. Danach werden zu 50 mL jener Losung 104 mg Natriumdeoxycholat
(5 mM) und 50 mg Gummiarabikum (0,1 %) hinzugefligt und vermischt, um 50 mM Sgrensen
Puffer zu erhalten. Fur die Enzymreaktion wurde eine Mischung aus 100 pL Sorensen Puffer
(50 mM), 15 pL DMSO und 5 pL der Substrat-Stamml6sung pro Reaktion erstellt und dann
zum Schluss 30 pL der Enzymldsung dazu gegeben. Die Reaktionslésung wurde bei 40, 60
und 80 °C inkubiert und auf Eis wieder gestoppt. Die Enzymaktivitdt wurde durch den

gelblichen Farbumschlag nachgewiesen und protokolliert.

3.4.5 Qualitative Analyse der Hydrolyseprodukte durch
Dunnschichtchromatographie

Die Umsetzung der Poly- und Oligosaccharide durch das EngU Enzym wurde anhand ihrer
Hydrolyseprodukte auf der Dinnschichtchromatographie (engl.: thin layer chromato-
graphy, TLC) untersucht. Die Molekiile wandern aufgrund ihrer Léslichkeit mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit in der stationdren (hydrophilen) und der mobilen (hydrophoben) Phase und

werden somit getrennt. Zuerst wurden Reaktionen mit unterschiedlichen Substraten
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durchgefuhrt. Ein Reaktionsansatz enthielt 2 ug aufgereinigtes Enzym, 0,1 % Oligosaccharid
(aus einer 1%igen Losung) bzw. 0,5 % Polysaccharid und wurde auf 600 pL mit MES-Puffer pH 6
aufgefillt. Es wurde fir 4 h bzw. tGber Nacht bei der fir das Enzym optimalen Temperatur
inkubiert, wobei ggf. zur Untersuchung der Kinetik zu verschiedenen Zeitpunkten Proben
genommen wurden. Die Negativkontrollen enthielten jeweils statt des Enzyms bzw. des Substrats
zusatzlichen Puffer. Die Reaktion des hitzestabilen Enzyms EngU konnte bei Raumtemperatur
gestoppt und spéater auf eine mit Kieselgel beschichtete Aluminiumplatte (Typ Siliagel 60 F254,
Merck) aufgetragen werden. Mit einem Bleistift wurde eine Linie mit 2 cm Entfernung zum Rand
der Platte gezogen. Auf dieser Linie wurden dann 1,5 - 6 yL der Proben pipettiert, wobei stets
1 cm Abstand zu den Randern und 0,75 cm Abstand zwischen den einzelnen Proben gelassen
wurde. Wenn die Probenvolumina mehr als 1,5 yL betrugen, musste die Platte zwischen den
Auftragsschritten getrocknet werden. Die Chromatographie-Platte wurde dann in eine mit 200 mL
Laufmittel beflllite Laufkammer mit Deckel gestellt. Sobald die mobile Phase bis auf 2 cm unter
den Plattenrand gewandert war, wurde diese fir 10 - 60 Minuten getrocknet und im Anschluss
daran durch gleichméaRiges Besprihen mit frisch hergestellter Farbelésung gefarbt. Nach
5 Minuten Trocknungszeit im Abzug wurde die Platte fur 15 Minuten bei 120 °C inkubiert. Die

Mischungen des Laufmittels sowie der Farbeldsung sind in Tabelle 24 aufgelistet.

Tabelle 24: Lauf- und Farbemittelzusammensetzung fur die Dinnschichtchromatographie

Laufmittel fur DC Farbemittel fir DC
Acetonnitril:Wasser (80:20) 1 mL Anilin
oder 1 g Diphenylalanin
Butanol:Ethanol:Wasser (5:5:4) 100 mL Aceton

85 % Orthophosphorsaure

3.4.6 Analyse mit der HPAE-PAD (High Performance Anion Exchange
Chromatography with Pulsed Amperometric Detection)

Neben der Dinnschichtchromatographie wurden die Hydrolyseprodukte der Oligosaccharide
Uber die HPAE-PAD ermittelt. Getestet wurden Cellotetraose und die beiden Glukotetraosen
B und C von Megazyme. 40 mg/L von dem jeweiligen Substrat und 40 mg/L EngU Protein
wurden mit 10-fachen MES Puffer pH 5.5 vermischt und bei 90 °C 12 h inkubiert. Bei den
Negativkontrollen wurde das jeweilige Substrat weggelassen. Die einzelnen Komponenten

des Markers wurden zusammen pipettiert und ergaben eine Mischung aus 10 mg/L Glukose,
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Cellobiose, Cellotriose und Cellotetrose (C1 - 4) in MES Puffer mit dem pH-Wert von 5,5. 25 uL
der Probe wurde zur Analyse in eine Dionex ICS-3000 gespritzt, die auf 30 °C und auf eine
Flussgeschwindigkeit von 1 mL/min eingestellt war. Das Programm fur die Auftrennung der

Abbauprodukte und dem Standard sind aus Tabelle 25 abzulesen.

Tabelle 25: Gradientenlauf fiir die HPAE-PAD

Zeit NaOH NaAcetat Zweck

0 - 45 min 100 mM 0—100mM Elution der Oligos

45 — 47 min 100 mM 0 — 500 mM

47 — 49 min 100 mM 500 mM Standardreinigung nach dem Lauf
49 — 50 min 100 mM 500 - 0 mM

50 — 60 min 100 mM 0mM Reequilibrieren der Saule

3.4.7 Zymogramm zur Detektion des enzymatischen Abbaus von Polysacchariden

Die Aktivitats-PAGE dient dazu, hydrolytische Proteine in einem SDS-Gel nachzuweisen.
Dazu wurden die lI6slichen Substrate wie z.B. Lichenan (5 % Endkonzentration) und B-Glukan
(0,15 % Endkonzentration) in ein 10%iges SDS-Trenngel gegossen. Zwei Gele wurden
identisch beladen und zusammen in einer Gelelektrophoresekammer angeschlossen und bei
konstanten 30 mA laufen gelassen. Eins der Gele wird mit Coomassie-Blue gefarbt, um die
Proteinbanden zu identifizieren und das andere Gel dient der Aktivitdtsbestimmung. Am Ende
der Elektrophorese wird die Aktivtats-PAGE mit Wasser gespult, dann 5 Minuten mit
Mcllvaine-Puffer und 25 % (v/v) Isopropanol und anschlief3end 30 Minuten in Mcllvaine Puffer
renaturiert. Die PAGE wurde uber Nacht bei 80 °C in 0,1%igem Kongorot inkubiert und danach
fur 20 Minuten in 1 M Natriumchloridldsung entfarbt. Das Gel sollte rot gefarbt sein, wéhrend

die hydrolytisch aktive Proteinbande als heller Hof sichtbar sein sollte.
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3.4.8 Bindungsverhalten von Proteinen mit unléslichen Polysacchariden

Kohlenhydrat-prozessierende Enzyme besitzen meistens eine Bindestelle fir die Substrate,
so genannte Kohlenhydrat-Bindestellen (engl. carbohydrate binding site, CBM). Um die
Bindungsfahigkeit verschiedender Enzyme nachzuweisen wurde eine 30 mL groRRe
Expressionskultur angesetzt. Die Proteinkonzentration des Rohextraktes wurde bestimmt und
300 pg mit 5%igem (w/v) unléslichen Avicel in 50 mM MES Puffer pH 5 und 200 mM NaCl
gemischt. Das gesamte Volumen von 200 pL wurde Uber Nacht bei 6 °C unter stdndigem
Schutteln inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine Probe ohne Zugabe des Substrates. Nach
dem Abzentrifugieren bei 4 °C, 21.000x g fur 30 Minuten konnten die ungebundenen Substrate
von dem Protein im Pellet getrennt werden. Das Proteinpellet wurde 4 -5 Male mit dem
Bindepuffer gewaschen und wieder in 30 pL Wasser resuspendiert. Die Proben wurden mit 4-
fachen Ladepuffer versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteinbanden, die
Kohlenhydrate gebunden haben und somit eine Bindestelle fiir solche besitzen sind schwerer
als die Proteine, die ohne Substrat inkubiert wurden. Dieser Unterschied wird durch das SDS-

Gel sichtbar gemacht.

3.5 Datendokumentation und -verarbeitung

Alle fur diese Arbeit bendtigten Primer wurden mit CloneManager9 hergestellt. Mit diesem

Programm lie3en sich auch die gewiinschten Mutationen flr die changelT-Mutagenese einfligen

und die Konstrukte in silico erstellen. Zur ldentifizierung potentieller katalytischer Reste des

EngU-Proteins wurden multiple Sequenz-Alignments gegen Homologie-Modelle aus Pfam

(http://pfam.xfam.org/) durchgefiihrt. Dazu wurden die Modelle der Pfam-Familien PF02449
(GH42), PF00150 (GH5) und PF02018 (CBM4) mit ClustalW alignt, stark konservierte Glutamat-

und Aspartatreste ausgewahlt und mutagenisiert.

74



4 Ergebnisse

4.1 Glykosidhydrolase EngU

4.1.1 Isolierung und Charakterisierung des thermostabilen EngU Proteins

Im Rahmen einer Doktorarbeit an der Universitat Géttingen (Schuldes, 2008) wurde eine
Metagenom-Genbibliothek FosK aus Umweltproben des Avachinsky Kraters in Kamtschatka
(Sibirien) hergestellt, die im Rahmen der Doktorarbeit von Dr. Brady (geb. Wittenberg) und
nachfolgenden Arbeiten nach Klonen mit Cellulase- und Hemicellulaseaktivitat funktionell
untersucht wurde (Mientus et al., 2013; Wittenberg, 2009). Der Klon FosK48H3 wies eine
Aktivitat bei 85-90°C mit den Substraten Carboxymethyl-Cellulose (CMC) und 4-
Methylumbelliferyl-p-D-cellobiosid (4-MUC) auf. Die Sequenzanalyse fuhrte zur Identifizierung
des ORF bga48, der fir das Protein Bga48 mit einer 38%igen Ahnlichkeit zu einer
Glykosidhydrolase aus Thermotoga petrophila RKU-1 (Accession no. YP_001244493) kodiert.
Bga48 hat eine vorhergesagte Molekularmasse von 102,7 kDa und ist aus mehreren Modulen
aufgebaut (Abbildung 4): Am N-Terminus konnte eine marginale Sequenzahnlichkeit zu einer
Glykosidhydrolase der Familie5 aufgefunden werden (83.-168. Aminosdure der
Gesamtproteinsequenz mit einem e-Wert von 9.9 e-7). Daneben wurden zwei durch etwa 200
Aminosauren voneinander getrennte Bereiche mit schwacher Ahnlichkeit zu GH42-Familie
entdeckt. Der erste Bereich davon GH42a von Aminosaure 150 bis 241 und der zweite Bereich
GH42b von der 476. bis zu 616. Aminoséure sind durch eine Kohlenhydrat-Bindedomane
(CBM) voneinander getrennt. In vorangegangenen Studien konnte keine B-Glukosidase
Aktivitat (GH42) auf Laktose oder 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galaktopyranosid (X-Gal)
gemessen werden. Die ersten 22 Aminoséauren bilden das Signalpeptid (SP). Die Expression
ohne das Signalpeptid ermdglichte eine gréRere Ausbeute von léslichem Protein. Das
verklrzte Protein ohne Signalpeptid hat eine Molekularmasse von 100,6 kDa. Die héchste
Aktivitat wurde mit B-Glukan gemessen (132,9 U/mg, als 100 % relative Aktivitat definiert). Mit
Lichenan war die relative Aktivitat 80 %, wahrend mit den modifizierten Cellulosesubstraten
wie CMC und HEC nur 10 % Aktivitat gemessen wurde. Bei 90 °C und pH 6 werden die
optimalen Bedingungen fir das Enzym geschaffen und sogar bis zu einer Temperatur von
105 °C wurde noch signifikante Aktivitat gemessen. Mittels Dinnschichtchromatographie
wurde der Abbau von B-Glukan verfolgt. Bereits nach 30 Minuten hatten die vorwiegenden
Zwischenprodukte einen Polymerisationsgrad von 4 bis 7 und am Ende der Inkubation blieben
nur Cellotetraosen. Diese Ergebnisse lieRen vermuten, dass Bga48 eine endo-Aktivitat
gegenuber $-1,3-1,4-verknlpften Glukanketten besitzt (Wittenberg, 2009). Aufgrund dieser

Ergebnisse wurde das Bga48 Protein in dieser Arbeit auf den Namen EngU umbenannt.
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Abbildung 4 zeigt den Sequenzvergleich zwischen EngU und den Pfam-Seeds von GH42
(PF02449), GH5 (PF00150) und dem CB Modul 4_9 (PF02018). Der GH5-ahnliche Bereich
zeigt mit einem E-Wert von 9,9 e’ eine Abdeckung des GH5-Seeds im Bereich von der 12.
bis zur 82. Aminoséure. In diesem N-terminalen Bereich Uberlappt der GH5-ahnliche Bereich
mit 18 Aminosauren das GH42a Segment, das sich tiber den Bereich von der 150. bis zur 241.
Aminoséaure in EngU erstreckt, wahrend GH42b von Aminosaure 473 bis 585 reicht. Die
beiden GH42a und GH42b decken im GH42 Pfam-Seed die Bereiche von der 49-172 bzw.
196—299 mit E-Werten von 4,1 e bzw. 0,0041 ab. Zwischen den Bereichen GH42a und
GHA42b liegt von der 293. bis zur 430. Aminosaure in EngU das Cellulosebindemodul, welche
Ahnlichkeit mit dem gesamten 131 Aminos&uren langen Pfam-Seed von CBM4_9 aufweist (E-
Wert von 1,1 e??). Der C-Terminus, der sich von Position 665 - 905 der Proteinsequenz
ausdehnt, wies trotz Einbeziehung aller verfiigbaren Datenbanken keine Ahnlichkeit zu bisher

annotierten Enzymen auf.

Nach den aktuellen Sequenzanalysen ist die Ahnlichkeit von EngU zur GH5 Familie zu
vernachlassigen und zur GH42 Familie sehr schwach. Der mosaik-ahnliche Aufbau des
Enzyms mit den zwei getrennten Kkatalytischen Resten zeigt einen komplett neuen

Proteinaufbau (Prof. Bernard Henrissat und Prof. Wolgang Liebl, perstnliche Mitteilung).
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Abbildung 4: EngU Alignment gegen die Seeds der Glykosidhydrolasen-Familien GH5, GH42 (sehr schwache Sequenzéhnlichkeit) und der Cellulose-Bindemodul-
Familie CBM4 (sehr hohe Sequenzahnlichkeit). Der vorhergesagte Modulaufbau von EngU ist mit den Doménen Lokalisationen (erste Aminosaure 4  letzte
Aminosaure) aufgezeichnet und mit den Alignments der jeweiligen Seeds verbunden. Die katalytischen Reste sind mit Dreiecken ( A ) gekennzeichnet und die
hmmscan E-Werte zu den Doméanen sind Uber den Ubereinstimmenden Bereichen der Seeds vermerkt. S, Signalpeptid.
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4.1.2 Mutagenese der katalytischen Reste (Nukleophil- und Séaure/Base-Rest)

Die Mutagenese der katalytischen Reste von EngU fuihrt zum Funktionsverlust des Proteins
und damit zur Identifizierung derjenigen Aminoséaurereste, welche die Aktivitat des Proteins
vermitteln. Mit Hilfe von BLAST konnten Proteinsequenzen mit Sequenzéhnlichkeiten zu EngU
aufgefunden werden. Von den 25 Treffern mit den hdchsten Sequenzidentitédten zu EngU
wurde ein Alignment erstellt, um hoch konservierte Sequenzbereiche zu identifizieren. Darauf
basierend wurden Glutamat- und Aspartatreste des vermuteten katalytischen Zentrums
ausgewahlt, um sie durch ein katalytisch inaktives Alanin zu ersetzen. Dazu wurden folgende
Positionen mithilfe von ortsgerichteter Mutagenese verandert und die Aktivitat der erhaltenen
mutierten Enzyme via DNSA-Test nachgewiesen und mit dem Wildtyp verglichen (Tabelle 26).
Die Proteinvarianten E239A und E581A verloren durch die Punktmutation ihre Aktivitat. E289
ist wahrscheinlich der katalytische Saure/Base-Rest, wahrend E581 der nukleophile Rest ist.
Die restlichen mutierten Enzymvarianten zeigten entweder einen leichten Anstieg oder eine

Reduktion der enzymatischen Aktivitat auf (siehe Tabelle 26).

Tabelle 26: Cellulase-Aktivitaten mutierter EngU Varianten im Vergleich zum EngU Wildtyp (EngUwt).
DNSA Assay mit CMC (Endkonzentration 0,2 % w/v), bei 90 °C fir 10 Minuten

EngU-Varianten Cellulase-Aktivitat
wit 100,00 %
D123A 2,97 %
D151A 104,01 %
E183A 124,02 %
E235A 27,84 %
E239A 0,00 %
E581A 0,00 %
E593A 51,35 %
D605A 32,43 %
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Abbildung 5: Uberblick tiber EngU und die pETDuet-Expressionskonstrukte. SP, Signalpeptid; GH42a und b, zu GH42 &hnliche Segmente; CBM, Kohlenhydrat-Bindemodul;
C-Term, C-Terminus. Die dunkelgrauen Balken reprasentieren die kodierenden Bereiche, die in die erste Multiple Cloning Site (MCS) des Vektors pETDuets inseriert wurden,
wahrend die mit hellgrauen Balken reprasentierenden Bereiche in der zweiten MCS liegen. Rechts stehen die dazugehdrigen Namen, die eckige Klammer beschreibt das
Fragment in der MCS1.
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4.1.3 pETDuet-Expressionskonstrukte und trans Komplementation

Die verschiedenen verkirzten und kombinierten Abschnitte der kodierenden Bereiche von
engU wurden mit entsprechenden Primern (siehe Primerliste im Anhang: Tabelle 38)
amplifiziert und in den pETDuet Vektor insertiert. Um die Funktionen der einzelnen Domanen
zu erforschen, wurden Uber klassische Klonierungsmethoden oder tber Gibson Assembly
Expressionsplasmide hergestellt, die in Abbildung 5 grafisch dargestellt sind. Sie werden
immer nach den Genabschnitten, aus denen sie gebaut sind, benannt. Dabei bedeuten die
eckigen Klammern, dass dieses Fragment in die erste MCS der pETDuet-Vektor kloniert
wurde. pETDuet_[engUfull] tragt die ganze Gensequenz ohne das Signalpeptid (23. - 905.
Aminosaure) in der ersten Klonierungsstelle des  Vektors. In  Plasmid
pETDuet_[gh42a_cbm] _gh42b _cterm wurde die EngU-kodierende Sequenz nach der
430. Aminosaure in zwei Fragmente aufgespalten und jeweils getrennt in die beiden
Klonierungsstellen eingefiigt. Durch diese Separation werden im E. coli Wirt zwei einzelne
Polypeptidketten ausgebildet, die ggf. in vivo miteinander assoziieren koénnen. Die
Aktivitatsassays bei 60 und 80 °C auf CMC zeigten geringere Aktivitaten (41,02 % bzw.
82,5%) im Vergleich zum EngUfull-Konstrukt (100 %). Zudem wurden die beiden
Teilfragmente auch einzeln im pETDuet-Vektor exprimiert (siehe pETDuet_[gh42a cbm] und
pETDuet_gh42b_cterm, Abbildung 5, Nr. 3 und 4). Die klonierten Genabschnitte konnten
erfolgreich exprimiert und die gebildeten Enzymvarianten gereinigt werden (Abbildung 6),
zeigten in den Enzymassays jedoch keine Aktivitat. Wie sich das Protein in Abwesenheit des
CBM-Moduls verhalt, wurde mit den beiden Plasmidkonstrukten
pETDuet_[gh42a]_gh42b_cterm und pETDuet_[gh42a] (Abb. 5, Nr. 5 und 6) Uberprift. Die
Plasmide pETDuet [gh42] cterm und pETDuet _[gh42] (Abb. 5; Nr. 7 und 8) dienten der
genaueren Bestimmung der Rolle des C-Terminus. pETDuet_[42a_cbm_42b]_cterm und die
Variante ohne den C-Terminus (Abb. 5; Nr. 9 und 10) wurden konstruiert, um die Funktionalitat
der zwei Abschnitte mit GH42-Ahnlichkeit Domanen und der Bindedoméne zu testen. Der in
den Expressionsplasmiden Nr. 10 und 11 insertierte DNA-Bereich mit der Bezeichnung
,gh42ab“ wurde via Gibson Assembly erstellt und fusioniert die beiden zu GH42 &hnlichen
Doménen a und b zu einem zusammenhangenden kodierenden Bereich (pETDuet_[gh42ab]
und pETDuet_[gh42ab]_cterm). Dadurch wurde untersucht, ob die beiden Teile urspriinglich
zusammenhangendes katalytisches Modul verkérperten und lediglich durch das CBM getrennt

wurden.
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Viele dieser Expressionskonstrukte flihrten nicht zur Bildung von Iéslichen Proteinen, so dass
es nicht immer mdoglich war, den einzelnen Bereichen Funktionalititen zuzuordnen. Eine
Proteinprobe aus dem Expressionsstamm pETDuet_[gh42a_cbm]_gh42b_cterm zeigte nach
Auftrennung durch SDS-PAGE zwei Banden der separat exprimierten Fragmente bei 46,9 kDa
und 54,5 kDa, die den kodierenden Abschnitten gh42a_cbm und gh42b_cterm entsprachen
(Abbildung 6; Probe 8). Enzymaktivitatsassays zeigten, dass diese zwei Peptidketten offenbar
bei Genexpression in derselben Zelle in vivo zu einem funktionalen Enzym assemblierten,
jedoch war die Aktivitat auf 80,85 % der Ausgangsaktivitat des Wildtyp-Proteins (100 %)
reduziert. Eine sehr geringe, jedoch nachweisbare Aktivitat hatte der Expressionsstamm mit
dem Plasmid pETDuet [gh42] cterm, die 127 Aminosduren kirzere Variante
pETDuet_[42a_cbm_42b] cterm (Abbildung 5; Nr. 7 und 9) jedoch nicht.
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Abbildung 6: SDS-PAGE der hitzebehandelten EngU-Expressionsproteine. 5 pL des Protein Markers
(Fermentas) und 10 pg der jeweiligen Proben. 1) pET2la 2) pETDuet 3) pET2la_engUfull 4)
pETDuet_[gh42a] 5) pETDuet_[gh42a_cbm] 6) pETDuet gh42b_ cterm 7)
pETDuet_[gh42a] gh42b_cterm 8) pETDuet [gh42a_cbm]_gh42b _cterm. Nur EngUfull und
pETDuet_[gh42a_cbm]_gh42b_cterm zeigen exprimierte Proteinbanden (Eng4full: 100 kDa,;
gh42a_cbm: 46,9 kDa; gh42b_cterm: 54,5 kDa mit Dreiecken gekennzeichnet).
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Es wurde versucht, mit der Kombination der verschiedenen Fragmente nach der Expression
in verschiedenen Stammen die katalytische Fahigkeit des Proteins in vitro zu reaktivieren.
Dazu wurden die Polypeptide GH42a_cbm und GH42b_cterm (Plasmid Nr. 3 und 4; Abbildung
5) einzeln in Rosetta 2 exprimiert. Dann wurde jeweils der Uberstand mit den
Proteinbestandteilen gewonnen und ein Teil des Uberstandes bei 85 °C fur 10 Minuten
temperiert. Als Kontrollen dienten Uberstande von Stammen mit dem Leervektor pET21a und
mit pET21a_engUfull. Der hitzebehandelte Teil des Uberstandes und der unbehandelte
Uberstand wurden in verschiedenen Kombinationen auf Aktivitat hin getestet (Messung
reduzierender Zucker auf 2 % CMC als Substrat). Bei keiner dieser Versuche zur in vitro

Komplementation getrennt-synthetisierter Enzymteile war eine Cellulaseaktivitdt messbar.
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4.1.4 Substratspektrum und Substratspezifitat

Neben den bereits in Vorarbeiten bestimmten Polysacchariden wie z.B. B-Glukan, Lichenan
und CMC (Wittenberg, 2009) wurden weitere Hemicellulosesubstrate fur EngU bestimmt
(Tabelle 27). Dabei wurde auf Xyloglukan (7,38 %) und Glukomannan (27,83 %) eine geringe
Aktivitat im Vergleich zu B-Glukan (100 %) nachgewiesen.

EngU

. =-E—-E- — O-@-@ -

EngU

- -G-0- — O-0 - @-

. | —

Glukose reduzierendes B-1,4-glykosidische  B-1,3-glykosidische
Ende Bindung Bindung

Abbildung 7: Spaltungsmechanismus von EngU mit mixed-linkage Glukotetraosen. Glukotetraose B
besteht aus vier Glukosemolekiilen. Die ersten drei Einheiten sind Uber zwei (-1,4-glykosidische
Bindungen (schwarze Linie) verbunden und die letzte Einheit mit dem reduzierten Ende ist Uber eine -
1,3-glykosisdische Bindung (weiBe Linie) verknupft. Glukotetraose C hat ebenfalls vier
Glukosemonomere mit einem reduzierenden Ende. Hierbei sind zwei Cellobiose-Einheiten (je zwei §-
1,4-verknipfte Glukosereste) Uber eine 8-1,3-glykosidische Bindung verbunden.

Der Spaltmechanismus von EngU konnte mithilfe der unterschiedlich verknipften
Glukotetraosen B und C (Megazym, USA) untersucht werden. Glukotetraose B Variante
besteht aus vier Glukoseresten. Die ersten drei sind Uber zwei 3-1,4-glykosidische Bindungen
verknupft und die vierte Glukose, am reduzierenden Ende, ist Uber eine B-1,3-glykosidische
Bindung verknupft. Glukotetraose C unterscheidet sich darin, dass sich die 8-1,3-glykosidische
Bindung in der Mitte der Glukotetraose befindet und somit zwei Cellobiosen-Disaccharide (mit
B-1,4-glykosidische Bindungen) [-1,3-glykosidisch verbindet (Abbildung 7). An den
Spaltprodukten dieser beiden Substrate kann man ablesen, wie spezifisch EngU die
Oligosaccharide spaltet. Nach einer Inkubation von 4 Stunden wurden mit Glukotetraose B
hauptséchlich Cellotriose und Glukose gefunden, wahrend mit Glukotetraose C mittels
Dunnschichtchromatographie nur Cellobiose nachgewiesen werden konnte (Abbildung 8). Die
Zuckeranalyse mittels HPAEC-PAD zeigte das gleiche Muster der Abbauprodukte (Abbildung
9). Die erhaltenden Resultate weisen darauf hin, dass EngU mehr als p-Glukanase oder

Lichenase zu bezeichnen ist.
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Abbildung 8: Diinnschichtchromatographie der Abbauprodukte der Glukotetraosen und der Kontrolle
nach einer Inkubation mit EngU. Es wurden zwei verschiedene Cellooligosaccharid-Marker (C1-C6)
aufgetragen.
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Abbildung 9: HPAEC-PAD Chromatographie der Abbauprodukte der Glukotetraosen und der Kontrolle
nach einer Inkubation mit EngU (30 min, 1 h, 4h und UN). Die Hauptprodukte der Spaltung
Glukotetraose B waren die Cellotriose und Glukose. Glukotetraose C wurde bereits nach 30 Minuten
komplett in Cellobiose (8-1,4-glykosidische Verbindungen) umgewandelt. Aus Cellotetraose entstanden
nach Inkubation mit EngU Cellotriose, Cellobiose und Glukose. ,S* bedeutet die Kontrollprobe nur mit
dem Substrat und ,E" ist mit Zugabe von EngU.
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Tabelle 27: Uberblick iiber die getesteten Substrate (0,2 % w/v Endkonzentration, Aktivitatstest tiber 10 Minuten bei 90 °C und Messung mittels Bildung

reduzierender Zucker, DNSA)

Substrate

Einheiten

Glykosidische Verbindungen

Rel. Aktivitat (%)

B-Glukan (Gerste)
Lichenin (C. islandica)
Glukomannan (Konjak)
Carboxymethylcellulose
Hydroxyethylcellulose
Xyloglukan

Pachyman (P. cocos)
Zymosan (C. cerevisae)
Curdlan (A. faecalis)
Auxoferm (S. cerevisae)
Laminarin (L. digitata)
Mikrocristalline Cellulose

Arabinoxylan

Dextran

B-D-Glukopyranose

B-D-Glukopyranose

Mannose:Glukose (60:40)

B-D-Glukopyranose mit Carboxymethylgruppen
B-D-Glukopyranose mit Hydroxethylgruppen
B-D-Glukopyranose und a-D-Xylopyranose Seitenketten
B-D-Glukopyranose

B-D-Glukopyranose

B-D-Glukopyranose

B-D-Glukopyranose

B-D-Glukopyranose

B-D-Glukopyranose

Arabinose: 36 %, Xylose: 51 %, Glukose: 6.5 %, Mannose:

4.4 %, Galaktose: 1.6 %

a-D-Glukopyranose

B-1,3; B-1,4 linear
B-1,3; B-1,4 linear

B-1,4 linear

B-1,4 linear

B-1,4 linear

B-1,4 linear

B-1,3; B-1,6

B-1,3 linear, Proteinkomplex
B-1,3 linear

B-1,3; B-1,6

B-1,3; 1,6 linear

B-1,4 kristalline Struktur

B-1,4; B-1,3 verzweigt

a-1,6; a-1,4; a-1,3;

100,00
93,60
27,83
23,77
1,93
0,25

0

0
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Galaktan

Galaktomannan

Inulin (Dahlie)

Laminarin

Levan (Erwinia herbicola)
Mannan

Mannan (Steinnuss)

~Pektik Galaktan” (Lupine)

~Pektik Galaktan“ (Kartoffel)

Polygalakturonséaure
Polyoses (Hemicellulose)

Pullulan

Rhamnogalacturonan |
Sinistrin

Xylan (Birke)

86

Galaktose: 87 %, Arabinose: 5 %, Rhamnose: 1 %, Xylose:
1 %, Galakturonsaure: 5 % andere Zucker

B-D-Mannopyranose & [(-D-Galaktopyranose Seitenketten
(62:38)

Fructose & Glukose

B-D-Glukopyranose

a-D-Fruktopyranose

Mannose: 98 %, Galaktose: ca. 1 %
Mannose: 99 %, Arabinose, Xylose: wenig

Galaktose: 74 %, Arabinose: 17 %, Rhamnose: 3 %, Xylose:
1 %, Galakutronsaure: 5 %, Glukose (Spuren)

Galaktose: 82 %, Arabinose: 6%, Rhamnose: 3%,
Galakturonséaure: 9 %

a-D- Galakturonsaure
Xylose, Arabinose, Glukose, Mannose, Galaktose

Maltotriose (3 x a-D-Glukopyranose)

a-D-Galakturonsaure & a-L-Rhamnopyranose
B-D-Fruktopyranose

B-D-Xylopyranose

B-1,4; B-1,3 verzweigt

B-D-1,4 & side chain a-D-1,6
verzweigt

B-2,1 linear

B-D-1,3 mit B-D-1,6 verzweigt
a-D-2,6 linear

B-D-1,4 linear

B-D-1,4 linear

B-D-1,4 linear

B-D-1,4 linear

a-D-1,4 linear

a-D-1,4/ Maltotriose: a-D-1,6
linear

a-D-1,6/ Rha: a-L-1,2 verzweigt
B-D-1,2 & 1,6 verzweigt

B-D-1,4 verzweigt



Xylan (Hafer) [Arabino-4-O-
methylglukuronoxylan]

Xylan (L&rche) [Arabino-4-
O-methylGlukuronoxylan]

Laktose

X-Gal

B-D-Xylopyranose

B-D-Xylopyranose

Galactose, terminal Glukose

5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galaktopyranosid

B-D-1,4 verzweigt

B-D-1,4 verzweigt

B-1,4
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4.2 Expressionsanalyse metagenomischer Gene in den Wirtsorganismen
E. coliund T. thermophilus

4.2.1 Allgemeine Informationen zu den Fosmiden HA-CMC-1 (CelE12) und TB-
EST-7 (Est7)

Identische Geninformation kann in verschiedenen Wirten auf unterschiedliche Weise
umgesetzt werden. Diese Tatsache spielt beim funktionellen Screening metagenomischer
Genbanken und bei der heterologen Genexpression eine grof3e Rolle und sollte an einem
Fallbeispiel mit zwei Fosmiden in den zwei Wirten E. coli und T. thermophilus genauer
durchleuchtet werden. Das Fosmid HA-CMC-1 wurde aus einer Genbank aus
metagenomischer DNA von hyperthermophilen Archaeen durch CMC-Platten-Assays
entdeckt (Leis, 2015a; Leis et al., 2015b). Auf dem 38.175 bp langen Fosmidinsert befinden
sich insgesamt 45 Gene. ORF 23 kodiert fur eine Glykosidhydrolase der Familie 12 (GHF12,
Pfam Familie PF01670). Die bei 60 - 70 °C aktive Cellulase mit dem Namen Cell2E besitzt
eine Masse von 62,3 kDa und einen IEP bei 4,26. Die Aminoséauresequenz zeigt eine 45%ige
Ahnlichkeit mit einer endo-1,4-B-Glukanase b aus Thermococcus sp. AM4 (YP_002581913.2).
Fosmid TB-EST-7 hingegen wurde aus einer metagenomischen Genbank thermophiler
Bakterien isoliert, dessen Insert metagenomischer DNA umfasst 37 Gene (29.693 bp). Der
Kandidaten-ORF 32 kodiert fir eine Tributyrase, die bei 60 - 80 °C aktiv ist. Das Enzym hat
mit 314 Aminosauren eine Molekularmasse von 34,92 kDa und einen IEP bei pH 7,86. Der
Kandidaten-ORF 32 kodiert fur eine Tributyrase, die bei 60 - 80 °C aktiv ist. Die Suche nach
ahnlichen Proteinen mittels BLAST-Analysen ergeben eine Patatin-ahnliche Phospholipase
aus Rhodothermus marinus (WP_012844179; 90 % Aminosauresequenz- Ahnlichkeit). Daten

zu den beiden Fosmiden sind in Tabelle 28 zusammengefasst.
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Tabelle 28: Uberblick iiber die Fosmide HA-CMC-1 und TB-EST-7

HA-CMC-1 TB-EST-7

Metagenombank HA B
(Hyperthermophile Archeaen) (Thermophile Bakterien)

InsertgrofRe 38.175 bp 29.693 bp
Annotierte Gene 45 27
ORF-Nr. der durch
funktionelles
Screening 23 32c

identifizierten
Aktivitat

Patatin-ahnliche
L , Endo-1,4-B-Glukanase aus _ . _
Ahnlichkeit Phospholipase Familie Protein
Thermococcus sp. AM4 ,
aus Rhodothermus marinus

Aktivitat Cellulase bei 60 - 70 °C Tributyrase bei 60 °C
MW 62,3 kDa 34,92 kDa
IEP 4,26 7,86

Beide Fosmide (pCT3FK_HA-CMC-1 und pCT3FK_TB-EST-7; im Folgenden wird ,pCT3FK"
in der Bezeichnung der Fosmide weggelassen) wurden sowohl in E. coli (EP1300) als auch in
T. thermophilus (BL0O3) Zellen eingefihrt. Als Kontrollen dienten EPI300 und BLO3 Zellen mit
dem Leervektor pCT3FK. Die Cellulaseaktivtat wurde mithilfe des DNSA-Assays mit dem
Substrat CMC und die Tributyraseaktivitdt mit pNP-Substraten mit unterschiedlichen
Kohlenstoffkettenlangen untersucht. Die von Fosmid HA-CMC-1 vermittelte cellulolytische
Aktivitat konnte nur in E. coli, jedoch nicht in T. thermophilus nachgewiesen werden. Genau
umgekehrt verhielt es sich mit der Tributyraseaktivitat von TB-EST-7, die in T. thermophilus
starker ausgepragt war. In E. coli liegt das Fosmid als extrachromosomales Plasmid vor,
wahrend es in T.thermophilus im Chromosom integriert vorliegt. Die maximale mRNA-
Produktion findet bei den beiden Organismen mdglicherweise wahrend unterschiedlichen

Wachstumsphasen statt. Als Ausgangsbasis wurde eine optische Dichte ODeyp von 1
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festgelegt. Zu diesem Erntezeitpunkt konnten keine Aktivitaten bei T. thermophilus gemessen
werden, da sich die Proteine zunéchst in den Zellen akkumulieren mussen, bis die
Nachweisgrenze uberschritten wurde. HA-CMC-1 bewirkte in E. coli EPI300 eine deutliche
Cellulaseaktivitat (orange), wéhrend TB-EST-7 in T. thermophilus BLO3 lediglich eine etwas
hohere Tributyraseaktivitat als der Kontrollstamm BLO3 mit Leervektor in BLO3 aufwies (grtin)
(Abbildung 10). Hier ist anzumerken, dass T.thermophilus signifikante Esterase-

Hintergrundaktivitat aufweist.

2.5+ - 30 = CMC
- = pNP-C8
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Abbildung 10: DNSA und pNP-Assay mit HA-CMC-1 und TB-EST-7 in E. coli und T. thermophilus.
DNSA Assay mit CMC (Endkonzentration 0,2 % w/v) und 50mM Phosphatpuffer pH7,5, bei 70 °C fur 10
Minuten. Die Reaktion wurde mit 750 uL DNSA und 5 min bei 90 °C abgestoppt. 1 mL des
abzentrifugierten Uberstands wurden bei 575 nm gemessen und mit der Kontrollprobe mit Wasser
verglichen. pNP: Inkubation des Proteins, mit pNP-Substrat in 50 mM Phosphatbuffer pH 7,5 bei 60 °C
bis Geldfarbung ersichtlich war. Abgestoppt mit 200uL Natriumcarbonat (1 M) fir 5 Minuten. 1 mL des
abzentrifugierten Uberstands wurde bei 400 nm gemessen und mit der Kontrollprobe mit Wasser
verglichen.
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4.2.2 Wachstumskurven der Expressionsstamme

Um die Variablen innerhalb der Stamme fir die beabsichtigte Transkriptomanalyse so gering
wie mdglich zu halten, wurde von allen EPI300 und BLO3 Zellen jeweils mit dem Leervektor
pCT3FK, pCT3FK_HA-CMC-1 und pCT3FK_TB-EST-7 eine Wachstumskurve erstellt, um die
jeweilige spate log-Phase =zu bestimmen. Wahrend dieser Phase sollte die
Transkriptionsmaschinerie die hochste Aktivitdt aufweisen und der maximale mRNA-Spiegel
erreicht werden. Das Wachstum aller Proben wurden bei einer ODegoo 0,1 gestartet und die
E. coli EPI300-Stamme bei 37 °C und die T. thermophilus BLO3 Stamme bei 60 °C schiittelnd
inkubiert. Der Ubergang der beiden Phasen wurde bei den EPI300 Zellen schon nach ca.
3,5 — 4 Stunden Inkubationszeit erreicht. Die zu dem Erntezeitpunkt gemessenen ODggo Werte
liegen bei 2,75 fur EPI300_pCT3FK, 2,68 fur EPI300 mit dem HA-CMC-1 Fosmid und fur TB-
EST-7 lag der Wert bei 3,45. Der T. thermophilus-Stamm BLO3 benétigte zum Erreichen der
spaten log-Phase ungefahr 16 - 17 Stunden. Fur den Leervektor tragenden Stamm wurde zum
Erntezeitpunkt der Wert ODeggo 2,34, mit HA-CMC-1 der Wert 1,90 und mit TB-EST-7 der Wert
2,10 ermittelt.

Wachstumskurve mit EPI1300 Wachstumskurve mit BL03
10+ 10+
‘//;:;J;\:—:i;‘_(:'?f 1274i§;f e
— 1- ; e — e
o 13 o - 4
3 3 7
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0144 014+
001 T T T T 1 001 T T T 1
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pCT3FK

— pCT3FK_HA-CMC-1
pCT3FK_TB-EST-7

Abbildung 11: Wachstumskurve mit den Fosmiden pCT3FK (Leervektor), pCT3FK_HA-CMC-1 und
pCT3FK-TB-EST-7 in E. coli EPI300 (37 °C) und T. thermophilus BLO3 Zellen (60 °C. Die spéate log
bzw. frihe stationére Phase wird bei den EPI300 Zellen schon nach ca. 3,5 - 4 Stunden Inkubationszeit
erreicht. Der Thermus-Stamm BLO03 bendtigt fur die richtige Phase ungefahr 16 - 17 Stunden.
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4.2.3 Vorbereitungen fir die Real-time PCR Laufe

Fir die Fosmid-spezifische Transkriptomanalyse wurden fur alle 45 ORFs auf HA-CMC-1 und
27 ORFs auf TB-EST-7 Primerpaare, die ein zwischen 100-150 bp grofes Amplifikat
produzieren, erstellt (Tabelle 39; Tabelle 40). Die Durchfihrung dieser Versuchsreihe wird im
Kapitel ,Material und Methoden" unter dem Punkt 2.2.1.7 beschrieben. Durch PCR-
Amplifikation erzeugten 37 von 45 Primerpaaren auf HA-CMC-1 und 17 von 27 bei TB-EST-7
Produkte. Die ORFs, bei denen mit den jeweiligen Primerpaaren kein PCR-Produkt gebildet
wurde, wurden fir die weiteren Experimente nicht weiter berticksichtigt. Die Spezifitat der
Primer fur die Kandidatengene HA23 und TB32 wurden mit PCR in EPI300 und BLO3 Zellen
mit und ohne Vektoren getestet. Das Gelbild zeigt die spezifischen Banden mit den richtigen

Fosmiden und keine Amplifikate bei den Negativkontrollen (Abbildung 12).

EPI300_HA-CMC-1

BLO3_HA-CMC-1
EPI300_TB-EST-7
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EPI300_pCT3FK
BLO3_TB-EST-7
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BLO3_pCT3FK
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HA23 Primer TB32 Primer

Abbildung 12: Verifizierung der Primerpaare HA23 und TB32 via PCR und Gelanalyse. Die Primerpaare
(HA23F/HA23R und TB32F/TB32R) binden spezifisch an den ORFs der Fosmide (HA23 und TB32) in
den jeweiligen Wirtsorganismen (E. coli und T. thermophilus).
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Abbildung 13: RNA Isolierung mit einer DNase Behandlung von Epicentre (links) und mit einer
zusétzlichen einstiindigen Inkubation mit DNasel von Roche. RNA-Isolationen des Leevektor pCT3FK
und den Fosmiden pCT3FK-HA-CMC-1 und pCT3FK-TB-EST-7 aus E.coli (EPI300) und
T. thermophilus (BL03) Zellen.

Die RNA-Aufreinigung aus eingefrorenen Zellpellets wurde mit den Reagenzien aus dem
MasterPure™ RNA Purification Kit von Epicentre durchgefihrt. Darin ist eine DNase
vorhanden, die mit insgesamt 5 Units pro Probe fur 2 Stunden bei 37 °C inkubiert wird. Auf
den Gelbildern (siehe Abbildung 13, links) sieht man tber 10 kb grof3e Banden, die fir eine
DNA-Kontamination sprechen. Die RNA-Proben wurden einem weiteren DNase Verdau
(Firma Roche; 6 Units/Probe) fir 1 Stunde bei 37 °C mit anschlieRender Inaktivierung (bei
90 °C fur 5 min) unterzogen, sodass keine hochmolekularen Banden mehr detektierbar waren
(Abbildung 13, rechtes Bild). Ein weiterer Hinweis auf die Reinheit der Proben kann durch
einen Testlauf mit oder ohne die Zugabe von Reverser Transkiptase (RT+ und RT-) aufgedeckt
werden. Dabei weist eine hohe Differenz zwischen den Ct-Werten von RT+ und RT- Proben
darauf hin, dass wenig DNA-Kontamination nach der RNA-Isolierung vorhanden ist und dass
das Umschreiben in copyDNA (cDNA) erfolgreich verlief. Bei den Proben aus HA-CMC-1
Fosmid enthaltenden Zellen war ein Unterschied von 6,635 £ 0,89 und 9,79 £ 0,55 in E. coli
bzw. in T. thermophilus zu messen, wahrend bei den Proben aus TB-EST-7 Zellen eine
Differenz von 15,71 und 9,12 (keine Mehrfachbestimmung vorhanden) verzeichnet wurde.
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4.2.4 HA-CMC-1 und TB-EST-7 gPCR Ergebnisse

Nach den Vorbereitungen und Testlaufen wurden quantitative PCR (qPCR) Laufe mit den 37
HA-CMC-1-spezifischen Primerpaaren und den 17 TB-EST-7-spezifischen Primerpaaren
durchgefuhrt, um die Transkriptmengen der einzelnen ORFs in E. coli und T. thermophilus
vergleichen zu kénnen. Fir die relative Quantifizierung wird die Transkriptmenge im Vergleich
zur jeweiligen Referenzmenge als Anderung des Vielfachen (engl.: fold change) ausgedriickt.
In dieser Arbeit wurde E. coli EPI300 als Referenz verwendet (E) und das Vielfache der
Transkripte in T. thermophilus BLO3 (B) ermittelt. Als Referenz-ORFs wurden die jeweiligen
Kandidatengene der Fosmide ausgewahlt, welche fir die beobachtete Aktivitdt (CMCase bzw.
Tributerase) der jeweiligen Klone verantwortlich waren. Die Transkriptmengen fir weitere
Gensequenzen auf dem Fosmid HA-CMC-1 (H) wurden mit Referenz-ORF Nummer 23
verglichen, wahrend die Gene auf TB-EST-7 (T) dem Referenz-ORF TBorrs2 gegenuber
gestellt wurden. Fir die Berechnung der Unterschiedswerte (sogenannte fold change) wurde

folgende Formel angewendet:

Fold change = 2(=2A¢t)
AACt = ( BHorrx — BHorr23) — (EHorrx — EHoRrF23)

AACt = ( BTorrx — BTorra2) — (ETorrx — ETorra2)

Das AACt setzt sich aus den einzelnen ACt Differenzen zwischen dem Referenz- und dem
Kandidatengen zusammen und sagt aus, wie sich ein bestimmter ORFX zu dem Referenz-
ORF innerhalb einer Zelle verhalt. Die Auswertungen der Ergebnisse fur die Probe aus Zellen
mit HA-CMC-1 sind in Abbildung 14 dargestellt und die Resultate fir die Proben aus Zellen
mit dem TB-EST-7 Fosmid in Abbildung 15 zusammengefasst. In EPI300 Zellen wurden die
ORFs 29, 31 und 38 bis zu 4,06 - 5 mal weniger transkribiert als ORF HA23. HA14 besal}
ungefahr die Halfte der HA23 Transkriptmenge (0,42-fach), wahrend alle anderen Insertgene
mehr transkribiert wurden bis zu einem Hochstwert von 6,29 mal mehr bei dem Gen HA23. In
BLO3 wurde nur ORF 31 schwacher als HA23 transkribiert, ansonsten waren alle Transkripte
haufiger in der Zelle vorzufinden. Im Vergleich der Transkriptmengen beider Wirte wurden die
meisten Gene des HA-CMC-1 Fosmids in E. coli Zellen starker transkribiert. Die mRNA des
hypothetische Proteins HA13 (2,86-fach) und der Antiporter Untereinheit HA44 (1,13-fach)
waren in T. thermophilus haufiger zu messen. Im Vergleich zu dem Fosmid TB-EST-7 war die
Verteilung der Transkripte heterogener. Hier wurden in E. coli sechs Gene (TB13, TB 14, TB
16, TB21, TB27, TB33) schwécher transkribiert als das Gen fur die Phoslipase (TB32). Bei
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T. thermophilus wurde nur eine Cysteine Synthetase (TB27) mit 6,72-facher Menge weniger
detektiert. Die relative Transkriptanalyse fir ORF TB28 aus Fosmid TB-EST-7 ergab einen

1,48-fach geringeren AACt-Wert in T. thermophilus. Im Allgemeinen waren in E. coli mehr
Transkripte zu verzeichnen als in T. thermophilus.
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Abbildung 14: Im oberen Diagramm ACt HA_ORF wird die Transkription von 36 ORFs des Fosmides
HA-CMC-1 mit dem Endoglucanas-ORF HA23 relativ verglichen (ACt = HAORFX — HAORF23). Die
Auswertung fir EPI300 (blau) und BLO3 (rot) wurden in einen Graphen zusammengefasst. Das untere
Balkendiagram zeigt die vielfache Menge der Thermus-Transkripte im Vergleich zu E. coli EPI300,
welches auch als AACt bezeichnet wird und folgendermalRen berechnet wird: Fold change = 2 exp
(BHORFX — BHORF23) — (EHORFX — EHORF23).
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Abbildung 15: In der oberen Graphik werden 16 ORFs aus Fosmid TB-EST-7 mit dem Esterase-ORF
TB32 relativ verglichen (ACt = TBORFX —TBORF32). Die Auswertung fur EPI1300 (blau) und BLO3 (rot)
wurden in einen Graphen zusammengefasst. Das untere Diagramm zeigt die vielfache Menge der
Thermus-Transkripte im Vergleich zu EPI300 an, welches auch als AACt bezeichnet wird und
folgendermalen berechnet wird: Fold change = 2 exp(BTORFX - BTORF32) — (ET ORFX - ETORF32).
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Tabelle 29: Ubersicht zu den analysierten ORFs der HA-CMC-1 und TB-EST-7 Fosmide mit den dazugehérigen CT-Werten. HA oder H fir HA-CMC-1; TB oder T
fir TB-EST-7; E fUr E. coli und T fir T. thermophilus.

ORF Protein Ct-Wert Ct-Wert ORF Protein Ct-Wert Ct-Wert
Nummer (EH) (BH) Nummer (ET) (BT)
HA 05 putative Aminotransferase 28,38 26,51 TB 12 Methylcrotonyl-CoA Carboxylase 27,75 27,36
Carboxyl-Transferase Untereinheit
HA 06 Initiation Faktor 2 Untereinheit 26,38 26,38 TB 13 putatives CsbD-ahnliches Protein 29,07 27,21
HA 07 rRNA Biogenese Protein 28,30 28,30 TB 14 hypothetisches Protein 33,29 29,81
Nop5/Nop65
HA 08 Fibrillarin 26,19 23,79 TB 16 Cystathionine gamma-Lyase 28,12 26,87
HA 09 Hydroxymethylglutaryl-CoA 27,00 24,14 TB 17 Uroporphyrinogen Il Lyase 26,12 25,26
Synthase
HA 10 Nicht spezifisches Lipid-Transfer 27,59 23,08 TB 18 Siroheme Synthese/Precorrin-2 26,97 24,44
Protein Oxidase
HA 12 hypothetisches Protein 27,13 23,95 TB 19 Thiosulfate Sulfurtransferase, 27,69 30,52
Rhodanase
HA 13 hypothetisches. Protein 27,03 30,00 TB 20 hypothetisches Protein 25,39 24,24
HA 14 hypothetisches Protein 28,89 26,42 TB 21 2,3,4,5-Tetrahydropyridine-2,6- 32,88 30,25
dicarboxylate N-Acetyltransferase
HA 15 hypothetisches Protein 25,90 22,94 TB 23 UDP-Glukose Dehydrogenase 24,56 23,27
HA 16 Acetyltransferase verwandtes 27,23 23,66 TB 27 Cysteine Synthase 38,17 39,43
Protein (GNAT Familie)
HA 18 putativer HTH-type 26,95 24,43 TB 28 Mov34/MPN/PAD-1 Familiie 26,99 32,35
Transkriptionsregulator MJ0586
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ORF Ct-Wert Ct-Wert ORF Ct-Wert Ct-Wert

Nummer Protein (EH) (BH) Nummer Protein (ET) (BT)
HA 20 hypothetisches protein 27,12 22,79 TB 29 ThiamineS Protein 21,32 25,94
HA 21 TATA Box bindendes Protein 25,59 25,26 TB 30 Sulfur carrier Protein 27,18 28,34
Adenyltransferase ThiF
HA 22 Histone Deacetylase Domane 26,05 23,85 TB 31 putative Thiol-disulfide 23,14 21,91
Oxidoreduktase DCC
HA 23 putative Endoglucanase, 29,31 30,76 TB 32 putative Patatin 27,91 32,71
GHF12
HA 24 Na+/H+ Untereinheit 29,65 27,34 TB 33 Alpha-Glukosidase 32,71 27,01
HA 25 Indolepyruvat Oxidoreduktase 27,21 23,42
Untereinheit lorB
HA 26 Indolepyruvat Oxidoreduktase 25,68 22,61
Untereinheit lorB
HA 27 Acetyl-CoA Synthetase (ADP- 24,93 24,09
bildend) alpha und beta Kette
HA 28 Metall-abhéngige Hydrolase 23,03 20,06
(beta-Lactamase)
HA 29 hypothetisches Protein 33,37 27,50
HA 30 putative C2H2-Typ Zinkfinger 25,57 24,19
HA 31 hypothetisches Protein 35,19 31,78
HA 32 hypothetisches Protein 27,83 25,12

HA 33 hypothetisches Protein 28,60 25,73



ORF Protein Ct-Wert Ct-Wert ORF Protein Ct-Wert Ct-Wert
Nummer (EH) (BH) Nummer (ET) (BT)
HA 34 Spermidine Synthethase 28,31 26,60
HA 35 Pyruvoyl-abhangige Arginine 27,05 23,98
Decarboxylase
HA 36 Natrium/Hydrogen Austauscher 22,88 22,00
HA 37 Regulator des Aminoséauren 29,46 27,66
Metabolismus, mit ACT domain
HA 38 Na (+) H(+) Untereinheit D 34,32 28,25
HA 39 Multieinheit Natrium/Hydrogen 24,72 20,49
Antiporter, MnhC Untereinheit
HA 40 putative Na (+) H(+) Untereinheit 26,92 24,72
B
HA 41 Multieinheit Natrium/Hydrogen 24,27 24,17
Antiporter
HA 42 Na (+) H(+) Untereinheit G 22,71 23,52
HA 43 putative Natrium/Protonen 23,13 23,42
Antiporter Untereinheit MrpF
HA 44 putative Antiporter Untereinheit 22,20 23,83
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4.3 Biochemische Untersuchungen der kodierten Enzymen auf den Fosmiden
pCT3FK-HA-CMC-1 und pCT3FK-TB-EST-7

4.3.1 Endoglukanase Cell2E (Fosmid HA-CMC-1)

4.3.1.1 Uberproduktion und Reinigung einer verkiirzten Variante von Cel12E

In der hyperthermophilen Archaeen Bank wurde tber funktionelle Durchforstung auf CMC-
Platten ein bei 60 - 70 °C aktiver Klon gefunden. Sequenzanalysen mit dem Fosmid HA-CMC-
1 (38.175 bp) ergaben, dass der ORF 23 (1701 bp) fur eine Glykosidhydrolase der Familie 12
kodiert (Accession nr.: YP_002581913.2). Die neue thermostabile Endo-1,4-Glukanase wurde
in friheren Arbeiten der Gruppe bereits beschrieben und als Cell2E bezeichnet (Leis et al.,
2015b). Das Protein hat eine Molekularmasse von 62,3 kDa (543 AS) und einen berechneten
isoelektrischen Punkt bei pH 4,26. Das Gen cel12E wurde ohne den fir das 24 Aminosauren
lange Signalpeptid in pET21a kloniert. Cel12E besitzt neben der katalytischen GH12 Doméane
noch zwei CBM Module der Familie 2. Der nukleophile katalytische Rest ist E171 und der
Saure/Base Rest ist E266. Nachdem die biochemischen Eigenschaften bereits experimentell

untersucht worden sind, sollte die Tertiarstruktur des Proteins bestimmt werden.

4.3.1.2 \Verkiirzte Version von HA-CMC (GH12E)

Um bessere Voraussetzungen fir die Kristallisierung von Cell2E zu erreichen, wurden die
beiden CBMs entfernt und nur das katalytische Modul exprimiert. Die verklrzte Version wurde
als GH12E bezeichnet; sie umfasst den Bereich von der ersten Aminosaure bis zu
Position 272 von Cell2E. Dazu wurde der Vektor pET21a mit Ndel und Notl geschnitten und
Uber eine Gelextraktion aufgereinigt (5368 bp). AnschlieBend wurde mit dem Plasmid
pCT3FK_HA-CMC-1 als Template-DNA eine PCR mit den Primern HA-CMC-F und GH12E01
R durchgefuhrt. Das Amplifikat wurde mit dem geschnittenen pET2la Vektor mithilfe von
Gibson Assembly Mix assembliert und das resultierende Plasmid pET21a GH12EO01 genannt
(6188 bp). Das verkurzte Protein hat eine berechnete Molekularmasse von 30,6 kDa und einen
leicht veranderten kalkulatorischen pl von 4,33. Bei 80 °C lag die Enzymaktivitat bei 7,2 U/mg
mit 0,2%igem (w/v Endkonzentration) CMC als Substrat. (Vergleichsdaten von Cell2E und
GH12E; Tabelle 41). Das Protein wurde in einer zwei Liter groRen Kultur produziert, das
Zellpellet in 50 mM Tris-HCI Puffer (pH 8) suspendiert, eine Protease-Inhibitor Tablette
zugesetzt und die Zellen mit Ultraschall aufgebrochen. Nach einer 10-minitigen
Hitzebehandlung bei 80 °C wurde denaturiertes Protein durch Zentrifugation abgetrennt und
das Zielprotein GH12E zuerst tber Chromatograhie mit Anionenaustauscher Source30Q und
anschlieRend durch GrofRenausschlusschromatographie Superdex 200 GF 16/60 Saule

aufgereinigt.

101



Tabelle 30: Reinigung von GH12E, einer verkirzten Version von Cell2

i i . Total units Spez.
Fraktion VOIrLTJ]Ten Prr?]teln Aufrefgl(?grngs . Aktivitat
[mL] [mg] X 10°[U] [U/mg]
Uberstand 17,5 191,9 1 91,70 477,87
hitzebehandelter 125 68,75 1,79 58,95 857,43
Uberstand
Anionenaustauscher
1,2 8,8 1,33 5,60 636,89
(Source30Q)
Gelfiltraton
2 7,8 2,56 9,55 1224,56
(Superdex 200)
120 2T1 sTo 3T1 47‘5 557
Cel12E ,—v———,—’—,ﬁ__— 543
120 281

GH12E y—v—|-— 272

Abbildung 16: Graphische Darstellung des Cell2E Proteins (543 Aminosauren) mit dem katalytischen
GH12 Modul (roter Balken) und zwei Substratbindemodulen (CBM, blaue Balken), sowie die verkirzte
Version GH12E mit einer Gesamtlange von 272 Aminosauren ohne die CBM-Module.

Die visuelle Kontrolle des Erfolgs der Produktion und Reinigung von GH12E erfolgte tber
SDS-PAGE Gele (Abbildung 17; GH12E). Fur die katalytische Domé&ne GH12E wurde neben
der erwarteten 30 kDa Proteinbande fir GH12E auf dem SDS-PAGE Gel eine weitere Bande
bei ca. 40 kDa sichtbar. Bei der zusatzlichen Bande handelt es sich vermutlich um
unvollstandig denaturiertes Enzym. Die Bande lasst sich nicht durch eine weitere Aufreinigung

Uber Gelausschlusschromatographie entfernen.
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Abbildung 17: SDS-PAGE Gelbilder des verkirzten Cel12E Proteins GH12E und die Mutanten E171A,
E171S und E171G. Als Standard wurde der Prestained Plus Marker von Fermentas verwendet, dessen
Bandengrolien rechts oben abgelesen werden kdnnen. In der ersten Spalte der Gelbilder befindet sich
der Marker (5 puL), danach folgen die verschiedenen Fraktionen aus der Proteinaufreinigung:
Rohextrakt, Uberstand, hitzegeféllter Uberstand, das Eluat nach dem Anionenaustauscher Source30Q

und das Eluat aus der Size Exclusion Séaule Superdex 200 GF.
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4.3.1.3 Gezielte Mutagenese des nukleophilen katalytischen Rests von GH12E

GH12E nutzt wie auch andere retendierende (,retaining”) Glykosidhydrolasen einen
Mechanismus, der aus zwei aufeinanderfolgenden nukleophilen Substitutionen am anomeren
Kohlenstoff besteht. Beim ersten Schritt entsteht aus der Spaltung der glykosidischen Bindung
des Substrats und der Verbindung des nukleophilen Rests mit dem Glykon-Anteil des
Substrats das sogenannte Glykosyl-Enzym-Intermediat. Bei der Deglykosylierung wird durch
ein Hydroxid-lon die Bindung wieder aufgebrochen und damit das zweite Hydrolyseprodukt

vom Enzym wieder freigesetzt.

Glykosynthasen haben die entgegensetzte Funktion; sie kdnnen artifizielle Kohlenhydrate mit
bioorthogonalen funktionellen Gruppen auf komplexe Biomolekiile transferieren. Dadurch
kénnen neue Biomolekile gebildet und getestet werden, die neue biologische Funktionen
eroffnen. In der Regel werden dafur Glykosidhydrolasen modifiziert, indem der katalytische
nukleophile Rest (meist Glutamat oder Aspartat) von ,retaining“-Glykosidhydrolasen zu einer
kleineren Aminoséure wie z.B. Glycin, Alanin oder Serin ausgetauscht wird, wodurch eine
kleine Vertiefung im katalytischen Zentrum entsteht. Durch diese Modifikation kénnen sich
aktivierte Substrate, wie am anomeren Kohlenstoffatom fluorierte Monomere, in diese
Vertiefung einflgen und das Glykosyl-Enzym-Intermediat nachahmen. Wenn nun die
Hydroxylgruppe eines zu verknipfenden Monomers in der Nahe des anomeren Kohlenstoffs
positioniert ist, kann diese durch den katalytischen Saure/Base-Rest deprotoniert werden,
wodurch ihre Nukleophilie erhéht wird. Der nachfolgende nukleophile Angriff auf das anomere
Kohlenstoffatom (Sn2) hat eine Invertierung zur Folge. Die Reaktion wird beguinstigt, da Fluorid
eine gute Abgangsgruppe ist. Die Konservierung des Saure/Base Restes ist dabei essentiell,

um neue glykosidische Bindungen zu knipfen.
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Abbildung 18: Glykosynthase-Mechanismus mit einem mit Fluor substituierten Substrat (nach Vuong et
al., 2010, modifiziert).

Fur die Umwandlung von GH12E in eine Glykosynthase wurde der nukleophile katalytische
Rest E171 des GH12E Proteins durch drei verschiedene Aminosduren ausgetauscht. Dazu
wurde in einer Reaktion das Template pET21a_GH12E01 mit dem Amp REV Primer aus dem
ChangelT™ Kit (Affymetrix) und den drei phosphorylierten Mutagenese-Primern E171A F,
E171S F, E171G F gemischt und das Mutageneseprotokoll nach Angaben des Herstellers
durchgefuihrt. Danach wurden einige Klone ausgewahlt, deren Plasmide aufgereinigt und
mittels Sequenzierung verifiziert. Danach wurden die Proteine nacheinander durch Expression
der mutierten Gene produziert und wie GH12E uber die Saulen Source30Q und 200GF
aufgereinigt. Da die mutierten Enzyme keine Cellulaseaktivitdt mehr besalRen, wurden fir die
Proteinaufreinigung die gleichen Laufprogramme und -bedingungen wie bei GHI12E
verwendet. Die einzelnen Fraktionen wurden auf SDS-PAGE Gelbildern dokumentiert
(Abbildung 17). AbschlieRend wurden mit den reinen Proteinen unter Einsatz von 0,2 % CMC
als Substrat DNSA-Assays durchgefuhrt, um die Inaktivierung der Enzymaktivitdt zu
verifizieren. Die Enzymmutanten E171S und E171G waren komplett inert, wahrend die Alanin-
Mutante (E171A) eine geringe Hintergrundaktivitdt von 0,084 + 0,045 U/mg aufwies, im
Vergleich zum Wildtyp mit 8,74 + 0,27 U/mg. Die aufgereinigten Proteine wurden mit 20%igen
Glycerol versetzt an die Swedish University of Agricultural Science (Abteilung der Chemie und

Biotechnologie; Jerry Stahlberg) fur die weiteren Schritte der Kristallisation verschickt.
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4.3.2 Weitere Untersuchungen von auf TB-EST-7 kodierten Enzymen

Zwei weitere interessante Gene, die neben est7 (siehe unten) auf dem Fosmid TB-EST-7
lagen, waren die ORFs fur UDP-Glukose Dehydrogenase (TB23) und die a-Glukosidase
(TB33). Die UDP-Glukose-6-Dehydrogenase (UDPGDH) wandelt UDP-Glukose zu UDP-
Glukuronat um, wahrend NAD* zu NADH reduziert wird. Fir den Assay wurde das Substrat
UDP-Glukose und NAD mit dem Rohextrakt (bzw. hitzebehandelten Uberstand) des pCT3FK-
TB-EST-7 Fosmids aus E. coli und T. thermophilus getestet. E. coli besitzt bereits eine hohe
Hintergrundaktivitat (EPI300_pCT3FK), so dass keine verstarkte Reaktion in den Zellen mit
dem Fosmid nachgewiesen werden konnte. In BLO3 Stamm konnte mit dem UDP-Glukose-
Dehydrogenase Assay weder bei der Negativkontrolle noch bei dem Fosmid-tragenden
Stamm eine Veranderung im NADH Spiegel gemessen werden. Fir den Nachweis einer a-
Glukosidase Aktivitdit wurde in einem Assaypuffer Rohextrakt mit para-Nitrophenol-a-
Glukopyranose gemischt und der Abbau des Substrats anhand der Gelbfarbung im
Photometer bei OD4op gemessen. In diesem Fall war jedoch im Kontrollstamm T. thermophilus
BLO3_pCT3FK bereits eine hohe Hintergrundaktivitat (266,72 - 457,55 Miller Units bei
verschiedenen Temperaturen zwischen 70 - 100 °C) messbar, welche nicht durch den Besitz
des Fosmides pCT3FK-TB-EST-7 erhtht wurde. Wahrenddessen wurde weder mit dem
rekombinaten Fosmid noch mit der pCT3FK-Kontrolle Aktivitaten in den E. coli Stammen

nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

4.3.3 Rekombinante Herstellung von Est7 und Aktivitdtsmessung mit Lipase-
Substraten

Aus der Genbank der thermophilen Bakterien (TB) mit 100.000 Einzelklonen (P. Golyshin,
Bangor University, England) wurde der lipolytisch aktive Klon TB-EST-7 entdeckt und im Zuge
dieser Arbeit ndher charakterisiert. Das Zielgen est7 (ORF Nummer 32 der metagenomischen
DNA-Insertion von TB-EST-7) umfasst 954 Basen und kodiert fur ein 317 Aminosauren langes
Protein (MW 34,93 kDa). Die katalytischen Aminosauren von Est7 sind Serin 29 und
Asparaginsaure 161 und das in lipolytischen Enzymen konservierte Pentapeptidmuster (G-X-
S-X-G) ist vorhanden (Leis, 2015a). Verschiedene Vektoren wurden mit der Gensequenz est7
aus TB-EST-7 hergestellt und zur Genexpression in die kompatiblen Wirte eingefiihrt. Das
Expressionsplasmid pET21a_Est7 besteht aus dem Riickgrat pET21a (5345 bp) und dem
Insert est7 (974 bp) mit einer fur einen N-terminalen His-Tag (6x His) kodierenden Sequenz
und wurde im E.coli Stamm BL21 als Expressionswirt eingebracht. Nach der
Proteinaufarbeitung wurde durch SDS-PAGE Analyse klar (Abbildung 19, A), dass viel Protein

im Zellpellet (P) enthalten war wund nach der Aufreinigung Uber Metall-
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Affinitatschromatographie sich zwar sehr wenig aber sehr reines Protein mit einer
Molekularmasse von 36 kDa im Eluat (E) befand. Bei den pNP-Assays gab es grof3e
Schwankungen zwischen den mit Substraten unterschiedlich langer Kohlenstoffkettenlangen
ermittelten Aktivitaten. Dies lag teilweise an der schnellen Verfarbung der Assayansatze nach
dem Hinzuflgen des Proteins, vor allem bei den kurz— bis mittelkettigen Substraten von C4-
C12. Dies wird durch die grof3en Standardabweichungen deutlich. Dennoch zeigten die
Aktivitatsmessungen, dass Est7 die kurzkettigen Esterase-Substrate bevorzugte (Abbildung
17, A).

Als weitere Moglichkeit der Produktion der Esterase Est7 wurde die Expression in
T. thermophilus erprobt, um zu untersuchen, ob die Proteinbildung und —faltung in dem
thermophilen Stamm begunstigt wird. Als Vektor wurde pMKE2 (8237 bp) verwendet und das
gleiche Insert wie zuvor bei der Expression in E. coli kloniert. pMKE2 wurde von Moreno et al.
(2000) speziell als Expressionsvektor fur den Stamm T. thermophilus HB27::nar entwickelt.
Das Plasmid tragt eine Kanamycin-Kassette flr die Selektion. Das Protein wird erst produziert,
wenn Nitrat und eine sauerstoffarme Umgebung vorhanden sind (Kolbenstopfen und kein
Schitteln der Erlenmeyergefalie). Die Proteinmuster nach SDS-PAGE (Abbildung 19, B)
zeigten keine Uberproduktion von Est7. Dies weist darauf hin, dass die Induktion in
T. thermophilus erfolglos war. Auch die Aktivtaten waren an der Nachweisgrenze von

0,03 - 0,09 U/mg und unterstreichen die marginale Produktion von Est7 in Stamm HB27::nar.
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Abbildung 19: Ubersicht tiber die Expression von Est7 aus den drei Plasmiden pET21a_Est7 (erméglicht
induzierbare Expression in E.coli BL21), pMKE2_Est7 (ermdglicht induzierbare Expression in
T. thermophilus HB27::nar) und pMK18_Est7 (Plasmid ohne Induktionsmaoglichkeit in T. thermophilus)
in verschiedenen Wirten mit den Ergebnissen aus den pNP-Aktivitatsassays. M, Marker; RE,
Rohextrakt;P, Pellet; US, Uberstand; F, Flowthrough; UN, iiber Nacht, W, Wasch-Eluat; E, Eluat.
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SchlieBlich wurde die Expression von est7 in einem anderen Themus-Vektor (pMK18:
4910 bp) in BLO3 getestet. Stamm T. thermophilus BLO3 mit pMK18_Est7 wurde von Dr. Leis
im Rahmen seiner Dissertation erstellt. Bei dem Wirtsstamm handelt es sich um eine
Vierfachmutante (ATT_P0042 ATT_C1787 ATT_C0340- 0341 ATT_C0904) mit einer
verringerter Esteraseaktivitdt, dadurch eignet sich BLO3 gut fir Esterase-Screenings in
T. thermophilus (Leis, 2015a). Zur Selektion wurde wieder Kanamycin als Marker verwendet,
der gleichzeitig die konstitutive Expression steuern soll. Der Versuch, Est7 in T. thermophilus
zu produzieren, war jedoch erfolglos. Auf den Gelbildern (Abbildung 19, C) war keine
Proteinbande ersichtlich und Aktivititsmessungen mit Rohextrakt und der aufgereinigten

Fraktion lieferten keine eindeutigen Ergebnisse.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Pietruszka (Bioanorganische Chemie,
Forschungszentrum Jilich) wurde die Féahigkeit von Est7 zur Spaltung spezieller, in
Zusammenhang mit mdoglichen Anwendungen des Enzyms interessanten, Esterase-
/Lipasensubstraten Uberprift. In Abbildung 20 sind die getesteten Substrate die vom
Kooperationspartner zur Verfigung gestellt wurden, aufgelistet und mit Strukturformeln
dargestellt. Der Assay wurde wie bei Punkt 1.4.4 beschrieben durchgefiihrt, dabei wurde der
Farbumschlag durch freigesetztes para-Nitrophenol gemessen. Als Protein wurde
rekombinant hergestelltes Est7 aus E.coli BL21 mit pET2la-Est7 verwendet. Die
Aktivitatsmessung mit diesen Lipasesubstraten ergab eine spezifische Aktivitat von
3,33 x 102 und 0,536 mU/mg auf Ibuprofen-pNP-Ester bei 60 °C bzw. bei 80 °C.

In Abschnitt 1.3 wurden Beispiele von thermostabilen Enzymen genannt, welche durch unsere
aktuell entwickelten Methoden bei der Durchforstung metagenomischer Genbibliotheken
entdeckt wurden. Um das enorme Potenzial an neuen nitzlichen Biokatalysatoren aus oft
weitgehend unerforschten Habitaten unserer Umwelt noch weiter ausschopfen zu kénnen,
missen die Methoden fir die Durchforstung der Metagenome solcher Umweltproben

verbessert und die Auswahl an Expressionswirten erweitert werden.
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Abbildung 20: Lipasesubstrate, die vom Kooperationspartner Prof. Dr. J. Pietruszka
(Forschungszentrum Jiilich) zur Verfigung gestellt wurden.
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4.4 Durchmusterung metagenomischer Genbibliothek

In dieser Arbeit wurde mit verschiedenen metagenomischen Genbibliotheken gearbeitet,
einige von ihnen wurden von Kooperationspartnern bereit gestellt, z. B. Genbibliotheken mit
den Bezeichnungen ,hyperthermophile Archaeen (HA)", ,mesophile Bakterien (MB)“ und
.thermophile Bakterien (TB)" stammten von Prof. Golyshin (Bangor University, UK). Andere
Genbibliotheken wurden in unserer Arbeitsgruppe am Lehrstuhl fir Mikrobiologie der
Technischen Universitat Minchen erstellt. Die ,Azoren“-Metagenom-Genbibliothek wurde
beispielsweise von Herrn Dr. Leis aufgebaut und in dieser Arbeit wurde metagenomische DNA
von Umweltproben aus Mexiko (,Mexico*) und einer Tierfutterproduktionsanlage aus Russland

(,Russia") fur die Herstellung von pCC1FOS-basierten Metagenom-Genbanken verwendet.

4.4.1 Aufbau von pCC1FOS-basierten Metagenom-Genbibliotheken aus ,Russia“-
und ,Mexico“- Umweltproben

Die Umweltprobe mit dem Namen ,Russia“® wurde aus einer Trocknungsanlage fur
Tierfutterherstellung aus Stupino, einem Vorort von Moskau, enthommen (+54° 56°46,17""
geographischer Breite, +38° 256,51 geographischer Lange). Es handelt sich hierbei um
Material aus einem Luftreinigungssystem direkt vor dem Biofilter, der mit feuchter 50 - 60 °C
heil3er Luft durchstromt wurde. Der pH-Wert lag im neutralen Milieu bei 7,73. Die Umweltprobe
aus Mexiko, die die gleichnamige Bezeichnung tragt, bestand aus schwefelhaltigen
Sedimenten aus einer heiBen Quelle in Chignahuapan, Puebla, Mexiko (19° 50° 15
geographischer Breite und -97° 5937 geographischer Lange). Bei der Probenentnahme

wurde eine Temperatur von 50 °C und der pH-Wert 6,7 protokolliert (Lachmann, 2013).

Metagenomische DNA wurde aus den Proben ,Russia“ und ,Mexico" mittels des PowerSoil®
DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, USA) isoliert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung
(Abbildung 21) waren Banden mit hochmolekularer aufgereinigter DNA zu erkennen. Aus der
Umweltprobe ,Russia“ konnte deutlich mehr DNA gewonnen werden, mit einer Konzentration
von 107,7 ng/uL als die ,Mexico“-Probe mit 31,7 ng/uL (Gesamtmenge an DNA: 2,37 ug und
1,3 pg). Aufgrund der konzentrierteren DNA-Menge wurde bei der Herstellung der ,Russia‘“-
Fosmidbibliothek eine hohere Transduktionseffizienz von 5,26 x 10* cfu/mg DNA und eine
grolRere Metagenombank von 6645 Fosmiden erreicht (Material und Methoden, Abschnitt
1.2.3.2). Im Vergleich dazu beinhaltet die Bank ,Mexico“ nur 1,67 x 10* cfu/mg und
3322 Fosmide. Zur Validierung der erstellten Metagenom-Genbanken wurde Uber
Restriktionsverdau sichergestellt, dass die Fosmid-Inserts (ber eine ausreichend hohe

Diversitat verfigen. Nach dem Verdau eines pCC1FOS-Fosmids mit EcoRI oder BamHI
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muissen im Bandenmuster die fur die jeweiligen Enzyme charakteristischen Vektor-Fragmente
(2,3 kb fur EcoRlI; 9,3 kb fur BamHI) wieder zu finden sein (Bild nicht gezeigt).
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Abbildung 21: Gelelektrophorese der metagenomischen DNA aus den Umweltproben ,Mexico* und
~Russia“

Um eine hohe Diversitat der in den Fosmidklonen klonierten metagenomischen DNA zu
erhalten, sollte bereits in den Umweltproben eine hohe Bakterienvielfalt gegeben sein. Bereits
unter dem Mikroskop war eine gréRere morphologische Vielfalt der Bakterien in der ,Russia‘“-
Probe als in der ,Mexico“-Probe zu erkennen. Fir die ldentifizierung der Bakterien in den
Umweltproben wurde ein Bereich der 16S rRNA mittels einer PCR mit den universellen,
bakteriellen 16S rDNA Primern ,,100K* (5"-GGTTACCTTGTTACGTACTT-3") und ,616 v_alt"
(5"-AGAGTTTGAT(CT)(AC)TGGCTCAG-3") amplifiziert. Die PCR wurde zum einen direkt mit
den Umweltproben durchgefiihrt und zum anderen mit den Isolaten, die auf Minimalmedien-
Platten mit CMC oder Avicel als Kohlenstoffquelle (SH-CMC bzw. SH-Avicel) gewachsen
waren. Somit ergaben sich insgesamt sechs Proben:

*  Umweltprobe ,Russia“

*  Umweltprobe ,Mexico"

* Isolat ,Russia* SH-CMC

» Isolat ,Russia“ SH-Avicel
e Isolat ,Mexico* SH-CMC

e |solat ,Mexico" SH-Avicel
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Tabelle 31: Zusammenfassung der tiber 16sRNA identifizierten Phyla aus den Umweltproben ,Mexico"
und ,Russia“.

Umweltprobe ,Russia* Umweltprobe ,Mexico*

Actinobacteria - 1
Bacteroidetes 3 1
Chloroflexi 2 -
Gammaproteobacteria 1 1
Firmicutes 7 1
Nitrospirae - 2
Spirochaetes 1 -
Proteobacteria 7 4
verschiedene Spezies aus

21 10

23 Proben

Aus den Umweltproben wurden nur relativ wenige 16s rDNA Amplikons sequenziert, denn es
sollte damit nur ein grober Einblick zur Vielfalt in den Proben genommen werden. Aus der
Umweltprobe ,Russia® wurden aus 23 durchgefihrten 16s rDNA-Sequenzreaktionen
21 unterschiedliche Bakterienspezies identifiziert, wahrend die ,Mexico“-Probe eine geringere
Diversitat von nur 10 verschiedenen Arten aus 23 Proben besal3 (Tabelle 31). Die Identifikation
der Isolate auf den CMC- und Avicel-Platten ergaben folgende Spezies mit jeweils 99 %
maximaler Identitat (Tabelle 32). Die Isolate wurden daraufhin auf Substratplatten mit
Tributyrin, Triolein, Starke, Milch, CMC, Xylan oder Avicel ausgestrichen und bei 50 °C
(Mexico) und 60 °C (Russia) fur 24 Stunden inkubiert. Wenn die Isolate auf den Platten
gewachsen sind oder sich die Tribung beispielweise bei den Milchplatten geklart hat wurde

eine Aktivitat auf das jeweilige Substrat vermutet.
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Tabelle 32: Aktivitdt Analyse der Anreicherungskulturen aus den Umweltproben ,Mexico" und Russia“

Isolat Spezies Aktivitat
.Russia“ SH-CMC Anoxybacillus flavithermus DSM 2641  Tributyrin, Starke, Milch
,Russia“ SH-Avicel Bacillus smithii NRS-173 keine
,Mexico“ SH-CMC Brevibacillus borstelensis DSM 6347 Milch (sehr stark)

Tributyrin, Starke, Milch,

.Mexico" SH-Avicel Bacillus sonorensis NRRL B-23154 CMC, Avicel, Xylan

4.4.2 Ubertragung verschiedener Metagenom-Genbibliotheken von E. coli zu
T. thermophilus

Das CopyControl Fosmid pCC1FOS ermdglicht die Integration von metagenomischer DNA bis
zu einer GrélRe von etwa 40 kb. Bei dieser Insertgréf3e steigt die Wahrscheinlichkeit, dass
eventuell ganze Gen-Cluster, die fir komplexe Stoffwechselwege oder Operone kodieren, in
einem Fosmid entdeckt werden kénnen (Daniel et al., 2005). Das Plasmid pCC1FOS besitzt
zwei Replikationsurspriinge, zum einen den ori des F-Faktors (single-copy), der fir die Insert-
Stabilitat und erfolgreiche Klonierung instabiler DNA-Sequenzen notwendig ist, und zum
anderen einen high-copy ori, der nach Induktion mit Auto-Induktionslésung (AIS) eine
Steigerung der Fosmid-Kopienzahl auf bis zu 50 Kopien pro Zelle erlaubt. Die hohe Kopienzahl
der Fosmide steigert ggf. die Enzymaktivitat durch klonierte Enzymgene und fihrt dadurch zu
einer sensitiveren und damit effizienteren Nachweisbarkeit. Zudem besitzt pCC1FOS fir eine
positive Selektion von Fosmid-tragenden E. coli Zellen ein Chloramphenicol-Resistenzgen.
Das pCC1FOS Fosmidsystem hat jedoch seine Limitierungen, da es sich auf den mesophilen
Expressionswirt E. coli beschrankt. Dabei kénnten in alternativen Wirtsbakterien wie z. B.
T. thermophilus neue hitzestabile Enzyme entdeckt werden, die im klassischen Wirt E. coli
nicht gebildet bzw. identifiziert wirden. Fir eine Evaluierung von T. thermophilus als neuen
Expressionswirt fur die funktionale Durchmusterung von Metagenom-Bibliotheken muss die
Effizienz und Sensitivitat der Durchmusterung derselben Genbibliotheken in E. coli und
T. thermophilus von beiden Stammen gegeniber gestellt werden. Um eine Mobilisierung einer
pCC1FOS Metagenombank von E. coli zu T. thermophilus zu ermdglichen, bedarf es einer

Modifikation des Fosmids.
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Dies geschieht durch die in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode der in vivo Modifikation
rekombinanter Fosmide tber das Cre/loxP System in E. coli (Abbildung 22). Zunachst werden
dafir die beiden Plasmide pRetro-T2 und pJM2545 in eine Fosmid-tragende E. coli Zelle
transformiert. Nach IPTG-Induktion wird das auf pJM2545 liegende Gen fir Cre-Rekombinase
exprimiert, welche pCC1FOS und pRetro-T2 an den jeweiligen loxP-Seiten schneidet und
mittels Sequenz-spezifischer Rekombination eine Fusion beider Plasmide unter Bildung von
pCC1FOS-retro (kurz fur Retro Fitting) moglich macht. Die Ruckreaktion wird durch den
temperatursensitiven Replikationsursprung auf pJM2545 verhindert, wenn man die
Transformanden bei 42 °C inkubiert. Bei dieser hohen Temperatur kann das Plasmid nicht
mehr replizieren und infolgedessen wird keine weitere Cre-Rekombinase synthetisiert (Nagy
et al.,, 2000). Uber das zweite Plasmid pRetro-T2 werden ein zweiter Selektionsmarker
(Kanamycin), der fir die Selektion in T.thermophilus bendtigt wird, sowie eine
Integrationssequenz, welche fir die Eingliederung der Metagenom-DNA in das
T. thermophilus Genom erforderlich sind, in das Fusionsplasmid eingebaut (Angelov et al.,
2009).

Eine weitere Moglichkeit fur eine parallel durchgefiihrte Durchforstung in zwei verschiedenen
Expressionsstammen ist die Erstellung einer Metagenombank mit dem Ruckgrat eines
E. coli/T. thermophilus Shuttle Fosmids, die sich direkt (ohne Modifikation) in beide Stamme
transformieren lasst. Dafur wurde von Angelov et al., (2009) das Fosmid pCT3FK konstruiert,

welches fiir derartige komparative Metagenom-Studien eingesetzt werden kann.
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R6Kyori WV = loxP Seite
Co’ —l pRetro K R\{
m R )
CmR = Chloramphenicol
Co-Transformation KmR = Kanamycin
T Ori (30 °C) TefR _
«———— pJM2545 Cre-Rekombinase = Ietazykin
\ E. coli / Km?/ Tet? T =Temperatur sensitiv

IPTG-Induktion
37 °C

4 N 4

37/42 °C

Cm + Km
X\ PRetro pCC1FOS

retro

pJM2545

\ E. coli / \ E. coli /

Abbildung 22: Schema zur in vivo Fosmid-Modifizierung in kompetente pCC1FOS tragende E. coli Zellen werden die Plasmide pRetro (loxP site, R6Kyori und Km-Resistenz)
und pJM2545 (30 °C sensitiver ori, Cre-Rekombinase, Kanamycin- und Tetrazyklin-Resistenz) co-transformiert. Nach einer IPTG Induktion und Inkubation bei 37 °C wird die
Cre-Rekombinase exprimiert und verhilft den beiden Vektoren pCC1FOS und pRetro zur Rekombination zu pCC1FOS-retro. Um eine Riickreaktion zu verhindern werden die
modifizierten Zellen bei 42 °C mit Chloramphenicol und Kanamycin kultiviert. Der R6Kyori stellt sicher, dass die Vektor in E. coli Zellen, die das pir Genprodukt exprimieren
bleibt und repliziert wird.

116



4.4.3 Optimierung des Durchmusterungsprozesses und Steigerung der
Transformationseffizienz beim komparativen Screening in E. coli und
T. thermophilus

Fur den Transformationserfolg in T. thermophilus sind Qualitéat und Quantitat der Fosmid-DNA
entscheidend. Die héchste Transformationseffizienz wird bei Zugabe von 1 yg Fosmid-DNA
erreicht, die frei von Proteinen, RNA und anderen Zellbestandteilen ist. Zudem muss sich der
Wirt in der exponentiellen Wachstumsphase befinden, um das Maximum an Nukleinséduren
aufnehmen zu kénnen (Material und Methoden 1.2.2.4). Ein Hauptaugenmerk dieser Arbeit
lag auf der Steigerung des Durchmusterungsdurchsatzes mithilfe zusatzlicher Gerate der
Verbesserung der Sensibilitit der Aktivititsnachweise. Die metagenomischen
Genbibliotheken ,Russia®, ,Mexico“, ,Golyshin“ und die ,Azoren (Wasser)" wurden dabei in

den beiden Wirtsorganismen E. coli und T. thermophilus funktionell durchforstet (Tabelle 34).

4.4.3.1 Filterplatten und Vakuum Manifold

Die Fosmid-Isolation im 96 Deep-well Format kann auf zwei verschiedene Arten erfolgen. Zum
einen durch eine alkalische Lyse mit anschlieRender Isopropanol-Fallung und zum anderen
durch Verwendung spezieller Filter und Saulen, die DNA an ihre Silikamembran binden und
von anderen Zellbestandteilen trennen. Fir die Aufreinigungsschritte mit den Filterplatten
wurde der Vakuum Manifold der Firma Pall verwendet (siehe Material und Methoden 2.2.4.2),
ansonsten wurden die Uberstande (ber Zentrifugation in Sorvall RC3B Plus (Kendro
Laboratory Products) gewonnen. Es wurden vier verschiedene Protokolle mit Kombinationen
durchgefuhrt, dabei dieselbe 96 Mikrotiter-Platte mit Fosmid-tragenden E. coli Zellen
aufgereinigt und Thermus-Zellen mit der erhaltenden DNA transformiert. Die Protokollversion
1 wird im Material- und Methodenteil unter dem Punkt 3.4 ,Fosmid-DNA-Préaparation im 96-
Well Format* erlautert. Bei allen Experimenten erfolgte die Bestimmung der DNA-Menge und
-Reinheit durch Restriktionsverdauanséatze von jeweils finf Fosmiden und anschlieRender

analytischer Gelelektrophorese.
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Tabelle 33: Zusammenfassung der vier Protokollvariationen zur Fosmidaufreinigung im 96-well Format
und ihre Transformationseffizienz in T. thermophilus.

Nr. ,Lysat“-Aufreinigungsschritt  ,DNA"“-Aufreinigung sschritt Trarésfl;iozrirgr?ztion
1 Zentrifugation Isopropanol Fallung ~29 %
2 .Lysate Clarification“ - Platte Isopropanol Féllung ~88 %
3 Zentrifugation ,DNA Binding“-Platte ~9~%
4 .Lysate Clarification“ - Platte ,DNA Binding“-Platte ~71%

Protokoll 1 Protokoll 2 Protokoll 3 Protokoll 4

Abbildung 23: Gelbild von den vier verschiedenen Extraktionsprotokollen. 1) Fosmid-Isolation durch
alkalische Lyse, 2) Verwendung einer ,Lysate Clarification“-Platte, 3) Verwendung einer ,DNA-binding*
Platte und 4) Verwendung von ,Lysate Clarification- und ,DNA-binding* Platte. Die Fosmide wurden
mit EcoRI geschnitten.

Auf dem Gelbild sieht man gréRere DNA-Mengen bei Protokoll 1 und 2, aber auch signifikante
Mengen an RNA, die bei 250 bp erkennbar ist (Abbildung 23). Bei den anderen beiden
Protokollen waren die DNA-Konzentrationen geringflgig niedriger, jedoch enthielten diese
Proben keine RNA-Kontamination. Fir die Bestimmung der Transformationseffizienz im 96

Well-Format wurden Thermus-Kulturen in der exponentiellen Wachstumsphase zu der
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aufgereinigten Fosmid-DNA hinzugegeben, zwei Stunden bei 70 °C inkubiert und
anschlief3end fir 48 Stunden bei 60 °C in einem TB-Kan20 Medium kultiviert. Tabelle 33 zeigt
den Prozentsatz der angewachsenen Kulturen in der 96 Deep-well Platte. Aus diesen
Ergebnissen l&sst sich schliel3en, dass die Proben bei der Verwendung einer ,DNA-Binding*“-
Platte beziiglich der RNA-Verunreinigungen besser aufgereinigt wurden. Die Ausbeute wurde
durch diese Platte allerdings verringert. Die Transformationseffizienz als entscheidender Punkt
war bei den Protokollen 2 und 4 mit Prozentsatzen von 88 bzw. 71 % am hochsten. In beiden
Fallen wurde eine ,Lysate Clarification“-Platte verwendet, um die DNA aus dem Zelllysat zu
gewinnen. Dieser Aufreinigungsschritt steigerte den Transformationserfolg enorm, wahrend

die RNA-Verunreinigung der DNA eher eine marginale Rolle spielte.

4.4.3.2 VIAFLO 96

Die Aufreinigung von 192 Fosmiden konnte durch alkalische Lyse im 96-Well Format mithilfe
einer 8-Kanalpipette an einem Tag durchgefuihrt werden (Material und Methoden Punkte
1.2.3.4 und 1.2.3.5). Eine enorme Arbeitserleichterung stellte bei der Extraktion die
Verwendung der 96-Kanalpipette VIAFLO 96 der Firma INTEGRA Biosciences GmbH
(Fernwald, Deutschland) dar. Damit konnte die Anzahl der DNA-Extraktionen auf
576 Praparationen pro Tag gesteigert werden. Die Reinheit der isolierten Fosmide wurde
weder gesteigert noch gemindert, da die Bedingungen der kritischen Schritte wie die
Lysataufreinigung und DNA-Fé&llung, durch den Pipettier-Roboter nicht verbessert wurden.
Jedoch fuhrt der Einsatz der VIAFLO 96 zu einer enormen Zeitersparnis, weil dadurch der

Durchsatz pro Tag verdreifacht werden konnte.

4.4.3.3 Validierung des Pool-Screening

Das funktions-basierte Screening von Fosmidklonen ist mit groRem Zeit- und Arbeitsaufwand
verbunden. Jeder einzelne Klon wird zunéchst in E.coli untersucht und dann in
T. thermophilus Ubertragen, worauf eine erneute Durchforstung auf Substratplatten erfolgte.
Diese Schritte beim komparativen Screening kénnen nicht umgangen oder vereinfacht
werden, aber es besteht die Mdoglichkeit diese Prozeduren entweder einerseits an
Einzelklonen in einem 96 Deep-well Blocken durchzufiihren oder andererseits 48 Klone in
einem Pool zusammenzufassen, welcher dann wie eine Probe behandelt wird. Diese als ,Pool-
Screening” bezeichnete Methode wurde fir pCC1FOS-Genbibliotheken entwickelt und
beinhaltet folgende Schritte: a) Erstellen des Fosmid-Pools b) in vivo Modifizierung im Pool-

Format c) Fosmid-DNA-Extraktion d) Transformation in T. thermophilus.

Zunéchst wurde eine pCC1FOS-Genbibliothek aus Kompost-Umweltproben (limberger et al.,

2012) verwendet, in der sich ein bereits validierter auf Xylan aktiver Klon befindet. Der aktive
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Klon befand sich auf der Position B8 in dem M12-22B-Pool, der insgesamt 48 Fosmidklone
umfasst. Verschiedene Kultivierungsmethoden, wie die Zugabe von Autoinduction Solution zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, wurden untersucht, um ihren Einfluss auf die Diversitat der

Fosmide und die Effizienz der Modifizierung festzustellen (Abbildung 24).

Uberstempeln )
von 48 Fosmid- Co-transformation Thermus
klonen Poolen (pRetro und pJM2545) Ausplattieren Poolen Trafo

Metagenombank LB-Cm (a) Kompetenten In vivo Modifikation LB-Cm-Kan (c) Pool der
in oder Zellen im Pool-Format oder Modifizierten
Mikrotiterplatten LB-Cm-AIS (b) LB-Cm-Kan-AlS (d) Fosmide
(96 oder 384)

Abbildung 24: Durchfihrung des Pool-Screenings. Die Metagenombank im Mikrotiter-Format wurde mit
einem Stempel mit 48 Pins entweder auf Platten nur mit Chloramphenicol (Cm) Ubertragen oder mit Cm
und AIS (Autoinduction Solution). Die Zugabe von AlS erhoht die Kopienzahl des pCC1FOS Vektors in
der Zelle. Nachdem die 48 Klone auf den Platten gewaschen sind, wurden sie in ein Reaktionsgefaf
zusammengefihrt (poolen) und chemisch kompetent gemacht. Daraufhin erfolgte eine in vivo
Modifikation des gesamten Pools durch die beiden Plasmide pRetro und pJM2545. Die modifizierten
Zellen wurden anschlieRend auf Platten mit beiden Antibiotika (Chloramphenicol und Kanamycin) und
mit oder ohne AIS ausplattiert. Die Klone wurden wieder zusammengefiihrt, die Fosmide aufgereinigt
und in T. thermophilus transformiert.

Fur die Modifizierung des Pools wurden 5 g der jeweiligen Plasmide pRetro-T2 und pJM2545
eingesetzt, wahrend bei der Reaktion mit dem Einzelklon B8 nur ein Zehntel dieser Menge
transformiert wurde. Bei anfanglicher Kultivierung mit AIS wuchsen mit einer Gesamtzahl von
848 deutlich mehr Klone auf der LB-Cm-Kan-AlS-Platte im Vergleich zu dem Fall, wo vorher
keine AIS-Kultivierung stattfand (21 Klone). Zur Uberpriiffung der Diversitat und der
Modifizierungseffizienz wurden 5-6 Klone der jeweiligen Variationen mit einem
EcoRI Restriktionsverdau der enthaltenden Plasmide kontrolliert. Eine spezifische Bande mit
einer GrofRe von 2,3 kb, die vom Vektor herrihrt, ist deutlich zu erkennen. Zwei von funf Klonen
ohne AIS und zwei aus sechs Klonen mit AIS waren identisch. Zur Uberpriifung, ob die in vivo
Modifizierung bzw. das Zusammenfihren der Klone eine Auswirkung auf die Aktivitat der
Klone hat, wurden die Proben B8-M12-22 (mit AlS), Pool-M12-22B (ohne AlS) und Pool-M12-
22B (mit AIS) im Anschluss an das Retrofitting auf Substratplatten mit Xylan und CMC

ausplattiert.
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Abbildung 25: Substratplatten LB-Xylan (A) oder LB-CMC (B) mit dem B8 Klon (M12-22) und dem Pool
M12-22 (48 Fosmide). Der Klon B8 weist eine Xylanaseaktivitdt durch einen hellen Hof nach der
Kongorotfarbung auf. Der Pool, der zuvor mit AlS inkubiert wurde, zeigt helle Flecken auf der LB-Xylan
AIS Platte (C). Die LB-Xylan Platte mit dem M12-22B Pool ohne AIS zeigt keine Aktivitat (D).

Auf den Platten konnte man erkennen, dass die Xylanase B8 (aus dem Pool M12-22) nach
der in vivo Fosmid-Modifizierung weiterhin aktiv war und diese somit keinen negativen Einfluss
auf die Enzymaktivitat hatte. Dies war an dem deutlichen Halo von B8 auf der LB-Xylan-Platte
zu erkennen (Abbildung 25, A). Als Negativkontrolle diente eine LB-Platte mit CMC (B) auf
dem kein Substratabbau nachgewiesen werden konnte. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass auch innerhalb eines Pools die Aktivitat weiterhin deutlich nachweisbar war und
nicht im Gemisch aus 48 unterschiedlichen Klonen verloren ging (helle Bereiche auf der Platte,
C). Bei der anfanglichen Kultivierung auf LB-Agarplatten musste AIS im Medium enthalten
sein, da sonst der Abbau des Substrates zu schwach fur einen Nachweis war. Abbildung 25
zeigt deutlich, dass beim Pool M12-22B, welcher nicht mit AIS kultiviert wurde, keine Aktivitéat
durch Halos auszumachen ist (D). Die Transformationszahlen des Pools M12-22B (29 Klone)
und die des Einzelklons B11-M12-22 (33 Klone), welche anfanglich mit AIS kultiviert wurde,
sind nahezu gleich. In dem Pool ohne AIS konnten gar keine Transformanden nachgewiesen

werden.
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4.4.3.4 Durchmusterung verschiedener Bibliotheken

In dieser Dissertation wurden fur die Entwicklung und Optimierung der
Durchforstungsmethoden wie z.B. Einsatz von Multipipetten (96 ViaFlo), Manifold Praparation
mit Aufreinigungsplatten, Pool-Screening und komparatives Screening verschiedener
Genbanken in E. coliund T. thermophilus untersucht. Aus Tabelle 34 kann abgelesen werden,
wie viele Fosmide jene Bank insgesamt beinhaltet und welche Anzahl in E. coli bzw. in

T. thermophilius nach dem Transfer durchforstet wurden.

Beim Uberstempeln der Kulturen aus den Mikrotiterplatten oder Deep-well Blocken auf die
Agar-Platten wurde darauf geachtet werden, dass genug Zellmaterial Ubertragen wurde und
dass die Positionen der einzelnen Wells wieder zurickverfolgt werden konnten. Die
Substratplatten wurden bis zu 2/3 der Petrischale mit Agarmedium gefullt, da sie flr mehrere
Tage bei hohen Temperaturen bis zu 60 °C inkubiert werden mussten und der Agar sonst
ausgetrocknet ware. Gegen die Verdunstung des Wassers half noch zusatzlich das Einwickeln
in eine Kunststofftite. Nach Identifizierung eines aktiven Klons auf einer Platte, wurde das
Fosmid isoliert und wieder in eine kompetente EPI300 Zelle Ubertragen und mit dem
Leervektor verglichen. Dies diente der Evaluierung des Fosmids und bestétigte, dass die dazu
gewonnene Aktivitat tatsdchlich vom metagenomischen Insert stammte. Oftmals wurde der
zunachst positive Phanotyp von Klonen nach der Retransformation nicht bestatigt. Das kann
verschiedene Griinde haben: (i) mehrere Enzyme, die nicht ausschliel3lich auf dem Fosmid
lokalisiert sind, interagieren zusammen (i) Klone stellten keine Reinkulturen dar (iii)

Verwechselung der Klone.

Tabelle 34: Zusammenfassung der Fosmid-Banken und den durchforsteten Fosmide in E. coli und
T. thermophilus

Bibliothek Gesamtzahl Durchforst(_at in Durchforstet in
E. coli T. thermophilus

Mexico 3322 480 274

Russia 6645 1440 761

Azoren (Wasser) 8160 2880 1590

Hyperthermophile

Archaaen _und 3840 768 60

Thermophile

Bakterien
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Bei der Durchforstung der Genbibliothek aus der Azoren Wasserprobe im Wirt E. coli (Lt Platte
9/1V/IF12) wurde ein Klon mit CMCase-Aktivitat gefunden, die Aktivitat war allerdings bei 37 °C
hoher als bei 60 °C. Dieser Klon mit mesophiler CMCase wurde nicht weiter untersucht, da
hier das Hauptaugenmerk auf der Entdeckung von neuen thermostabilen Enzymen lag.

Abbildung 26: Auf Tributyrin aktiver Klon (LO1) aus der HA- und TB-Fosmidbank (384 Mikrotiterplatten).
(a) pCC1FOS Leervektor als Negativkontrolle (b) LO1 bei 37 °C (c) LO1 erst einen Tag bei 37 °C und
dann einen weiteren Tag bei 60 °C.

Auch aus einer der 384 Mikrotiterplatte der HA- und TB-Metagenom-Genbibliothek wurde auf
Position Lt/I/H1 ein auf Tributyrin aktiver Klon (LO1) entdeckt (Abbildung 26). Nach der
Retransformation behielt der Klon noch seine Enzymaktivitat. Aus dem etwa 40 kb langen
Metagenominsert wurde eine Shotgun-Genbibliothek erstellt, das Kandidatengen konnte

jedoch nicht identifiziert werden.

Bei den Platten-Screenings wurden durch Halos um die Kolonien zwei Fosmidklone mit
vermutlicher Avicel-Aktivitat in E. coli entdeckt (AO2 und A06). Daraufhin wurde ein DNSA-
Assay mit den zwei Kandidaten und einer Kontrolle mit pCC1FOS mit 1 % Avicel und
1 % CMC durchgefuhrt. Die Negativkontrolle wies mit beiden Substraten eine hdhere Aktivitat
auf als die beiden putativen Avicelasen. Es wurden zusatzlich noch funf Klone in
T. thermophilus gefunden, die auf Avicellasenaktivitat hinwiesen (T_rf08: E5. H1 und H2;
T rf20: H11 und A7). Nach weiteren Untersuchungen wurden auch diese Klone

vernachlassigt, da Avivelaktivitaten nicht eindeutig bestatigt werden konnte.
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4.4.1 In vivo Modifizierungs-Methoden, um Fosmid-Genbibliotheken in andere
Expressionswirte (B. subtilis und M. luteus) Gbertragen zu kénnen

In dieser Arbeit sollten die vorliegenden Metagenom-Genbanken in pCC1FOS Fosmiden aus
E. coli in verschiedene Expressionswirte Ubertragen werden. Das Ziel dieses Teilprojekts war
es bereits bestehende pCClFOS Metagenom-Genbibliotheken in verschiedene
Expressionswirte zu Ubertragen. Dies sollte mit der gleichen Methode wie bei Angelov et al.
(2009) fur T. thermophilus beschrieben, fir andere ebenso nattrlich kompetente Bakterien wie

B. subtilis und M. luteus entwickelt werden.

Zur Erstellung des modifizierten pRetro-Plasmids fir die beiden Stamme wurden zunachst die
Kan-Kassette auf dem Plasmid pWLTK6 amplifiziert (911 bp; Primer KanF2/KanR3), wahrend
der Replikationsursprung R6Kyori und die darauffolgende 425 bp lange loxP-Sequenz von
pRetro-T2 stammte (Primer: OriLoxF/ OriLoxR). Diese beiden Bestandteile sind gleich, jedoch
wurden fir die unterschiedlichen Expressionsstédmme andere Sequenzen fur homologe
Rekombination ins Wirtschromosom eingefiigt. Fir pRetro-B1 (B fir Bacillus) wurde ein 1980
bp langes Fragment des Amylasegens amyE aus dem Stamm 168 mit den Primern amyE F
und amyE R mittels PCR vervielfaltigt und mit dem Selektionsmarker kan und dem Ori-loxP-
Amplifikat Gber Gibson Assembly zusammengefiigt. Fir das fur Micrococcus spezifische
Plasmid pRetro-M1 wurde analog aus dem M. luteus ATCC27141 trpE Gen ein PCR-Produkt
gewonnen und mit kan und ori-loxP assembliert. Mithilfe der gewahlten homologen
Gensequenzen kénnen sich die Metagenomsequenzen nach der in vivo Fosmidmodifikation
und Transformation von B. subtilis bzw. in M. luteus ins Wirtsgenom integrieren und Klone mit
chromosomaler Integration Gber Kanamycinresistenz selektiert werden. Bei Bacillus sollte bei
einer Insertion der metagenomischen DNA die Amylase-Expression verhindert sein, was mit
einem einfachen Test nachzuweisen ist. Dazu werden erhaltende Bacillus Klone und der
Wildtyp zur Kontrolle auf einer LB-Platte mit Starke kultiviert und dann mit Lugolscher Lésung
bedeckt. Ein heller Hof um den Wildtyp zeigt den Abbau von Starke im Medium durch die
Amylaseaktivitat, wahrend sich um Kolonien von Klonen mit Insertion metagenomischer
Fosmid-DNA ins amyE Gen kein Hof bilden kann. Bei M. luteus-Klonen &auf3ert sich eine
erfolgreiche Integration durch eine Tryptophanauxotrophie. Stdmme mit chromosomal
integrierter Metagenom-DNA sollten nur auf Minimalmedium-Platten mit Tryptophanzusatz

wachsen koénnen.
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Kan cassette
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pRetro-B1 pRetro-M

2882 bps " o 2858bps

Abbildung 27: Vektorkarte von pRetro-B und pRetro-M. Die Kanamycinkassette, ori und der loxP-Seite
ist bei beiden Vektoren identisch. pRetro-B tragt zusatzlich die Amylase Gensequenz amyE aus
B. subtilis DB168 und pRetro-M das trpE Gen aus M. luteus ATCC 27141.

Das pRetro-M Plasmid konnte trotz Hertsellung verschiedener trpE-Amplifikate nicht generiert
werden (trpE TP F/R: 1520 bp oder trpE F2/R2: 1013 bp). Nur die Konstruktionen von pRetro-
B1 war erfolgreich. Dieser Bacillus spezifische Vektor und pJM2545 wurden zunachst in
kompetente EPI1300 Zellen mit dem Leervektor pCC1FOS transformiert und in vivo modifiziert.
Zum Vergleich wurden noch der bereits evaluierte pRetro-T2 fir T. thermophilus zusammen
mit pCC1FOS im EPI300 transformiert und Negativkontrollen ohne die Zugabe von pJM2545.
Es wurden jeweils die gleichen Mengen an DNA (1 pg) eingesetzt und spéater die

Transformanden ausgezahlt (Tabelle 35).

Tabelle 35: Ubersicht der Komponenten der in vivo Modifizierung des Leervektors pCC1FOS und die
Anzahl der daraus resultierten modifizierten EPI300 Kolonien (+ vorhanden; - nicht vorhanden).

pCC1FOS pJIM2545 pRetro-B1 pRetro-T2 E. coli EPI300
+ + + - ~ 40
+ + - + ~ 700
+ - + - 0
+ - - + 0
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Bei dem zweiten Versuch der in vivo Modifizierung mit dem neuen pRetro-B1 Konstrukt wurde
ein Metagenom-tragendes Fosmid ausgewahlt: pCC1FOS-HA-CMC-1 und pCC1FOS-TB-
EST-7. Die erhaltenen pRetro-B1 Plasmide wurden mit Ncol verdaut und die erhaltenen
Fragemente gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Modifizierung mit dem pRetro-B Vektor war
nicht erfolgreich, da sich das Bandenmuster vor und nach der Behandlung nicht unterschieden
und die Bande von pRetro-B (2882 bp) in den retro gefitteten Proben nicht sichtbar ist (Daten
nicht gezeigt).

4.4.2 Bacterial artificial chromosome (BAC) in T. thermophilus

BAC ist die Abkirzung fur Bacterial Artificial Chromosome. Bei BACs handelt es sich im
Grunde um kinstliche Chromosomen, die auf der Grundlage des low-copy F-Plasmids des
Bakteriums E. coli entwickelt wurden. BACs dienen als Klonierungsvektoren und enthalten die
Spaltstellen A-cosN- und P1-loxP, einen Selektionsmarker sowie einen T7 oder Sp6é Promotor.
BACs werden bei der Zellvermehrung stabil weitergegeben. Aufgrund ihrer grof3en Inserts von
150 bis 350 kb kann die Anzahl der zu durchforstenden Klone reduziert und auch grol3e Gen-
Cluster, die fur ganze Stoffwechselwege kodieren, identifiziert werden. Zur stabilen Erhaltung
als low-copy-number Replikons nach der Zellteilung dient ein par-System. Dieses System
umfasst drei Genkomponenten: die ATPase (parA). Das DNA-bindende Protein ParB (parB)

und eine Zentromer-ahnliche Bindestelle parS.

In dieser Arbeit wurde versucht BAC-Vektoren zu erstellen, die grol3e Insertion
metagenomischer DNA tragen kénnen und entweder als zusatzliches externes Plasmid in
T. thermophilus bestehen bleiben oder sich sogar in das Genom integrieren. Fir die
eigenstandige Replikation des modifizierten BACs in T. thermophilus wurden die putativen
Replikationselemente des Megaplasmids pTT27 (repA, ori und die par-Locus Gene parA,B

und parS) in den Klonierungsvektor integriert.
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Abbildung 28: Vektorkarten von pRetro-BAC1 und pRetro-BAC2

Fur die Konstruktion von pRetro-BAC1 wurde pRetro-T2 mit BamHI und Sacl geschnitten und
das 1434 bp lange Fragment aus dem Gel aufgereinigt. Dieses DNA-Stick enthalt den
Replikationsursprung R6Kyori und die Kanamycinresistenz Kassette. Eine weitere PCR wurde
mit dem Primerpaar pRetro-BAC1 F/-BAC1 R und der genomischen DNA von T. thermophilus
als Template durchgefiihrt. Dadurch wurde ein 2062 bp langes Amplifikat erhalten, welches
das repA Gen und den putativen ori (hoher AT-Gehalt) des Megaplasmids umfasst. Fur die
zweite Variante pRetro-BAC2 wurde ein 4074 bp Fragment des Megaplasmids vervielféltigt,
das neben dem repA Gen und dem ori noch zusétzlich den par Locus mit parA, B und S mit
einschlie3t. Nach dem Gibson Assembly wurden kompetente EC100D (pir+) Zellen mit den
Vektoren pRetro-BAC1 und pRetro- transformiert, die aus dem jeweiligen Megaplasmid-

Fragmente BAC1 bzw. BAC2 und dem pRetro Rickgrat bestehen.

Nach der Validierung der Vektoren durch Sequenzanalysen (Sequenzprimer pRetro-B S1)
wurden sie jeweils mit zwei verschiedenen Fosmiden Lt/2/cell A1 und Lt/2/cell P1 modifiziert.
Der Kontrollverdau der Fosmide wies darauf hin, dass die in vivo Modifizierung erfolgreich war.
Fur die weiteren Experimente wurden nur die BAC-Vektoren mit integriertem Fosmid
Lt/2/cell A1 weiter verwendet und als pRetro-rf-BAC1 und pRetro_rf-BAC2 bezeichnet. Mit den
vier DNA-Vektoren pRetro-BAC1, pRetro-BAC2, pRetro-rf-BAC1 und pRetro-rf-BAC2 (kurz:
BAC1, BAC2, rf BAC1 und rfBAC2) wurde T. thermophilus Wildtyp HB27wt transformiert.

Fur den Southern Blot wurde die Kanamycinkassette als Hybridisierungsprobe verwendet. Die
Negativkontrolle mit dem Wildtypstamm HB27 (1) zeigt keine klare Bande, wéahrend die
Stdmme mit dem Vektor pRetro-BAC1 bzw. pRetro-BAC2 (2 und 3) oder mit den ,retro

gefitteten* Fosmiden (4 und 5) ein deutliches Signal bei der genomischen DNA aufweisen.

127



Diese Ergebnisse deuten auf eine Integration der BAC-Vektoren ins T. thermophilus Genom

hin. In der 6. Spalte kann man das linearisierte pRetro-BAC1 Plasmid sehen (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Southern Blot der pRetroBAC1 und BAC2 Konstrukt. Als Marker (M) dient der GeneRuler
1 kb von der Firma Fermentas.

Fur den Nachweis der erfolgreichen Transformation und auch zur Lokalisationsbestimmung
der pRetro-BAC Vektoren wurden zunachst Geldokumentationsmethoden angewendet, denn
die Plasmide kdnnten sich extrachromosomal in den Zellen befinden oder Gber die homologen
Sequenzen in das Megaplasmid pTT27 integriert worden sein. Sowohl bei der Eckhardts Gel-
als auch bei der Pulsefield Gel-Methode werden ganze Bakterienzellen nach einer
Zelllysebehandlung auf ein Agarosegel aufgeladen, damit die gesamte Nukleinsaure durch
das Gel aufgetrennt und analysiert wird. Jedoch wurden mit beiden Anwendungen keine
Gelbilder mit deutlich sichtbaren Banden erzielt (siehe Anhang; Abbildung 31). Aus diesem
Grund wurde eine weitere Visualisierungsmdaglichkeit gesucht und ein Southern Blot mit der
Kanamycin Kassette als Hybridisierungs-Probe durchgefiihrt. Die Sonde ist ein 823 bp
Fragment, welches aus dem Plasmid pMOD3_Kat (Doppelverdau mit EcoRI und Bglll)
gewonnen wurde. Die Thermus-Stamme mit den BAC Vektoren wurden mit unterschiedlichen
Kanamycinkonzentrationen Kultiviert (Kan 0, 50, 100, 200 pg/mL). Die aufsteigende Menge
des Antibiotikums verstarkt dabei den Selektionsdruck auf Integration und kann die Kopienzahl

des BAC-Vektors erhohen.
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Abbildung 30: Southern Blot mit gDNA aus Zellen, die bei steigender Kanamycin Konzentration kultiviert
wurden. Als Marker (M) wurde der GeneRuler 1 kb von der Firma Ferments verwendet. Auf dem linken
Bild sind die Thermus-Stamme, die mit pRetro-BAC1 modifiziert wurden, das rechte Bild zeigt den
pRetro-BAC2 Vektor. Die Stamme mit der Bezeichnung rf (retro-fitting) im Namen tragen ein mit pRetro-
BAC1 bzw. BAC2 in vivo modifiziertes Fosmid. Der Wildtyp-Stamm HB27 wurde als Negativkontrolle
verwendet.

Die Kultivierung von HB27 BAC1 und HB27 BAC2 war bei allen Kanamycinmengen
erfolgreich, wahrend die Thermus-Stamme mit dem retro-gefitteten BAC-Vektor nur bei Kan 0
und auf den Platten bei Kan 20 angewachsen sind. Das lasst vermuten, dass
Kanamycinkassette in den Stammen rf-BAC1 und rf-BAC2 nicht vervielfaltigt wurde. Bei der
Southern Blot Hybridisierung wurde die DNA des Wildtyps nicht angefarbt. Die Proben mit den
BAC1 und BAC2 Vektoren zeigen diffuse Banden weit oberhalb der 10 kb Bande was ein
Hinweis auf die Integration der Vektoren in das Megaplasmid darstellt (Abbildung 30).
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5 Diskussion
5.1 Eigenschaften der neuartigen Glykosidhydrolase EngU

Die Untersuchung der Glykosidhydrolas EngU kniipfte an die Ergebnisse friiherer Arbeiten
(Wittenberg, 2009) an und die Enzymcharakterisierung wurde erweitert, sowie

zwischenzeitlich neu verfligbare Sequenzdaten mit einbezogen.

5.1.1 Sequenz- und Modulvergleiche von EngU

FrUhere, zur Zeit der Isolierung und Sequenzierung des engU-Gens durchgefiihrte BLAST-
Suchen mit der Sequenz von EngU gegen die verfligbaren, offentlich zugéanglichen
Sequenzdatenbaken hatten nur schwache und nur partielle Sequenzahnlichkeit mit damals
hinterlegten Sequenzen ergeben (Wittenberg, 2009). Daher bestand das Risiko das
rekombinante Fosmid konne eventuell eine chimdre DNA-Insertion aus verschiedenen,
eigentlich nicht zusammengehérigen, metagenomischen DNA-Fragmenten tragen. Eine
neuerliche BLAST-Suche ergab jedoch spater ca. 25 Sequenzen, die Uber die gesamte
Proteinlange Ahnlichkeiten zeigen und aus unterschiedlichen Organismen stammen (Tabelle
36). Dies ist ein Beweis dafir, dass die Gensequenz kein Artefakt ist und nicht durch zufallige

Klonierungsereignisse entstanden ist.

Tabelle 36: Uberblick Giber die besten Treffer der BLAST Analyse zur Suche nach Proteinsequenzen
mit Ahnlichkeiten zu der gesamten EngU Lénge.

Name Beschreibung Identitdt ~ Accession Nr.
Planctomycetes hypothetisches Protein 51% KPK65117.1
Bakterium
Bathyarchaeota Kohlenhydrat-bindende CenC 47% KYH37837.1
Archaeon Doméne
Latescibacteria hypothetisches Protein 48% KPJ58997.1
Bakterium
Armatimonadestes Beta-Galaktosidase 47% CuUu00576.1
Bakterium
Chthoniobacter flavus Kohlenhydrat-bindendes 46% WP_006980642.1
Protein
Ignisphaera aggregans Kohlenhydrat-bindende CenC 45% ADM28658.1
Doméane
Cellvibrio mixtus hypothetisches Protein 41% WP_052417202.1
Opitutus terrae Kohlenhydrat-bindende CenC 41% WP_012376627.1
Doméane
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Paludibacterium hypothetisches Protein 41% WP_028534507.1
yongneupense

Dickeya sp. hypothetisches Protein 40% WP_049853918.1

Teredinibacter turnerae hypothetisches Protein 38% WP_018275959.1

Opitutaceae Bakterium Kohlenhydrat-bindendes 36% WP_009508551.1

Protein
Diplosphaera hypothetisches Protein 36% WP_043588348.1
colitermitum
Melioribacter roseus Kohlenhydrat-bindendes 32% WP_014855430.1

Protein

Die meisten Bakterienstamme in Tabelle 36 wurden aus mesophilen oder thermophilen
Gebieten isoliert oder besitzen ihr Temperaturoptimum in diesem Bereich (Kadnikov et al.,
2013; Kwon et al.,, 2008; Marrero et al., 2013). Die ideale Wachstumstemperatur von
Ignisphaera aggregans liegt bei 92 - 95 °C, die von Plantomyces bacterium bei 35 - 55 °C und
die von Teredinibacter turnerae liegt zwischen 30 und 35 °C (Distel et al., 2015; Fuerst et al.,
1997; Niederberger et al.,, 2006). Auffallig ist, dass unter den annotierten Genen keine
Lichenase- oder B-Glukanasegene sind, wohingegen EngU gemdalR unserer funktionellen

Assays diese Aktivitaten aufweist.

Viele Treffer kamen aus dem Phylum der Verrucomicrobia, welches aus finf Untergruppen
(V1-V5) besteht und bspw. die Stamme Chthoniobacter flavus und Opitutus terrae mit
einschlief3t (Chin and Janssen, 2002; Choo et al., 2007). Chthoniobacter flavus wird haufig in
pflanzlicher Biomasse gefunden und besitzt daher die Fahigkeit viele Polysaccharide zu
metabolisieren (Sangwan et al., 2004). Genauso wie Ignisphaera aggregans, der eine grof3e
Brandbreite verschiedener Substrate wie z.B. Stéarke, Konjak Glukomannan, Pepton,
Mannose, Laktose, Galaktose, Maltose, Glykogen und B-Cyclodextrin als Kohlenstoffquelle
verwenden kann (Niederberger et al., 2006). Andere Mikroorganismen werden bereits in der
Industrie genutzt wie Cellvibrio mixtus, dessen endo-1,4-B-Xylanase im groRen Maflstab
hergestellt und vermarktet wird (Megazym, USA). Die Treffer der Homologieanalyse tber die
gesamte EngU-Proteinl&ange beziehen sich auf Daten, die aus der single-cell Sequenzierung
erhoben wurden. Zum jetzigen Kenntnissstand (Stand 11.2017) gibt es keine orthologen engU

Gene, die aus kultivierbaren Mikroorganismen stammen.

Die PFAM Datenbank ist eine grofe Sammlung von Proteinfamilien, die anhand eines
Multiplen Sequenzen Alignments oder eines Hidden Markov Modells dargestellt werden.
Mithilfe jener Datenbankanalyse werden vorhandene Module bzw. Domanen in einer

Proteinsequenz identifiziert, die wiederum einen Rickschluss auf die Funktion des Proteins
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geben. Die Sequenzanalyse von EngU in PFAM ergaben Ahnlichkeit zu drei funktionellen
Modulen (GH5, GH42 und CBM4) und die Alignments mit den jeweiligen Seeds zeigten einen

fur Glykosidhydrolasen sehr ungewdhnlichen modularen Aufbau.

Die GH5 Familie umfasst eine grof3e Vielfalt an Enzymen: endo-$-1,4-Glukanase/Cellulase
(EC 3.2.1.4); endo-B-1,4-Xylanase (EC 3.2.1.8); B-Glukosidase (EC 3.2.1.21), Lichenase
(EC 3.2.1.73), B-Mannosidase (EC 3.2.1.25) und weitere Aktivitdten. Die Familie GH42
beinhaltet Enzyme mit B-Galaktosidase und a-L-Arabinopyranosidase Aktivitat, die zum Clan
GH-A gehéren und glykosidische Bindungen unter Beibehaltung der anomeren Konfiguration
(Retention) hydrolysieren. Bei den Grundmerkmalen wie Mechanismus, Clan und
Kristallstruktur besitzen beide Familien, GH5 und GH42, jedoch viele Gemeinsamkeiten. Ihre
Sekundarstruktur wird als , TIM-barrel* (TIM steht flr Triosephosphat-Isomerase) bezeichnet
und besteht aus acht parallelen B-Faltblattstrdngen, die durch acht a-Helices miteinander
verbunden werden. Die Faltblattstrange bilden die Dauben einer Fassstruktur (engl.: barrel),
die von den aufReren Helices festgehalten werden (Goldman et al., 2016; Nanda, 2016). Die
Struktur-basierten Alignments der Sequenzen der zu der GH42 Familie &ahnlichen
Sequenzabschnitte von EngU (GH5-GH42a und GH42b) weisen darauf hin, dass diese
Sequenzabschnitte zwei Hélften eines (B/a)s TIM-Barrels darstellen. Zwischen den beiden
Halften und nach dem vierten B-Faltblattstrang ist ein Kohlenhydrat-Bindemodul (CBM)
insertiert, welches im nachsten Absatz naher beschrieben wird. Eine ,Sandwich“-ahnliche
Struktur wurde auch bei einer GH42 B-Galaktosidase aus T. thermophilus A4 entdeckt. In
diesem Fall wurde die TIM-Barrel Struktur zwischen -4 und a-4 durch eine Subdoméane H
unterbrochen (Hidaka et al., 2002a). In dieser Veroffentlichung wurden die zwei Barrel-Halften
in vivo co-exprimiert und in vitro zu einem funktionellen Enzym rekonstruiert (Hocker et al.,
2001). Diese Strukturbeispiele, mit EngU eingeschlossen, bestéarken die Theorie, dass die TIM
Barrel Struktur aus einer Genduplikation und einer Genfusion aus Halb-Barrel Vorlaufern

entstanden sein kdonnte (Lang et al., 2000).

CBMs sind 30 - 200 Aminoséauren lange Module in Glykosidhydrolasen, die Oligo- oder
Polysaccharide erkennen und binden kdnnen. Zudem kdnnen diese Module einer Disruption
des Substrates entgegenwirken und diese fir die Abbaureaktion stabilisieren (Shoseyov et al.,
2006). Oft enthalten hydrolytisch aktive Proteine ein bis drei solcher Module, die Uber
Verbindungsequenzen (engl.: linker sequences) verknlpft sind (Gilkes, et al. 1995). In
Cellulosomen unterstitzen CBMs die katalytischen Module (Ding et al., 2003; Zverlov et al.,
1998b). Die Bindemodule wurden in vielen unterschiedlichen Enzymklassen und Wirten
bereits entdeckt, wie z.B. Cellulasen und Xylanasen aus verschiedenen Mikroorganismen,
Maltodextranase aus Arthrobacter globiformis, Arabinofuranosidasen aus Aspergillus

kawachii, B-Glukosidasen aus Phanerochaete chrysosporium, Esterasen aus Penicillium
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funiculosum, Endoglukanasen aus Pflanzen, Endomannanase aus T. reesei, oder Pektin
Lyase aus Pseudomonas cellulosa (Charnock et al., 2001; Kroon et al., 2000; Lymar et al.,
1995; Miyanaga et al., 2004; Shoseyov et al., 2006; Stalbrand et al., 1995; Yoshida et al.,
2006). CBMs werden, ahnlich wie Glykosidhydrolasen, anhand ihrer Aminosduresequenz,
Tertiarstruktur und Substratspezifitdt in 83 Familien unterteilt (Stand 11.2017). Durch
Sequenzanalysen wurde in EngU eine CBM der Familie 4_9 mit einer 46 %igen Ahnlichkeit zu
einem hypothetischen Protein aus Planctomycetes Bakterium SM23 32 identifiziert. Die
Module dieser Klasse werden dem Typ B zugeordnet und binden hauptséachlich I6sliche
Glukanketten in ihrer Spalt-artigen Substratbindungstasche (Boraston et al., 2004). Die CBM4-
Kristallstruktur aus Cellulase K von Clostridium thermocellum wurde untersucht und Alahuhta
(2011) fand in einer Peptidschleife der Bindetasche einen in Clostridien hoch konservierten
Tryptophanrest Trp138 (118 in CbhA CMB4). Im Ahnlichkeitsmuster (,Seed*) der CBM4-
Familie befindet sich ebenso ein konservierter Tryptophanrest an Position 17, der auch in
EngU vorhanden ist (Pos. 310 in der EngU-Sequenz bzw. Pos. 20 der CBM4_9 Moduls von
EngU).

Bei diversen modularen aufgebauten Glykosidhydrolasen findet man flexible Linker zwischen
manchen der Module, zum Beispiel die thermostabile endo-1,4 Glukanase (Cel7A) aus
Neosartorya fischeri P1 enthalt eine GH7 Domane, die Uber eine 37 Aminoséuren lange
Linkerregion (71 %iger Thr und Ser Gehalt) mit einem CBM der Klasse 1 verbunden ist (Liu et
al., 2015). Ahnliche Verbindungsstrukturen findet man auch bei der endo-Glukanase in
Myceliophthora thermophila und bei der GH61 Cellulase von Sporotrichium thermophile
(Dimarogona et al., 2012; Karnaouri et al., 2014). Die Aminosdurensequenzen vor und nach
der CBM Doméane von EngU weisen gemal Analyse mit dem DLP-SVM Web Service (Ebina
et al., 2009) keine signifikanten Linker Regionen auf. Dies kdnnte auf eine relativ starre

Verbindung der Module von EngU hinweisen.
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5.1.2 Optimierung der EngU-Proteinbiosynthese

Die Funktionalitat der EngU Module konnte nicht vollstdndig identifiziert werden, da einige
Konstrukte mit einzelnen Modulen nicht exprimiert wurden. Griinde dafir kdnnten der falsche
Codon-Usage, Expression toxischer Produkte oder inkorrekte Faltung der Proteine sein. Fir
eine effizientere Auswertung dieser Versuche muss die Synthese von Igslichen Proteinen
erhéht und optimiert werden. Daflir wurden verschiedene E. coli-Stamme als
Expressionszellen verwendet, die Plasmide flr eine spezielle Codon Usage tragen. Rosetta
sind Varianten von BL21 die sechs seltene tRNAs fir die Codone AUA, AGG, AGA, CUA,
GGA und CGG exprimieren kénnen (bei Rosetta 2 zusatzlich CGG) (Tegel et al., 2010). Die
Uberexpressionsstimme BL21_C41 und C43 sind speziell fir die Produktion von toxischen
Proteinen konzipiert. Die mutierten Stamme regulieren die T7 RNAP Aktivitat herunter, steuern
dadurch einer Anreicherung toxischer rekombinanter Proteine entgegen und verhindern somit
den Zelltod. BL21 CA43 tragt mehr Mutationen als das Derivat C41 und ist noch toleranter
gegenuber giftigen Polypeptiden. Von diesen beiden BL21 Stammen gibt es noch eine weitere
Variante mit dem zusatzlichen pLysS Plasmid mit einem Chloramphenicol-Resistenzgen. In
diesen Zellen wird eine geringe Menge an T7-Lysozym gebildet, welches ein naturlicher
Inhibitor der T7-RNA-Polymerase ist und wiederum entgegen der Akkumulation toxischer
Proteine wirkt. Die Expression der pETDuet-Konstrukte hat in keinem der BL21-Derivate
funktioniert. Auch die Anwendung von ,Arctic Express“-Zellen, die eine Expression bei
niedrigen Temperaturen von z.B. 10 °C aufgrund ihrer kalteadaptierten Chaperone (Cpnl0,
Cpn60) aus Oleispira antarctica erméglichen (Belval et al., 2015), fiihrte zu keiner gesteigerten

Proteinproduktion.

Chaperone sind Proteine, die an der Faltung anderer Proteine beteiligt sind. Sie wirken der
Aggregationsreaktion entgegen und beschleunigen die korrekte Faltung. Dabei kdnnen sie
nicht nur neu synthetisierte Proteine, sondern auch Proteinaggregationen zu ihrer
funktionellen Struktur verhelfen (Fink, 1999; Kellner et al., 2014). Viele Chaperone werden
durch Stressfaktoren wie Temperatur (Hitzeschock- oder Kalteschock-Proteine), oxidativem
Stress oder toxischen Substanzen aktiviert (Sekhar et al.,, 2012). Die Klassifizierung der
Faltungshelfer erfolgt entweder nach ihrem Molekulargewicht, ihrer Sequenzhomologie oder
Funktionalitat. Demnach gibt es die Klasse der ,Folding“-Chaperone, die durch ATP-
angetriebene Konformationsdnderung andere Proteine ent- und neufalten. Dazu gehéren
beispielsweise DnaK und GroEL. Die ,Holding"“-Chaperone (Hsp33, Hsp31 und IbpB) halten
die zu modifizierenden Proteine auf ihrer Oberflache fest und bereiten sie somit fir andere
Faltungshelfer vor. Die letzte Gruppe bilden Chaperone wie ClpB, die Proteinaggregate
resolubilisieren und umstrukturieren kdnnen (Fink, 1999). Nach der Auswertung der SDS-Gele

und Aktivitatstests wurde klar, dass der C-Terminus (665.-905. Aminosaure) von EngU
134



offenbar eine wichtige Rolle fur die Bildung eines funktionalen, enzymatisch aktiven Proteins

EngU spielt und eventuell eine Chaperon-ahnliche Funktion haben kdnnte.

Das gibt einen Hinweis darauf, dass die Genabschnitte gh42a_cbm und gh42b_cterm beide
vorhanden sein missen, um die Bildung eines funktionstiichtigen Enzyms zu garantieren. Die
beiden Polypeptidketten GH42a-CBM und GH42b-CTERM komplementieren zu einem
funktionellen Enzym, wahrend durch Expression der einzelnen Genfragmente keine Aktivitat
entstand. Die Expression der Plasmidkonstrukte pETDuet [gh42a_cbm] gh42b cterm und
pETDuet_[gh42]_cterm flhrte zu l6slichen und aktiven Enzymen (Abbildung 5; Nr. 2 und 7).
Beide Enzyme wiesen eine reduzierte Aktivitat von 82,5 % und 6,6 % im Vergleich zum EngU
Protein auf. Die einzeln aber gleichzeitig synthetisierten Proteinketten konnten sich in der
E. coli Zelle komplementieren und zu einem funktionsfahigen Enzym zusammenfalten. Ein
bekanntes Beispiel fir die Komplementation getrennt gebildeter Enzymteile ist a-
Komplementation bei der B-Galaktosidase (Ullmann et al., 1967). Dieser Mechanismus wird
fur die Blau/Weil3-Selektion in modifizierten E. coli Stdmmen genutzt. Die Zellen tragen ein
Plasmid, das einen kleinen Teil des Gens fir die B-Galaktosidase (lacZ-Gen) mit einer der
Multiple Cloning Site kodiert, der Rest des lacZ Gens liegt im Chromosom vor. Bei einer
Insertion eines Transgens in die Multiple Cloning Site wird die Basensequenz des lacZ-
Genfragments unterbrochen und das Enzym inaktiviert. Die Mutantenstamme kénnen dann
das in den Agarplatten enthaltende Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-3-D-
Galaktopyranosid) nicht mehr zu dem blauen Farbstoff 5,5 -Dibromo-4,4"-dichlor-Indigo und
Galaktose spalten. Mit Hilfe der unterschiedlichen Phanotypen koénnen die Transgen-
tragenden wei3en Zellen von den blauen Zellen ohne die Insertion des Transgens schnell

differenziert werden (Welply et al., 1981).
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5.1.3 Putative katalytische Reste des EngU Proteins

Punktmutationen in der Aminosduresequenz kénnen gravierenden Einfluss auf die
Eigenschaften des Proteins wie z.B. die Substratspezifitdt, das pH- oder das
Temperaturoptimum nehmen (Jia et al.,, 2012; Matsuzawa et al., 2014; SD. Baird, M.A.
Hefford, D. A. Johnson, 1990; Tishkov et al., 2013). Beispielsweise wurde die $-1,3 Glukanase
Lam81A aus Thermobifida fusca auf ihre Substratspezifitat und -bindung untersucht, indem
14 konservierte Aminosauren mutiert wurden (McGrath et al., 2009). Mithilfe der Mutanten
konnte die katalytische Base bestimmt werden, die bei der Substratorientierung eine Rolle
spielt. DarUber hinaus fihrte die Substitution mit Alanin zu einer Verringerung der
Hydrolyseaktivitat, wahrend durch einen Austausch mit Tyrosin die Spaltung von B-Glukan und
CMC verstarkt wurde (McGrath et al., 2009). Nach der Mutation der beiden katalytischen Reste
in der thermostabilen Exoinulase aus Kluyvermomyces cicerisporus folgte der komplette
Verlust der Aktivitat (Ma et al., 2015).

Der GH42 hmm Alignment weist auf die zwei konservierte Glutamatreste E136 und E295 hin,
welche die katalytischen Reste des Enzyms darstellen. Die entsprechenden Aminosauren
finden sich in der EngU Proteinsequenz an den Positionen E239 (INNEN) und E581 (VTEYN).
Die beiden Positionen wurden jeweils mit der kleineren nicht polaren Aminoséure Alanin
ausgewechselt, daraufhin verloren die mutierten Enzyme komplett ihre Aktivitéat. In Abbildung
4 ist gut zu erkennen, dass die katalytischen Reste im Alignment weit voneinander getrennt
sind. Nach der Vorhersage der katalytischen Reste in A4-B-Gal aus T. thermophilus (Hidaka
et al., 2002b) wird vermutet, dass der nukleophile Rest E239 im ersten Teil der GH42 Moduls
(GHA42 a) liegt, wahrend sich der Saure/Base Rest in dem zweiten Abschnitt des GH42 Seeds
befindet (GH42 b). Dies ist wieder ein Hinweis fir die postulierte Insertion des CB-Moduls in
das katalytische Modul. Das Alignment der GH42 B-Galaktosidasen von verschiedenen
Mikroorganismen bildete eine Konsensussequenz fir den Saure/Base (-GWH-SNE-) und fur
den nukleophilen (-LMES-) Rest, aber diese Aminosaurenabfolgen sind nicht in dem EngU
Modul zu finden (Di Lauro et al., 2008). Sakon et al. haben die Kristallstruktur der
thermostabilen Endocellulase E1 von Acidothermus cellulolyticus untersucht (Sakon et al.,
1996). Laut ihren Ergebnissen haben acht konservierte Reste, die in der Familie GH5
vorhanden sind, einen grof3en Einfluss auf die Cellulaseaktivitat. In dieser Arbeit wurden auch
weitere Reste in EngU mutiert, die entweder einen verstarkenden oder schwéachenden Effekt
auf die katalytische Reaktion ausubten: D123A (2,97 %), D151A (104,01 %), E183A
(124,02 %), E235A (27,84 %), E593A (51,35 %) und E605 (32,43 %) im Vergleich zum Wildtyp
(100%). Dennoch stimmt keines der mutierten Aminosaurenreste mit denen von Sakon et al.
deklarierten essentiellen Resten in GH5 Familien tberein. D123 reduzierte die Enzymaktivitat

am starksten, was man durch die Nahe zu dem hoch konservierten Argininrest Arg62 des
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GH5 Seeds erklaren kann. Fur eine weitere Analyse wird eine 3D Kristallstruktur benétigt, um

die genauen Interaktionen der katalytischen Reste durchleuchten zu kénnen.

5.1.4 Substratspektrum und -spezifitdt von EngU

Bei dem Aktivitatsassay mit EngU wurden die hdchsten Werte mit B-Glukan und Lichenan
gemessen. Diese Polysaccharide bestehen beide aus 400 bis 1200 linear B-glykosidisch
verknupften Glukose-Einheiten. Ein bis drei 3-1,4-verknipfte Glukosemolekile werden jeweils
durch eine B-1,3-glykosidische Bindung an die néchste B-1,4-Glukosekette gebunden. Es gibt
drei verschiedene Enzymgruppen, die fur die B-Glukan Spaltung verantwortlich sind:
(i) Cellulasen hydrolysieren die B-1,4-Bindungen (ii) Laminarinasen spalten B-1,3- und 3-1,4-
Verknipfungen und (iii) Lichenasen kénnen nur B-1,4-Verbindungen hydrolysieren, wenn
diese auf B-1,3-Bindungen folgen. Neben den beiden Hauptsubstraten zeigt EngU auch eine
geringe Aktivitat auf Carboxymethylcellulose und Hydroxyethylcellulose, die nur aus -1,4-
glykosidisch verknlpften Glukosemolekilen bestehen. Nach einem vierstiindigen Abbau des
B-Glukans durch EngU unter den hier gewaéhlten Bedingungen wurden hauptsachlich
Cellotetraose und eine geringe Menge an Cellotriose nachgewiesen. Nach 24 Stunden war
die Hydrolyse abgeschlossen und es wurden keine weiteren Spaltungsprodukte gebildet.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde EngU als eine endo-B-1,3-B-1,4-Glukanase
klassifiziert, da es in der Lage ist, B-1,4-verbundene Polysaccharide wie
Carboxymethylcellulose, B-1,3-1,4-verknipfte Polysaccharide wie Lichenan und B-Glukan zu
hydrolysieren, jedoch keine rein B-1,3-verknupften Polysaccharide wie Curdlan oder

Polysaccharide mit -1,3- und -1,6-Bindungen wie Laminarin degradieren kann.

In dieser Arbeit wurden weitere Substrate unter Anwendung von DNSA-Assays und
Dunnschichtchromatographie getestet (siehe Tabelle 27). Verglichen mit der Aktivitat mit (-
Glukan (100 %) wurden geringere Aktivitaten mit Glukomannan aus Konjak (27,83 %) und
Xyloglukan (7,38 %) gemessen. Xyloglukan ist eine Hemicellulose und besitzt ein Riuckgrat
aus B-1,4-glykosidisch verknipften Glukoseresten und Seitenketten aus 3-1,6 verknupften D-
Xyloseresten. Zudem konnen die Reste mit D-Galaktose oder L-Fruktose verlangert sein. In
héheren Pflanzen sind die Xyloglukane in der Primérzellwand eng mit Cellulosefibrillen
assoziiert. Glukomannan ist unverzweigt und besteht aus Mannose und Glukose im Verhéaltnis
60 zu 40, die B-D-1,4-glykosidisch verknipft sind.

Mithilfe der unterschiedlich verknipften Glukotetraosen B und C wurde der Spaltmechanismus
von EngU untersucht. Die Glukotetraose B wurde hauptsachlich in Trimere und Monomere
gespalten, wahrend aus Glukotetraose C nur Cellobiose entstand (Abbildung 8). Zur
Vervollstandigung dieses Experiment fehlt die Variante A, deren -1,3-glykosidische Bindung
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zwischen dem 1. und 2. Glukosemolekul lokalisiert ist. Dieses spezifische Substrat ist leider
kommerziell nicht mehr verfugbar und stand daher fur weitere Spaltungsanalysen nicht zur
Verfigung. Wenn die Glukotetraose A nicht gespalten wird, wirde es bedeuten, dass EngU
die B-1,3-glykosische Verbindung nur schneidet, wenn diese sich in der Nahe eines
reduzierten Zuckerendes befindet. Eine andere Schlussfolgerung wiirde sich ergeben, wenn
sich nur Disaccharide als Spaltprodukt ergédben. Das wirde bedeuten, dass in diesem Fall
nicht die B-1,3- sondern die mittlere 3-1,4-Bindung der Tetrasaccharide gespalten wurde.
Dieses Ergebnis konnte sich gut darstellen lassen, indem man die Lauflange der
Dunnschichtchromatographie verlangert. Dadurch wirde das Disaccharid mit der p-1,3
Bindung vermutlich eine andere Laufweite aufweisen als das Disaccharid mit der (-1,4-
glykosidischen Verbindung. Mit den neuen Erkenntnissen mit den Glukotetraose-Substraten
B und C und dem sonstigen Substratspektrum (Hydrolyse von CMC, mixed-linkage B-Glukan
und Lichenan) kann man Uber den Spaltungsmechanismus von EngU sagen, dass das Enzym
endo-B-1,3-spaltende Aktivitdt und schwache endo-f-1,4-spaltende Aktivitat besitzt, aber bei
kurzkettigen Zuckermolekilen eine exo-p-1,3-spaltende Aktivitat aufweist, wenn auf die 3-1,3-
Bindung eine (-1,4 glykosidische Bindung folgt. Im Gegensatz zu typischen bisher
beschriebenen Lichenasen hydrolysiert EngU vorwiegend die $-1,3-Bindungen und nicht die

B-1,4-Bindungen von mixed-linkage -1,3-B-1,4-Glukan und Lichenan.
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5.1.5 Biotechnologisches Potential von EngU

Aufgrund des hohen Temperaturoptimums bei 90 °C und seiner Substratspezifitat ist die -
1,3-1,4-Glukanase EngU ein interessanter Biokatalysator fur industrielle Prozesse. Bei der
Bierherstellung ist Gerste-B-Glukan ein groRer Storfaktor. Durch die Viskositat der
Maischeldsung kann der Filterprozess verlangsamt werden und sich spater im fertigen Bier
absetzen (Walsh et al., 1994). Der Maischeprozess lauft bei hohen Temperaturen von bis zu
80 °C ab und bietet somit gute Bedingungen fir die thermostabile $-1,3-1,4-Glukanase EngU.
Weitere Optimierungsmdglichkeiten fir die Wein- und Bierherstellung wurden in der
Veroffentlichung von Van Rensburg et al. beschrieben (1997). Die exo-B-1,3-Glukanase der
Bierhefe Saccharomyces cerevisiae wurde durch die Uberexpression der endo-B-1,3-1,4-
Glukanase von Bacillus subtilis und der endo-B-1,4-Glukanase von Butyrivibrio fibrisolvens

komplementiert.

5.1.6 EngU als Prototyp fur die neue GH-Familie (GH148)

EngU ist eine Glukanase, die einen ungewdhnlichen modularen Aufbau besitzt und eine
Substrataktivitat, die in den bis dato zuganglichen Sequenzdaten nicht aufgezeichnet wurde.
Auf der Sequenzhomologie und den katalytischen Resten basierend, wurde zunachst eine (3-
Glukosidase Aktivitat vorhergesagt, die sich nach Experimenten als eine endo-aktive (-
Glukanase erwiesen hat. Damit konnte demonstriert werden, dass die funktionelle
Durchmusterung von Metagenom-Genbanken, im Gegensatz zu sequenzbasierten Methoden,
zur Identifizierung vollkommen neuer Biokatalysatoren mit interessanten Eigenschaften fihren
kann. Bisher ist auch noch nicht bekannt, dass ein Kohlenhydrat-Bindungsmodul von zwei
getrennten Aktivitats-Teilmodulen mit ihren katalytischen Resten flankiert wird. Nach
Rucksprache mit Prof. B. Henrissat (CAZy Datenbank) wurde postuliert, dass EngU den
Prototyp einer neuen GH-Familie darstellt, die als GH148 bezeichnet wird (Angelov und Pham
et al., 2017).
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5.2 Expressionsanalyse metagenomischer Gene in den Wirtsorganismen
E. coli und T. thermophilus

Die Fosmide HA-CMC-1 und TB-EST-7 wurden in Metgenom-Genbibliothken durch
funktionelle Platten-Screenings entdeckt und in dieser Arbeit in zwei verschiedenen Wirten
gegenuber gestellt. Die spezifische CMCase-Aktivitat im hitze-behandelten Zellextrakt-
Uberstand von E. coli EPI300-HA-CMC-1 betrug 2,21 mU/mg, wahrend in T. thermophilus
BLO3-HA-CMC-1 keine Aktivitat festgestellt wurde (Abbildung 10). Im Falle des Esterase-
kodierenden Fosmids wies umgekehrt der (TB-EST-7-tragende) T. thermophilus Stamm eine
weit hdhere spezifische pNP-Capylat (C8)-spaltende Aktivitat auf als der entsprechende E. coli
Stamm EPI300-TB-EST-7. Allerdings war ein Grof3teil der Aktivitat in T. thermophilus auf
Esterase-Hintergrundaktivitat zurtickzufiihren. Fir eine genauere Bestimmung der durch das
rekombinante Fosmid vermittelten Aktivitat ware die Verwendung eines Wirtsstamms mit
geringerer Hintergrundaktivitdt winschenswert gewesen, ein solcher war jedoch nicht
verflgbar.

Fur die gPCR-Versuche wurden fir alle annotierten Gene der Fosmide je ein Primerpaar
bestellt und mithilfe einer PCR getestet. Bei HA-CMC-1 bildeten 27 von 45 Primerpaaren ein
Produkt und bei TB-EST-7 17 aus insgesamt 33 Primerpaaren. Die ORFs fur die ein
hypothetisches Protein vorhergesagten wurde, wurden nicht weiter analysiert. Der Fokus lag

auf den annotierten Uber- oder unterexprimierten Genen.

Zunachst werden die einzelnen ORFs von HA und TB relativ zu ihren Kandidatengenen im
gleichen Wirt genauer betrachtet. Fiur die Celluaseaktivitat im HA-CMC-1 Fosmid ist der
ORF23 (HA23 genannt) verantwortlich. TB32 ist das im TB-EST-7 Fosmid fur die Esterase
kodierende Kandidatengen. Die liber Real-time PCR ermittelte relative Transkriptionsmenge
wird als ACt-Wert bezeichnet und ergibt sich aus der Differenz der Werte des Referenz-ORFs
(HA23 oder TB32) und des zu vergleichenden ORFx. Ein positiver Differenzwert weist
daraufhin, dass der ORFx im Wirt 6fter transkribiert wird als das Referenzgen. Ein negativer
ACt-Wert entsteht, wenn der zu untersuchende ORFx einen hoheren Ct-Wert besitzt als das
Referenzgen und das bedeutet wiederum insgesamt weniger ORFx-Transkripte in der Zelle
als der Referenz-ORF. Die Tabelle 37 zeigt eine Ubersicht (iber die ORF Gene und ihre ACT-
Werte in den jeweiligen Expressionswirten. Bei diesem Versuch wurden Einzelbestimmungen
der jeweiligen Gene durchgefiihrt, da die Ergebnisse als Anhaltspunkt zur Berwertung des
Transkriptniveaus der Gene dienen sollte, die exakte Differenz der Transkiptmengen war nicht

notwendig.
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Tabelle 37: Uberblick iiber ausgewéhlte ORF Gene und ihre ACt-Werte (Referenz-ORF - ORFX) in jeweiligen Expressionswirt (Einzelbestimmungen). E. coli mit
dem Fosmid HA-CMC-1 (EH), BL03 bzw. T. thermophilus mit HA-CMC-1 (BH), E. coli mit TB-EST-7 (ET) und BLO3 bzw. T. thermophilus mit TB-EST-7 (BT).

E. coli T. thermophilus

EPI300 BLO3
ORF Bezeichnung ACt ACt
HA24 Na+/H+ subunit -0,34 3,42
HA28 Metal-dependent hydrolase (B-lactamase) 6,28 10,7
HA36 Sodium/hydrogen exchanger 6,43 8,76
HA38 Na+/H+ subunit D -5,01 10,7
HA39 Multisubunit sodium/hydrogen antiporter, MnhC subunit 4,59 10,27
HA42 Na+/H+ subunit G 5,79 7,24
HA43 putative sodium/proton antiporter subunit MrpF 6,18 7,34
HA44 putative antiporter subunit 7,11 6,93
TB13 putative CsbD-like protein -1,16 55
TB16 Cystathionine gamma-lyase -0,21 5,84
TB17 Uroporphyrinogen Il lyase 1,79 7,49
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E. coli

T. thermophilus

EPI300 BLO3
ORF Bezeichnung ACt ACt
TB18 Siroheme Synthese/Precorrin-2 oxidase 0,94 8,27
TB21 2,3,4,5-Tetrahydropyridine-2,6-dicarboxylate N-Acetyltransferase -4,97 2,46
TB23 UDP-glucose dehydrogenase 3,35 9,44
TB27 Cysteine synthase -10,26 -6,72
TB29 Thiamine S protein 6,59 6,77
TB31 putative thiol-disulfide oxidoreductase DCC 4,77 10,8
TB33 a-Glucosidase -4,8 5,7




5.2.1 Vergleich und Interpretation der relativen gPCR Ergebnisse in E. coli (ACt)

In EPI300 Zellen wurden im Vergleich zum Referenz-ORF23 die Gene HA28, 36, 42, 43 und
44 haufiger und die zwei Gene HA24 und 38 weniger transkribiert. Unter diesen Genen
befinden sich insgesamt drei Na+/H+ Antiporter. Die Untereinheit G (HA42) wird mit einem
ACt-Wert von 5,79 gemessen, wahrend die Untereinheit D (HA38) einen deutlichen negativen
Wert von -5,81 aufweist. Die einzelnen Komponenten des Na'/H*-Komplexes werden
anscheinend nicht aquimolar gebildet. Des Weiteren fallen die hohen Transkriptionsmengen
der Na*/H*-Antiporter auf: HA36 (6,43), HA43 (6,18) und HA44 (7,11). Diese Enzyme tauschen
schnell Protonen und Natrium-lonen durch die Membranen aus und sorgen somit fur die
Homdoostase (intrazellularer pH, Zellvolumen und lonenkonzentration) in der Zelle. Der Na*/H*-
Antiporter NhaA aus E. coli ist in der Literatur detailiert beschrieben. Er wurde Uberexprimiert,
aufgereinigt und in Proteoliposomen funktionell wieder hergestellt. Das Protein ist ein Dimer
aus zwei Monomeren, die jeweils aus 12 Transmembran-Segmenten bestehen. In dieser
Struktur wurde von Lee et al. eine Salzbriicke zwischen dem essentiellen Aspartat Asp163
und dem konservierten Lysin Lys300 beobachtet, die auch in dem homologen Austauscher
NapA gefunden werden kann (Lee et al., 2014). Downstream des nhaA Gens befindet sich der
positive Regulator nhaR, welcher durch die Na*-lonen aktiviert wird. Aus DNA-Mobility Shift
Assays wurde die Bindung des NhaR Regulators an der Promotorregion P1 (von -120 bis +14
des Initiationcodons) von nhaA deutlich gemacht. (Padan et al., 2001). M6glicherweise war die
Natriumionen-Konzentration in den EPI300 ausreichend, um eine erhéhte Transkription der
Gene fur Na*/H*-Antiporterkomponenten auf dem HA-CMC-1 Fosmid im Wirt E. coli zu
beglnstigen. Aus der ORF Tabelle von HA-CMC-1 (Tabelle 29) ist der putative HTH-type
Transkriptionsregulator MJO586 aufgelistet (HA18). Durch eine Mutation des Regulators
kénnte man die Veranderung der Cellulaseaktivitdt untersuchen und Rickschliisse ziehen, ob
es sich um einen positiven bzw. negativen Regulator fur das endo-Glukanasegen handelt. So
wirkt der Helix-Turn-Helix Transkriptionsaktivator MalT, der den Maltose und Maltodextrine
Metabolismus in E. coli reguliert. MalT ist ein allosterisches Protein, welches die
Proteinexpression positiv auf Maltotriose und negative auf die Proteine, die in der
Prozessierung von Maltose involviert sind (MalK, MalY und Aes), reguliert (Schlegel et al.,
2006).

Auf dem TB-EST-7 Fosmid wurden die ORFs TB13, 16, 21, 27 und 33 mit einem ACt-
Wertebereich von -0,21 bis -10,26 gemessen. Die a-Glukosidase Aktivitat im E. coli-Wirt wurde
mit para-Nitrophenol-a-Glukopyranose als Substrat untersucht. Das Ergebnis war negativ und
wird durch das niedrige Transkriptionsniveau (ACt = -4,8) bestatigt. Aus den gPCR Léaufen
ergibt sich ein ACt-Wert von 3,35. Das ThiaminS Protein und die Thiol-disulfid Oxidoreduktase

DCC wurden mit den ACt-Werten 6,59 und 4,77 ausgewertet. Das zuletzt genannte Protein
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gehort wahrscheinlich zu der DCC-Familie. Diese Familie besteht hauptséchlich aus
uncharakterisierten und hypothetischen Proteinen, die das konservierte Motiv DxxCxxC
tragen. Weitere Datenanalysen weisen darauf hin, dass die DCC Mitglieder eine weitere
funktionelle Doméane brauchen, um ihre physiologische Funktion in ihrer Familie zu entfalten.
Auf dem Fosmidinsert von HA-CMC-1 konnten keine zusatzlichen funktionellen Domé&nen

vorhergesagt werden.

5.2.2 Vergleich und Interpretation der relativen gPCR Ergebnisse in T. thermophilus
(ACY)

In dem Expressionswirt BLO3 wurden alle Gene auf dem HA-CMC-1 Fosmid im Vergleich zum
HA23 ORF haufiger transkribiert. Eine Ausnahme gibt es beim ORF HA31, welcher fir ein
hypothetisches Protein kodiert und somit nicht weiter analysiert wurde. Auffallig sind die ORFs
HA28, 36 und 39 mit hohen ACt-Werten zwischen 8,76 bis 10,7. Diese ORFs sind annotiert
als Gene fur eine Metall-abhéngige Hydrolase (B-Laktamase), eine Na*/H*-Austauscher- und
fur eineAntiporter-(MnhC)Untereinheit. Wie bereits oben bei E. coli erwahnt sind die
lonen/Protonen-Austauscher essentiell fir die lonen-Homeostase der Zelle. Das hohe
Transkriptionslevel des putativen Antiporters (ORF HA39) in BLO3 beweist, dass die
Transkriptionsmaschinerie die Gensequenz erkennen konnte. Die 3D-Struktur der Metall-
abhangigen B-Laktamase aus T.thermophilus HB8 wurde von Yamamura et al., 2009
analysiert. Auch in dieser Arbeit wurde eine Metall-abhéngige -Laktamase im thermophilen
Expressionswirt gefunden und charakterisiert. Die verstarkte Transkription des Gens fir eine
putative Metall-abhéngige Hydrolase/B-Laktamase (HA28) im thermophilen Expressionswirt
kénnte wieder eine Folge der optimierten Fosmid-DNA Sequenzerkennung in T. thermophilus

sein.

Auch beim zweiten Fosmid TB-EST-7 bleiben die ACt-Werte positiv im Vergleich zur TB32-
Referenz. Ein Sonderfall ist die Cysteine Synthetase (TB27) mit -6,72 und die HA31, die als
ein hypothetisches Protein notiert wurde. Eine hohe Transkriptionmenge wird bei der
Uroporphyrinogen Ill Lyase (TB17), Siroheme Synthese/Precorrin-2 Oxidase (TB18), UDP-
Glukose Dehydrogenase (TB23) und der a-Glukosidase (TB33) ermittelt. Die Aktivitaten der
letzten beiden Proteine wurden in einem Assay, wie auch schon bei E. coli erwdhnt, getestet.
Dabei wurde eine hohe Hintergrundaktivitat der UDP Dehydrogenase in T. thermophilus, aber
keine Reaktion von der a-Glukosidase gemessen. Vermutlich werden beide Gene im Wirt
transkribiert, jedoch wird die a-Glukosidase nicht korrekt zum funktionsfahigen Enzym
gefalten. Zhou et al. hat eine bis zu 90 °C hitzeresistente rekombinatnte a-Glukosidase TtAG
aus T. thermophilus (TC11) heterolog in E. coli exprimiert und aufgereinigt. Das Protein hat

eine molekulare Masse von 184 kDa und besteht aus 59 kDa schweren Untereinheiten. Die
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spezifische Aktivitat auf pNP-a-D-Glucopyranoside (pNPG) betragt 288,96 U/mg bei pH 5 und
90 °C. Die Substitution von Q10 mit Tyrosin fihrte zu einer zusatzlichen Wasserstoffbriicke
und somit zu einer erhdhten Thermostabilitdt (Zhou et al., 2015). Das Interesse an
thermostabilen a-Glukosidasen mit einer Transglykosylierungsaktivitat steigt in der Biotech-
Industrie und daher ware es interessant die a-Glukosidase (TB33) in T. thermophilus unter

anderen Bedindungen weiterhin zu untersuchen.

5.2.3 Interpretation der AACt Ergebnisse zwischen E. coli und T. thermophilus

Nach der Auswertung der Transkriptionsverhéltnisse in den einzlnen Expressionswirten,

werden die Ergebnisse von E. coli und T. thermophilus miteinander verglichen.

In beiden Wirten werden die ORFs HA28, HA36 mehr als der Kandidaten-ORF HA23
transkribiert. Dahingegen wird TB27, eine Cystein Syntase, und HA31, ein hypothetisches
Protein, in den Organismen weniger gut gebildet. Die Cystein Synthase gehoért zu den
Transferasen (EC 2.5.1.47) und Kkatalysiert die Reaktion von Os-Acetyl-L-Serin und
Schwefelwasserstoff zu L-Cystein und Acetat. Der Cystein Synthase Komplex (CSC) ist ein
wichtiger Bestandteil des Schwefelmetabolismus in Bakterien. Dazu werden die zwei Enzyme
Serine O-Acetyltransferase (SAT; EC 2.3.1.30) und O-Acetyl-L-Serine Sulfhydrylase (OASS,
EC 2.5.1.47) bendtigt, welche die letzten Schritte der Cystein Biosynthese katalysieren. Aus
L-Serine und Acetyl-CoA bildet die Serine O-Acetyltransferase das Produkt O-Acetyl-Serine
(OAS), einen Cystein Vorganger mit zwei allosterischen Funktionen. CysB ist der
transkriptionelle Aktivator des Cystein-Regulons. OAS verstéarkt die CysB-Expression und
balanciert gleichzeitig die freie Verfugbarkeit der SAT- und OASS-Enzyme, indem es selbst
an dem CSC bindet. Die OASS scheint in dem Komplex inaktiv zu sein. Erst bei einer
Dissoziierung der Sulfhydrolase, werden der OAS-Verbrauch und die Cystein-Synthese
stimuliert. Zum Abschluss dieses Regulationzyklus inhibiert das Endprodukt Cystein wiederum
die Serine O-Acetyltransferase (Wang and Leyh, 2012). Aufgrund dieses engen
Zusammenspiels werden alle CSC-Komponenten bendétigt und ihre Transkription strengstens
gesteuert. Neuste Erkenntnisse in der transkriptionellen Regulation in E. coli haben gezeigt
dass die mRNA-Spiegel der SAT- und OASS-Transkripte unter den verschiedensten
Wachstumskonditionen immer sehr nah beieinander liegen (Zare et al., 2009). In dem
Metagenom-Insert TB-EST-7 ist nicht das vollstandige Cystein-Regulon kodiert, sondern mit
ORF TB27 nur ein Bestandteil der Cystein Synthase. Die Abwesenheit der anderen Elemente
kénnte die Transkription des Gens unterbinden und das konnte wiederum die verringerte

Transkriptionsmenge in beiden Wirten erklaren.
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Im Allgemeinen zeigen die AACt-Auswertungen, dass mehr Transkripte in E. coli im Vergleich
zu T.thermophilus gebildet wurden, wobei der E. coli-Stamm mit dem jeweiligen
Kandidatengen als Referenz herangezogen wurde. Die Ausnahmen bilden das hypothetische
Protein (HA13), die putative Antiporter-Untereinheit (HA44) und die Mov34/MPN/PAD-1
Familile (TB28). Das bedeutet, dass mehr Transkripte von TB32, die fir die Esteraseaktivitat
zustandig ist, in E. coli vorhanden waren. Dennoch gab es keinerlei Aktivitat in dem
mesophilen Stamm, sondern eher verstarkt in T. thermophilus. Das lasst vermuten, dass nicht
die Menge der Transkripte, sondern die korrekte Faltung des Proteins ausschlagegebend fir
die Aktivitat ist. Vermutlich konnten die verhaltnismafiig wenigeren TB32-mRNAs in

T. thermophilus besser translatiert und zu einem funktionellen Enzym gefaltet werden.

5.3 Biochemische Untersuchungen zu auf den Fosmiden pCT3FK-HA-CMC-
1 und pCT3FK-TB-EST-7 kodierten Enzymen

5.3.1 Gerichtete Mutagenese des nukleophilen katalytischen Rests von GH12E, um
eine Glykosynthase zu erhalten

Um eine fur die Strukturanalyse geeignete Form des katalytischen Moduls von Cell2 zu
erhalten, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Sequenz von Cell2 gekdirzt, indem im
Leserahmen die fur und die beiden CBM2 Module kodierenden Bereiche entfernt wurden. Das
verkleinerte Gen kodiert nur das katalytische GH12 Modul mit insgesamt 272 Aminosauren.
Das resultierende Enzym GH12E hat eine Molekularmasse von 30,6 kDa und war demnach
nur etwa halb so grof3 wie das Ausgangsenzym Cel12 (62,3 kDa). SDS-PAGE-Analyse ergab
das Vorliegen einer zusatzlichen Proteinbande bei 40 kDa (Abbildung 17). Das unbekannte
Protein konnte die Kristallisierung stdren, konnte aber durch Size Exclusion Chromatographie
nicht entfernt werden. Aufgereingte Proteinproben von Cell2 und GH12E wurden nach
Schweden an unsere Kooperationspartner an der Universitat (Agriculture Science)
weitergeleitet, wo derzeit in der Forschungsgruppe von Dr. Jerry Stahlberg an der

Kristallisierung der Proteine gearbeitet wird.

Zusatzlich zu dem verklrzten GH12E Enzym wurden drei Mutanten generiert, bei denen der
nukleophile katalytische Glutamatrest E171 durch drei verschiedene Aminosauren substituiert
wurde. Die drei neuen Varianten E171A (Alanin), E171S (Serin) und E171G (Glycin) wurden
mit dem gleichen Protokoll wie GH12E aufgereinigt und ihre Inaktivierung Uber einen Standard
DNSA-Test Uberpruft.

Der Schlussel fur eine Glykosynthase-Reaktion ist die Mutation des nukleophilen Restes und

die intakte Funktion des Saure/Base-Rests. Der Sdure/Base-Katalysator tendiert weniger dazu
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das Wassermolekil zu aktivieren, kann aber immer noch die Hydroxylgruppe eines
Zuckerrests anregen. Diese Funktion ist wichtig, da ansonsten lediglich eine Hydrolyse des
fluorierten Substrates erfolgen wirde, nicht jedoch die glykosidische Verknipfung mit einem
weiteren Monomer. Bei einigen Glykosynthase-Mutanten bleibt die Aktivitdt des Wildtyps
erhalten, daher wurden auch drei unterschiedliche Mutationen an Position E171 von GH12E
erprobt. Tatsachlich wurde bei der Alanin-Mutanten E171A noch eine geringe

Hintergrundaktivitat von 0,11 % im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen.

Es gibt viele Beispiele von Glykosynthase-Mutanten wie z. B. die Endoglukanase | aus dem
Pilz Humicola insolens, welche zu der GH Familie 7 gehdrt und Ahnlichkeiten zu EGI/Cel7B
aus Hypocrea jecorina besitzt. Die Mutanten am Nukleophil des Enzyms von H. insolens sind
effiziente Glykosynthasen und es stellte sich heraus, dass die Serin-Substitution eine héhere
Enzymaktivitdt hervor rief als der Austausch mit Alanin. Ob auch eine Glycin-Mutante
ausprobiert wurde, ist nicht bekannt (Lantz et al., 2010; Xu et al., 2015b). Dr. Stahlbergs
Gruppe arbeitete an der GH16 Laminarinase Laml6A aus dem Pilz
Phanerochaete chrysosporium. Dieses Enzym kann jeweils p-1,3- und B-1,4-glykosidische
Verbindungen in $-1,3 und gemischten (-1,3/1,4 Glukanen spalten. Bei Experimenten mit a-
Fluor Substraten zeigte sich dabei ebenfalls die Serin-Mutante im Vergleich zu der Glycin-

Variante als effizienter (J. Stahlberg, personliche Mitteilung).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht abschliel3end geklart werden, welche der Mutanten eine
hohere Stabilitat oder Aktivitat besitzt. Bisher liegen noch keine Ergebnisse von der Gruppe
von Dr. Stahlberg beziglich der Aktivitat der GH12E-Mutanten mit Glycosylfluoride vor. Jedoch
wird nach bisherigen anderweitigen Erfahrungen vermutet, dass die E172G-Mutante die
geringste Aktivitdt aufweisen wird. Denn ein Merkmal des katalytischen Zentrums ist eine
Methionin-Seitenkette in der N&ahe des nukleophilen Rests. Wenn die ausgetauschte
Aminoséaure zu klein ist, kdnnte die Methionin-Seitenkette in die Vertiefung eintreten und eine
unkontrollierte Enzymaktivitat erzeugen. Das Risiko ist bei der kleinen Aminosdure Glycin am
hdchsten, anderseits konnte die grol3ere Aminosaure Serin das a-Fluor Atom sterisch hindern.
Leider kann dies fur GH12E erst nach Vorliegen entsprechender Messungen unserer

Kooperationspartner weiter beurteilt werden.
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5.3.2 Produktion der thermostabilen Esterase Est7 und ihre Substratspezifitat

Die Expression des Est7-Leserahmens in E. coli mittels Expressionsvektor pET21a ergab die
besten Ergebnisse fir die Proteinausbeute. Im Rohextrakt wurde tiber SDS-PAGE eine starke
Bande mit einer molekularen Masse von 36 kDa nachgewiesen und das rekombinante Protein
konnte Uber Nickel-Affinitatschromatographie gereinigt werden. Mit dem pMKE2_Est7 Vektor
konnte im thermophilen Wirt T. thermophilus BLO3 weder nach 3 Stunden noch nach 12
Stunden die Synthese der Esterase im SDS-Gel nachgewiesen werden, weiterhin wurden bei
der Aktivititsmessung geringere Aktivitaten als in der Kontrolle mit Leervektor gefunden. Dies
weist darauf hin, dass die Induktion mit Kaliumnitrat unter Sauerstoffabschluss nicht erfolgreich
war. Mangelnde Expression war au3erdem bei pMK18 Est7 in BLO3 beobachtet worden. Zum
Teil waren die Substrate bereits nach dem Wiederauflosen mit DMSO schon so stark gelblich

verfarbt, dass der Messbereich des Photometers tiberschritten wurde.

Die Spaltungsspezifitat von Est7 wurde zusatzlich noch mit synthetischen Lipasesubstraten
untersucht. Diese speziellen Substanzen sind pNP-Derivate von Arzneimitteln. Weitere
getestete Proteine waren die thermostabilen Esterasen EstA2 und EstB1, die mehrere pNP-
Derivate hydrolysieren konnten (Leis et al., 2015a). Bei einer Inkubationstemperatur von 80 °C
erreichte EstA2 eine spezifische Aktivitat von 3,09 mU/mg, wéahrend bei Est7 nur 0,054 mU/mg

gemessen werden konnte.

Nahezu 80 % der synthetischen chiralen Arzneistoffe werden als Racemate (S- und R-
Enantiomere) im Handel angeboten. Das kann gravierende Folgen haben, da es
pharmakodynamische und -kinetische Differenzen zwischen den beiden Formen gibt, die sich
beispielsweise auf die unterschiedlichen Wechselwirkungen mit Proteinen, lonenkanélen oder
Rezeptoren zurickfiihren lassen. Das bekannteste Bespiel ist das Arzneimittel Thalidomid,
auch bekannt unter dem Markennamen Contergan. Dem (R)-Enantiomer wird eine
schlafférdernde, entziindungs- und tumorwachstumshemmende Wirkung zugesprochen. Bei
schwangeren Frauen, die in den ersten drei Monaten das Medikament eingenommen haben,
fuhrte es zu vermehrten Fehlgeburten oder Fehlbildungen. Die Ursache ist das (S)-Enantiomer
von Thalidomid, welches an das teratogene Protein Cereblon bindet und das Wachsen von
GliedmaRen in der embryonalen Entwicklung hemmt. Aus dem Grund ist die
Enantiomerenanalytik fir die Pharmaindustrie von grof3er Bedeutung. Dazu muss zunachst
der Enantiomereniiberschuss (engl.: enantiomer excess, ee) berechnet werden, der sich aus

folgender Formel ergibt (E1 = Enantiomer 1; E2 = Enantiomer 2):

_(E1-E2)

= 100
(E1+E2)"

ee [%]
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Bei einem Wert von 100 % ist die Substanz enatiomerrein, bei 0 % liegt es als Racemat (50:50)
vor und bei beispielsweise 90 % liegt ein Gemisch aus 95:5 Anteilen der beiden Enantiomere
vor. Eine Methode fir die direkte Trennung ist eine HPLC mit einer chiralen stationaren Phase
(CSP’s). Die CSP interagiert durch Wasserstoffbriicken, T-1-Wechselwirkungen und Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen unterschiedlich stark mit dem jeweiligen Enantiomer, dadurch
werden diese zu verschiedenen Zeitpunkten getrennt eluiert. Ibuprofen wird haufig zur
Behandlung von Schmerzen und Entziindungen eingenommen. Das (R)-(-)-Enantiomer ist als
Distomer inaktiv, invertiert aber zum aktiven Eutomer Dexiibuprofen ((S)-(+)-Enantiomer). So
lagen auch das verwendete lbuprofensubstrat und die anderen 4 Lipasesubstrate (2-
Methyldecansaure, Indancarbonsaure, Naproxen und Mulzer) als Racemat vor und die reinen
Enantiomere konnten nicht zur Verfligung gestellt werden. Daher konnte die

Enantioselektivitat und Stereoselektivitat von Protein Est7 nicht geklart werden.
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5.4 Durchmusterung metagenomischer Genbanken

In dieser Doktorarbeit lag das Hauptaugenmerk auf thermostabilen Enzymen, welche nitzliche
Eigenschaften fur  biotechnologische Prozesse aufweisen. Die  Durchfihrung
biotechnologischer Industrieprozesse bei hohen Temperaturen filhren zu weniger
Kontaminationen mit mesophilen Mikroorganismen, zu einer besseren Bioverfugbarkeit und
Loslichkeit der organischen Komponenten und zu einer héheren Reaktionsrate aufgrund der
sinkenden Viskositat (Becker, 1997; Krahe et al., 1996; Kumar and Swati, 2001). Aus diesen
Grinden ist die Entdeckung und Etablierung von neuen hitzeresistenten Proteinen ein
interessantes und lukratives Forschungsgebiet. Im praktischen Teil der Dissertation wurden
verschiedene Metagenom-Genbanken nach thermostabilen Amylasen, Cellulasen,
Esterasen/Lipasen, Proteasen und Xylanasen durchforstet, die eine mogliche Anwendung in
den unterschiedlichen Industriezweigen finden koénnten. Nachfolgend werden ein paar
Beispiele fur Industrie-relevante Proteine aus Metagenom-Genbibliotheken in Verbindung mit
den Proteinen, die im Rahmen dieser Doktorarbeit entdeckt wurden, genannt (Tabelle 1 und
Tabelle 2).

In der Starke-Industrie werden fur den Starkeabbau verschiedene endo- und exo-Enzyme
bendtigt. Die a-Amylase ist beispielsweise ein endo-prozessierendes Enzym, spaltet an
zufélligen Stellen im Polymer und bildet somit lineare oder verzweigte Oligosaccharide, die
wiederum von exo-Enzymen am nicht-reduzierten Ende angegriffen werden und zu Oligo- oder
Monosacchariden degradiert werden. Der Abbau beginnt mit der Gelatinierung der Starke,
welche die Auflésung, Verflissigung und Verzuckerung des Substrates beinhaltet und durch
das Erhitzen mit Wasser erreicht wird. Damit die Hydrolyse gleich nach der Gelatinierung
anknupfen kann und keine weitere Abkihlung erforderlich ist, werden thermostabile Amylasen
oder Pullanasen verwendet (Ferrer et al., 2012). In dieser Arbeit wurden Metagenom-DNA
tragende Organismen auf Starkeplatten gestempelt, bebritet und vor der Phéanotyp-Analyse
von der Platte mit Ethanol und Wasser abgewaschen. Dadruch soll der Starkeabbau nach der
Farbung mit Lugolscher Lésung besser visualisiert werden. Jedoch wurde in keiner der hier
durchforsteten Metagenombanken ein Starke-abbauender Klon entdeckt. Mit einer etwas
abgewandelten Screeningmethode haben (Yun et al., 2005) eine Amylase AmyM aus einer
Boden-Metagenombank entdeckt. Nach einer eintagigen Inkubation (LB-Agar mit Antibiotikum
und 2%iger loslicher Starke) wurden die Kolonien durch eine Topagarschicht mit D-
Cycloserine (60 pg/mL) Uberdeckt, welches die Zellen permeabilisieren und somit die
intrazellularen Enzyme freisetzen sollte. Die Platte wurde nochmal fir 24 Stunden bei 37 °C
inkubiert und danach mit einer Gram’s lodlésung (0,203 g 12, 5,2 g Kl in 100 mL Wasser)

eingefarbt und unter fluoreszierndem Licht betrachtet. Bei weiteren funktionellen Screenings
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nach Amylasen kénnte erprobt werden, ob dieses Verfahren empfindlicher ist als die tbliche
Methodik.

Die komplexe, schwer zersetzbare Cellulose taucht in vielen Herstellungsprozessen auf. Fur
ihren Abbau benétigt man Cellulasen, die sowohl in den groben Abbauschritten wie z.B. bei
der Vorbehandlung von Futtermitteln oder bei der Mullverwertung, als auch bei den feinen
Aufarbeitungsvorgdngen der Textil- und Medikamentenherstellung Verwendungen finden
(Ando et al. 2002; Nakamura et al., 2001; Xu et al., 2015a; Zhou et al. 2001). Die Produktion
von Cellulasen ist teuer, deshalb stellt der Einsatz dieser Enzyme einen erheblichen
Kostenfaktor in einer Produktionskette dar. Bei der Ethanolherstellung durch Biomasse betragt
die Bereitstellung des Biokatalysators bereits 40 % der Gesamtkosten und erhéht den
Verkaufspreis des Endprodukts. Deshalb kénnen Biokraftstoffe oft nicht mit den glnstigeren
fossilen Brennstoffen konkurrieren und verlieren dadurch an Attraktivitdt am Markt (Dwidar et
al., 2012; Yeoman, 2015). Im Rahmen dieser Dissertation wurde in Kooperation mit der Auburn
University in Alabama (USA) und der NTNU in Trondheim (Norwegen) mithilfe des Sequenz-
basierten oder funktionellen Screenings von Metagenombanken nach neuen Enzymen
gesucht. Der norwegische Kooperationspartner stellte daflir eine Metagenombank aus einem
Oil Reservoir zur Verfigung. Die Proben stammten aus einer Tiefe von etwa 2,5 km unterhalb
der norwegischen Seeplatte, wo Temperaturen von 85 °C und ein Druck von 250 bar
herrschen. Die Metagenombank (pCC1FOS-basiert) dieser Proben sollten im Labor von Herrn
Prof. Dr. Liles durchforstet werden. Mithilfe des funktionellen Cellulase-Screenings (Material
und Methoden 3.2.5.3), konnte eine thermostabile Cellulase F1 detektiert werden. Das Protein
besitzt zwei markante Cellulase Domanen, die auf eine Fusion von zwei archaeellen
Cellulasen schlieen lasst. Solch eine Strukur ist bis jetzt noch nicht bekannt und kdnnte fr
die starke Aktivitat und verbesserte Thermostabilitdt des entdeckten Enzyms verantwortlich

sein. Diese Ergebnisse wurden kirzlich publiziert. (Lewin et al., 2017).

Eine Enzymklasse mit vielseitigen Biokonversationsmadglichkeiten (Acido-, Alkohol- und
Aminolyse, Veresterungen) und einer oft hohen Substratspezifitat (Stereospezifitat,
Regioselektivitat) stellen die Esterasen und Lipasen dar (Arpigny and Jaeger, 1999; Jaeger
and Reetz, 1998) lhre Produkte finden Einsatz als Geschmacksaromen, Zusatzstoffe in
Kosmetikartikeln oder als Biokraftstoffe. Darliber hinaus sind Esterasen/Lipasen nutzlich, um
Reststoffe oder Verunreinigungen in der Milch-, Medikamenten-, und Lederproduktion zu
entfernen (Linko et al., 1994; Pandey et al., 1999; Traore, M.K. and Buschle-Diller, 2000). Im
funktionellen Screening wurde aus einer 384 Mikrotiterplatte der HA- und TB-Metagenom-
Genbibliothek bei 60 °C ein auf Tributyrin aktiver Klon entdeckt. Die Aktivitédt wurde nach der
Retransformation bestatigt (Abbildung 26). Jedoch konnte das Lipasegen nach Erstellung der
Shotgun-Genbibliothek nicht identifiziert werden. Mdgliche Grinde hierfir kénnte eine

unvollstandige Shotgun-Genbibliothek sein, die nicht das Tributyringen abdeckt und somit kein
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aktives Protein erzeugen konnte. Des Weiteren kdnnte es durch die Erstellung der Shotgun-
Bibliothek zu einer Verminderung der Lipaseaktivitat kommen, die durch das herkdmmiliche

funktionelle Screeningverfahren nicht entdeckt werden kann.

Proteasen werden in Exopeptidasen, die Aminosauren am Ende von Peptiden abspalten, und
Endopeptidasen, die Peptidbindungen innerhalb von Proteinen hydrolysieren, eingeteilt. Sie
werden vielféltig, z.B. in der Pharma-, Lebensmittel-, Texil- und Lederindustrie eingesetzt. Im
nachsten Kapitel wird ein in dieser Arbeit entdecktes Isolat ,Mexico SH-Avicel" beschrieben,
welches starke Proteaseaktivitat aufweist. Aus den Metagenombanken jedoch wurde weder in

E. coli noch in T. thermophilus ein aktiver Klon mit Proteaseaktivitat entdeckt.
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5.4.1 Metagenom Isolierungsstrategien

Die Metagenomproben, die fur diese Arbeit relevant waren, stammen alle aus heil3en
Habitaten mit einer Temperatur von ca. 50 - 90 °C. Teilweise wurden die Metagenom-
Genbibliotheken von Kooperationspartnern bereitgestellt, aber es wurden auch am Lehrtsuhl
fur Mikrobiologie Umweltproben selbst aufgereinigt und deren DNA zu Metagenom-
Genbibliotheken verarbeitet. Dabei ist von grofRer Bedeutung, dass die grof3e Breite an
Mikroorganismen in der Umweltprobe bestehen bleibt, damit die urspringliche mikrobielle
Population in der extrahierten DNA représentiert ist. Zudem sollte das metagenomische Erbgut
nicht zu stark fragmentiert werden. Die hoch molekulare DNA wird bendétigt, um méglichst auch
Aussagen Uber die Phylogenie der Organismen machen zu kénnen und um zu vermeiden,
dass chimére Produkte entstehen kénnen. Zuletzt sollte darauf geachtet werden, dass keine
Kontaminationen in die Metagenom-DNA Probe eingebracht werden (Schmeisser et al., 2007).
Auf dem Markt werden Kits fur die unterschiedlichsten Umweltproben angeboten, dennoch
entwickeln einige Arbeitsgruppen ihre eigenen Aufreinigungsprotokolle, um potentielle
selektierende Reagenzien oder Arbeitsschritte zu vermeiden, die zu einer Verféalschung der
Ergebnisse fuhren konnten (Frostegéard et al., 1999; Miller et al., 1999). In dieser Arbeit wurde
das PowerSoil® DNA Isolation Kit von der Firma Mo Bio benutzt, um aus den beiden
Umweltproben ,Russia“ und ,Mexico“ DNA aufzureinigen. Auf dem Agarose-Gel zeigten beide
isolierte Proben das Vorliegen von hochmolekularer DNA von ca. 20 kb (Abbildung 21). Die
DNA musste nicht mehr zusatzlich geschert werden, sondern wurde direkt zur Herstellung von

Metagenom-Genbibliotheken im Vektor pCC1FOS verwendet.

5.4.2 Interpretation der 16s rDNA Analyse der ,Russia“- und ,Mexico"-
Umweltproben und der Isolate

Fur die 16S rDNA-Analyse der Bakterien in den Umweltproben und Anreicherungskulturen
wurden 16 rDNA-Sequenzen Uber eine PCR mit universellen 16S rDNA Primern 100K und
616v_alt amplifiziert. Aus jeder Probe wurden nur 23 Klone Analyse selektiert. Das ist eine zu
geringe Anzahl, um die gesamte Diversitat in den Proben gut abzudecken. Dennoch sollte
dadurch eine grobe Abschatzung der Breite der bakteriellen Diversitat in den Umweltproben
erfolgen. In der ,Russia“-Umweltprobe konnten von den 23 16S rDNA-Genen Uber BLAST-
Analyse 21 Zuordnungen zu unterschiedlichen Bakterien gemacht werden. Das weist auf eine
hohe Diversitdt der Metagenom-Genbank hin. Die interessanten thermophilen Bakterien
darunter sind Exilispa thermophila (37 - 60 °C), Caldalkalibacillus thermarum (60 °C) und
Thermosediminibacter oceani (52 - 76 °C), deren Genome fir potentielle hitzestabile Proteine
kodieren kdnnten (Imachi et al., 2008; Lee et al., 2005; Xue et al., 2006).
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Aus der Sequenzanalyse aus der ,Mexico“-Probe hingegen ergaben sich insgesamt nur
10 unterschiedliche Arten aus 23 Sequenzen, da die Stdmme Thiobacillus aquaaesulis,
Oxalicibacterium flavuum und Thiofaba tepidiphila haufiger auftraten. Die drei zuletzt
genannten  Bakterien sind  jedoch  nicht thermophil, im  Gegensatz zu
Thermodesulfovibrio islandicus (45 - 70 °C), Thermosulfovibrio hydrogeniphilus (50 - 80 °C)
und Rhodothermus marinus (54 - 77 °C) (Bjornsdottir et al., 2007; Jeanthon et al., 2002;

Sonne-hansen and Westermann, 1999), die ebenfalls in der Mexico-Probe identifiziert wurden.

Die 16S rDNA Analyse der Anreicherungskulturen auf den Minimalmedien mit CMC oder Xylan
mittels BLAST ergaben Treffer bei BLAST, die alle einen hohen Sequenzahnlichkeitswert
(99 %) aufwiesen. Zuséatzlich wurden diese auf Substratplatten (Tributyrin, Triolein, Starke,
Skim Milk, CMC, Aviel und Xylan) ausgestrichen und bei 50 - 60 °C inkubiert. Ein Wachstum
auf den jeweiligen Platten kann auf Aktivitdt gegenliber den verwendeten Substraten
zurlckzufuhren sein. Die Isolate wurden auf Substrataktivitaten getestet und weisen ein
interessantes Spektrum auf (Tabelle 32). Nachfolgend werden die gefundenen Aktivitaten der
Anreicherungen den literaturbekannten Eigenschaften der damit Uber 16S rRNA-

Amplikonanalyse verknipften Bakterienarten gegentbergestellt:

Bacillus smithii wurde aus Kompostproben isoliert und kann bei 55 - 65 °C aus Xylose und
Glukose organische Sauren bilden. Der Stamm ist mit dem Plasmid pNW334 transformierbar
und es wurde auch bereist eine Methode fur eine Marker-freie Deletion entwickelt (Bosma et
al., 2015a, 2015b). In dieser Arbeit zeigt das Isolat ,Russia SH- Avicel* auf keinerlei der

getesteten Substraten Aktivitaten auf.

Brevibacillus borstelensis (Accession: AY764129) ist ein Gram-positives, thermophiles (50 °C
Temperaturoptimum) und  Sporen-bildendes Bakterium. Ihm wurde ein hoher
Verwandtschaftsgrad mit Bacillus centrosporus und Bacillus choshinensis nachgewiesen.
Besonders interessant ist der Stamm, da er verzweigte Hochdruckpolyethylene degradieren
(Hadad et al., 2005) und industrierelevante Amylasen, Proteasen und Amidasen produzieren
kann (Tripathy et al., 2016). Diese Aussage deckt sich auch zum Teil mit den hier generierten
Ergebnissen. Auf den Agarplatten mit Skim Milk wurde bei 60 °C ein sehr starker Proteinabbau
der Kultur ,Mexico SH-CMC* verzeichnet, da die durch das Milchpulver triibe Platte zu 85 %

geklart wurde.

Ein ebenso thermophiles Gram-positives Bakterium, das Sporen bilden kann, ist Anoxybacillus
flavithermus (Berendsen et al., 2016). 2015 wurde eine Acetyl Xylan Esterase aus diesem
Organismus isoliert, dessen Temperaturoptimum bei 50 °C und pH-Optimum bei 7,5 liegt
(Eminoglu et al., 2015). In dieser Arbeit wurde bei dem Isolat ,Russia SH-Avicel" eine

schwache Tributyrin und eine Amylase- und Avicel Aktivitat detektiert.
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Der Gram-positive, aerobe Endosporen-Bildner Bacillus sonorensis wurde zum ersten Mal aus
der Wste in Sonora isoliert und ist nahe mit Bacillus licheniformis verwandt. Aus B. sonorensis
werden haufig Lipasen gefunden, wie die hyperthermostabile alkaline Lipase, die bei
80 - 120 °C noch aktiv ist (Bhosale et al., 2016). Das Substratspektrum der in dieser Arbeit
gefundenen Isolaten ,Mexico SH-Avicel” zeigt jedoch ein viel breiteres Spektrum auf, denn
alle Platten, aul3er die mit Triolein, konnten von dem Bakterium bewachsen und genutzt

werden.

Aus dem letzten Abschnitt kann man herauslesen, wie vielversprechend die neu entdeckten

Isolate fiir die Industrie werden kdnnen.
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5.4.3 Funktionelle Screeningmethoden

Mithife von  DNA-Sequenzen konnen Bakterienstamme identifiziert und der
Verwandtschaftsgrad zueinander bestimmt werden. Durch Sequenzierungen kdnnen auch
Gene fur bestimmte Enzyme identifiziert werden, jedoch mit der Einschrankung, dass nur
Proteine mit Ahnlichkeit zu bereits annotierten Sequenzen gefunden werden. Dagegen kénnen
durch ein funktionelles Durchforsten einer Metagenom-Genbank mit verschiedenen
Substraten und unter verschiedenen Bedingungen auch wirklich neuartige industriellrelevante

Enzyme entdeckt werden.

Die funktionsbasierte Durchmusterung kann in drei Kategorien eingeteilt werden (Simon and
Daniel, 2009b). Die erste wird als phanotypische Insert-Detektion bezeichnet, die sich
wiederum in die direkte und indirekte Detektion untergliedert. Bei der direkten Methode (1a)
erkennt man durch die veranderte Morphologie, Pigmentierung oder Hofbildung des Klons, die
direkt durch das heterolog gebildete Produkt des positiven Klons gebildet wird. Diese Methode
ist allerdings nicht besonders sensitiv. Bei der indirekten Variante (1b) geht das gesuchte
Genprodukt eine Reaktion mit einem Indikator, der sich beispielsweise im Medium befindet,
ein. Die Indikatoren kénnen Substrate sein, deren Abbau auf der Platte sichtbar gemacht wird
(Craig et al., 2010). Die heterologen Proteine werden intrazellular gebildet und sind nicht in
der Lage durch die Zellwand des Wirtes zum Indikator zu gelangen. Daher muss eine Zelllyse
(1c) durchgefiihrt und darauf geachtet werden, dass das erwiinschte Protein nicht denaturiert
(Li et al., 2007). Die zweite Kategorie ist die Modulare Detektion (2), bei der beispielsweise
Reportergene wie lacZ verwendet werden. Die metagenomischen Proteine reagieren mit dem
Quorum Sensing (QS) Molekil, welches als Trigger fir das lacZ Operon benttigt wird. Durch
die Inhibition kann X-Gal nicht gespalten werden und die positiven Klone erscheinen weif3
(Schipper et al., 2009). Wenn das Genprodukt dazu beitragt, dass der Wirt unter selektiven
Bedingungen wachsen kann, wird dies als eine heterologe Komplementation bezeichnet (Leis
2015). Die letzte der drei Kategorien des funktionellen Screenings ist die Substrat-induzierte
Variante (engl: substrate-induced gene expression, SIGEX; 3). Hier wird die metagenomische
DNA mit ,operon-trap GFR"“-Expressionsvektor kloniert. Bei einer erfolgreichen Expression
wird GFP auch gebildet und die Zelle wird tGiber FACS (engl.: fluorescence-assisted cell sorting)

aussortiert (Uchiyama and Miyazaki, 2010).

In dieser Arbeit wurde hauptséchlich die erste Methode (1a) angewandt. Die Hofbildung war
bei den Platten mit Magermilchpulver durch die Erhellung des bréaunlichen Agar leicht zu
erkennen. Die Xylan-, CMC-, Avicel- sowie Starkeaktivitat konnte man erst nach einer Farbung
mit Kongorot oder Lugolscher Ldsung feststellen. Insgesamt ist diese Vorgehensweise
kostengiinstig, da die verwendeten Substrate und ihre Fabebemittel nicht teuer sind und man

die Metagenom-DNA nicht in speziell modifizerte Expressionswirte Ubertragen muss. Die
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Sensitivitat kann man erhdhen, indem man, wie in Methode 1c beschrieben, die Zellen
aufschliet ohne die intrazellularen Proteine zu denaturieren. Dies ware eine

Optimierungsmadglichkeit fiir die weiteren funktionellen Screenings der Metagenombanken.

Der Transfer von theoretischen Ansatzen Uber zu den praktischen Arbeiten ist oftmals eine
Herausforderung im Labor, denn die Umsetzung der zum Teil manuellen, zum Teil
automatisierten Schritte des funktionellen Screenings ist arbeits- und zeitaufwendig. Daher ist
es sehr wichtig die Arbeitsschritte zu optimieren, um die Effizienz der Suche nach neuen

Genprodukten zu steigern.
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5.4.4 Durchmusterungseffizienz

Die Verwendung von Filterplatten sollte das vergleichende Screening in E. coli und
T. thermophilus verbessern und eine Zeitersparnis bringen. Dazu wurden vier verschiedene
Fosmid-DNA Aufreinigungsprotokolle im 96-Well Mikrotiterplatten-Format durchgefiihrt und
die Transformationseffizienz gemessen. Die niedrigste Transformationseffizienz von 9 % zeigt
dabei Experiment Il (Ergebnisse 4.4.3.1; Abbildung 23), in dem ein DNA-Bindefilter eingesetzt
wurde. Die zweitniedrigste Effizienz von unter 3 % wird bei der herkdmmlichen Fosmid-
Extraktion durch alkalische Lyse erreicht. Die beiden Methoden haben als gemeinsamen
Schritt die Lysat-Aufreinigung Uber Zentrifugation. Hierbei bleiben stérende Faktoren, wie zum
Beispiel RNA, Proteine und andere Zellbestandteile in der DNA-L6sung enthalten und
verschlechtern den Transformationserfolg in T. thermophilus. Die erfolgversprechendste
Extraktionsmethode stellte in diesem Experiment die Verwendung des Lysatfilters in
Experiment Il dar. Es wurde DNA in relativ grol3er Menge isoliert und Zelltrimmer und Proteine
effektiv von der DNA-LOsung abgetrennt. Lediglich RNA wurde mit aufgereinigt, die aber
vermutlich keinen oder nur geringen Einfluss auf die Transformation in T. thermophilus hat.
Die Verwendung des DNA-Bindefilters in Experiment Il und 1V lieferte sehr reine DNA, aber
nur in geringen Mengen, die fir eine effiziente Transformation nicht ausreichen.
Zusammenfassend fihrte die Verwendung des Lysatfilters zu einer starken Erhéhung der
Transformationseffizienz und einem geringeren zeitlichen Aufwand bei der Fosmid-Extraktion.
Allerdings steigt der finanzielle Aufwand, den diese Methode mit sich bringt, stark an, so dass
zur Kostenersparnis die Nutzung der herkdmmlichen Methode der alkalischen Lyse sinnvoll

ist.

Eine enorme Kosten- und Zeitersparnis kann auch mit dem Pool-Screening erreicht werden.
Hierbei werden bis zu 48 Klone in einem Reaktionsgefal? zusammengefihrt und gleichzeitig
durchmustert. Mit den verschiedenen Durchfiihrungsprotokollen beim Pool-Screening wurden
drei Fragen geklart: 1. Kann ein aktiver Klon aus einem Pool mit 48 Einzelfosmiden identifiziert
werden? 2. Ist die Zugabe der Auto Induction Solutionen (AIS) fir das funktionelle Screening
notwendig? 3. Wie gut funktioniert die Transformation des Pools im Vergleich zu der des

Einzelklons?

Die Ergebnisse zeigen, dass der Xylanase-aktive Klon B8-M12-22 aus der Kompost-
Metagenom-Genbank beim Durchforsten des ganzen Pools identifiziert werden konnte.
Sowohl im Einzelausstrich als auch beim Ausplattieren waren die hellen Héfe nach der
Kongorot-Farbung, die auf einen Xylanabbau hinweisen, gut ersichtlich. Die Proben, die vorher
mit AIS behandelt worden waren, zeigten auf den Platten mehr Kolonien und auch bei den
Aktivitats-Assays deutlichere Unterschiede zu den nicht aktiven Klonen. Fir die

Transformation wurde der Pool sowie der Einzelklon nach der in vivo Modifizierung in 5 mL

158



Medium mit Antibiotika-Zusatz und AIS Uber Nacht kultiviert und die Fosmide isoliert. Um die
Diversitat der gemischten Fosmide im Pool zu wahren wurde der gesamte aufgereinigte
Ansatz zu T. thermophilus gegeben, parallel dazu wurde T. thermophilus mit aufgereinigter
Fosmid-DNA aus dem B8-Einzelklon transformiert. In beiden Fallen wuchsen ca. 30 Klone,
was bedeutet, dass bei der Pool-Transformation nicht alle Fosmide in T.thermophilus
eingebracht wurden. Fir eine bessere Aussage miissen mehrere Pools getestet werden und
eine statistische Analyse der Diversitat der Fosmide im Pool nach der in vivo Modifikation und
nach der Transformation in T. thermophilus erstellt werden. Zusammenfassend hatte die Pool-
Screening Methode keine negativen Auswirkungen auf die in vivo Modifizierungsprozedur und
fuhrte zu aktiven Klonen obwohl die Transformationseffizienz noch weiter verbessert werden

muss.

Neben dem Pool-Screening gibt es fir die Durchmusterung von Metagenom-Genbanken, hoch
entwickelte Technologien und Geréate, die einen sehr hohen Durchsatz an Proben erlauben.
Gong et al. verwendete fir das Screening einer Kuhmagen-Metagenom-Bibliothek den
Koloniepickenden Roboter Genetic QPix mit 22 cm x 22 cm grof3en Platten, wodurch bis zu
6912 Klone durchforstet werden konnten (Gong et al., 2012). Pham et al. hat ein Protokoll
entwickelt, indem es mdglich ist 10.000 Klone auf eine Nylonfiltermembran mithilfe eines
Roboter zu Ubertragen und die DNA durch mehrere Aufreinigungs- und Fixierungsschritte an
die Membran zu binden. Die Membran wird mit Probes hybridisiert und spater in einem
Fluoreszenz-Scanner analysiert. Dadurch konnen im Hochdurchsatz-Verfahren grol3e
Fosmidbanken nach Genen durchforstet werden (Pham et al., 2007). Trotz enormer Prazision
und hohen Durchforstungsraten sind solche Technologien nur fir wenige Labore rentabel,

deshalb ist es weiterhin wichtig vereinfachte Protokolle zu entwickeln.

Die Trefferquote beim funktionellen Screening ist je nach Methode und gesuchtem Enzym sehr
gering im Vergleich zu der Sequenz-basierten Suche. Um die Wahrscheinlichkeit zu erh6hen
ein neues Enzym zu finden, wird es auch kinftig wichtig sein, Methoden und Protokolle zu
entwickeln, die einen hohen Durchsatz bei der Durchmusterung der Metagenom-
Genbibliotheken ermdglichen. Der Paralleleinsatz verschiedener Wirte wie in dieser Arbeit
bietet den Vorteil, sich nicht alleine auf den Genexpressionsapparat eines Wirtes bei der
heterologen Expression metagenomischer Gene verlassen zu missen. Im folgenden Abschnitt
wird darauf noch weiter eingegangen. Damit der Mehraufwand beim Einsatz zusatziciher
Screeningwirte beherrschbar bleibt, kbnnen Methoden wie das hier beschriebene Pool-

Screening hilfreich sein.
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5.4.5 Entwicklung und Evaluierung neuer Expressionswirte

In den meisten metagenomischen Studien wird aufgrund der einfachen Handhabung im Labor
und der umfangreichen genetischen Methoden, bevorzugt mit E. coli gearbeitet. Jedoch
werden viele Gene aufgrund der fehlenden Passung zum Expressionsapparat von E. coli in
diesem Wirt nicht exprimiert und kénnen somit nicht identifiziert und charakterisiert werden.
Diese Einschrankung wird umgangen, indem man andere Expressionswirte bei der
Durchforstung von Metagenom-Genbibliothken zum Einsatz bringt. Diese kodnnen
beispielsweise eine erweiterte Erkennung metagenomischer Promotoren erlauben, eine fir
bestimmte Gene passendere Codon-Usage verwenden oder Helferproteine besitzen, die der
inkorrekten Proteinfaltung eines Enzyms vorbeugen kénnen. Diese neuen Expressionswirte
muissen charakterisiert und der Nutzen gegentber E. coli muss validiert werden. Dartber
hinaus mussen Protokoll und Systeme entwickelt werden, die es ermdglichen Metagenom-
Genbanken in die neuen Wirte zu transportieren. Ein weiterer Fortschritt ware die Erstellung
einer broad-host Metagenom-Genbibliothek, die in mehrere Wirte gleichzeitig eingebracht

werden kann und das parallel funktionelle Screenings ermdglicht.

In dieser Arbeit wurde jeweils ein Vektor fur B. subtilis (pRetro-B1) und fur M. luteus (pRetro-
M) konstruiert, die hach dem gleichen Prinzip wie das friher fur T. thermophilus konstruierte
pRetro-T2 Plasmid funktionieren sollten. Dazu wurden eine Kanamycinresistenzkassette, ori
und loxP-Seite und eine 1,5 kb lange chromosomale DNA-Sequenz aus dem jeweiligen
Expressionswirt via Gibson assembliert. pRetro-M konnte nicht in EPI300 Zellen transformiert
werden, vermutlich wegen nicht geklarter toxischer Effekte, die das Wachstum von E. coli
unterdriickten (Warren et al., 2008). Auch die Verwendung verschiedener Abschnitte des trpE-
Gens als alternative chromosomale DNA-Sequenzen wurden keine Kolonien erhalten. Da kein
Vektor fur M. luteus hergestellt werden konnte, wurde nur mit pRetro-B1 weiter gearbeitet.
Dieses Plasmid konnte erfolgreich in EPI300 Zellen, die den Leervektor pCC1FOS tragen,
Ubertragen und mithilfe von pJM2545 in vivo modifiziert werden. Jedoch konnten Fosmide mit
einem metagenomischen Insert (beispielhaft erprobt mit pCClFOS-HA-CMC-1 und
pCC1FOS-TB-EST-7) nicht mit dem Bacillus spezifischen Vektor pRetro-B1 modifiziert
werden. Die Selektion von Klonen und die Propagation des Plasmids wurde zwar mittels
Kanamycin erreicht, jedoch entsprach das Restriktionsmuster des pRetro-B1-Vektors nicht
den Erwartungen. Die Klone sind auf Kanamycin gewachsen, was auf eine Aufnahme des
pRetro-B1 Vektors hinweist. Der Kontrollverdau zeigt jedoch keine Bande mit der passenden

GroRRe von pRetro-B1 (Daten nicht gezeigt).

Neben diesen zwei natirlich kompetenten Bakterien und dem bereits genannten
T. thermophilus kdnnten sich diverse andere bakterielle Wirte wegen ihrer besonderen

Eigenschaften fur funktionelle Screenings eignen. Der Vorteil bei Pseudomonas antartica ware
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sein niedriges Wachstum-Temperaturoptimum von 22 °C (Reddy et al., 2004). Ein passender
Wirt fur die Expression von membran-gebundenen Dehydrogenasen ist Gluconobacter
oxydans. Es existieren bereits multiple Gen-Deletionsstdmme, die sich hervorragend fir
funktionelle Screenings nach metagenomischen Dehydrogenasen einsetzen liel3en (Liebl et
al., 2014a; Peters et al., 2013). Ein ebenfalls gut geeigneter Wirt fir membran-gebundene
Proteine ist Rhodothermus capsulatus. Ein fakultativer phototropher Wirt, welcher je nach den
verfugbaren Bedingungen phototroph, chemotroph, autotroph oder heterotroph wachsen kann
(Bauer and Wu, 2002; Masepohl and Hallenbeck, 2010). Martinez et al. (2004) haben die Wirte
Pseudomonas putida und Streptomyces lividans modifziert, so dass sie Umwelt-DNA besser
aufnehmen und exprimieren konnen. In S. lividans wurden die Antibiotikaresistenzgene
Aktinrhodin und Undecylprodiginine (act und red) deletiert, um die endogene Aktivitat zu
verringern und Interaktionen mit heterologen Komponenten zu vermeiden. Der neue P. putida
Stamm MBD1 besitzt eine zuséatzliche ®C31 attB Sequenz, uUber die BAC Vektoren mit
unterschiedlichen Insertgréf3en ins Genom integrieren kbnnen. Des Weiteren hat die Gruppe
einen BAC Vektor (pMBD14) etabliert, der bis zu 85 kB grofRe Inserts aufnehmen und Uber
eine High-throughput Konjugation in beide Stamme transferiert werden kann (Martinez et al.,
2004).
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5.4.6 BAC-basierte Metagenom-Genbanken

Neben der Erweiterung des Wirtsspektrums kann man die Insert-Gré3e der Metagenom-
Genbanken expandieren. In dieser Arbeit wurde versucht eine BAC-Metagenom-Bibliothek in
T. thermophilus zu erstellen. Dazu wurden zwei verschiedene BAC-artige Vektoren fir
T. thermophilus konstruiert, die unterschiedliche Replikationselemente aus dem Megaplasmid
pTT27 vom Thermus-Wildtyp HB27 tragen. Auf pRetro-BAC1 wurden der ori und das putative
repA Gen des Megaplasmids eingefiigt. pRetro-BAC?2 ist eine Erweiterung der ersten Variante
und beinhaltet zuséatzlich noch den par-Locus mit den parA, B und parS Genen, welches von
Haijuan Li in ihrer Doktorarbeit am Lehrstuhl fir Mikrobiologie genauer untersucht wurde (Li).
Die Vektoren wurden mittels Sequenzierung Uberprtft und es folgte die in vivo Modifizierung
von zwei rekombinanten Fosmiden mit diesen pRetro-BAC Vektoren und dann die
Ubertragung der BAC-Konstrukte in T.thermophilus, zum einen die leeren pRetro-BAC-
Vektoren und zum anderen die in vivo mit den Fosmiden rekombinierten Vektoren (kurz: BAC1,
BAC2, rfBAC1 und rfBAC2). Southern Blot-Analysen zeigten eine Integration der BAC-
Konstrukte in das Genom von HB27. Bei hohen Kanamycinkonzentrationen wuchsen nur die
BAC-Konstrukte ohne integrierter metagenomischer DNA im Flussigmedium an. Das lasst
darauf schlieBen, dass die Aufnahme des BAC-Konstrukts mit einem ca 40 kB nicht
funktioniert. Moglich ware aber eine Integration eines kleines Genabschnittes mithilfe des
BAC-Konstrukts.

Rondon und Kollegen haben BAC Vektoren (pBeloBAC11) fir die Klonierung
metagenomischer DNA aus Bodenproben verwendet. Dabei entstanden zwei BAC-
Bibliotheken SL1 und SL2. SL1 umfasste insgesamt 10 Mbp DNA und die Durchschnittslange
der Fremd-DNA betrug ca. 27 kb, wahrend die zweite Bank das Zehnfache der DNA und eine
durchschnittliche Grof3e von 44 kb aufweisen konnte. Die funktionellen Screenings auf festen
Agarplatten in E. coli waren erfolgreich und fiihrten zur Auffindung von Genen fir DNAsen,
zwei Lipasen und acht Amylasen, weiterhin wurde ein antibakterieller Klon identifiziert. Der
Klon zeigte eine Wachstums-inhibierende Wirkung auf B. subtilis und Staphylococcus aureus.
Neben der Mdoglichkeit der Identifizierung neuer Gene, kénnen die klonierten langen
kontinuierlichen Genomfragmente die phylogenetische Analyse der aufgefundenen Gene
erleichtern (Rondon et al., 2000). Auch gréRere DNA-Insertionen als 27 - 44 kb konnten mit
demselben pBeloBACL11 kloniert werden (Sabehi and Béja, 2013).

Prof. Liles von der Universitat Auburn in Alabama hat einen Shuttle-BAC Vektor erstellt, der
sich Uber Konjugation oder Elektroporation in diverse Gram-negative Bakterien Ubertragen
lasst (Kakirde et al., 2012). Der pGNS-BAC enthalt das F-Replikon, welches die ,single-copy
Replikation“ in E. coli stabilisiert und ein weiteres ,broad-host range* RK2 Minireplikon fur die

»high-copy” Replikation in Gram-negativen Mikroorganismen. Fur die Selektion kodiert der
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Vektor zwei Resistenzgene fir Gentamincin und Chloramphenicol und durch den oriV aus dem
IncP Plasmid ist der Vektor mit Arabinose induzierbar (Popowska and Krawczyk-Balska,
2013). Die aus Bodenproben generierte pGNS-BAC-1 Bibliothek wurde bereits erfolgreich in
E. coli, Pseudomonas spp., Salmonella enterica, Serratia marcescens, Vibrio vulnificus und
Enterobacter nimipressuralis Ubertragen (Kakirde et al., 2012). Eine groRRere broad-host BAC
Bibliothek mit einer InsertgréRe von 200 kb fur die Stamme Pseudomonas fluorescence und
Xanthomonas campestris wurde von Aakvik etabliert (Aakvik et al., 2009). Dieses Ergebnis ist
ein hervorragendes Beispiel fir die Kombination einer BAC-Metagenom-Bibliothek mit einem

breiten Wirtsspektrum.

Trotz anfanglicher Erfolge bei der Herstellung von BAC-artigen Vektoren fur T. thermophilus
in der vorliegenden Arbeit sind weitere Anstrengungen nétig, bis eine effiziente Klonierung von
sehr gro3en metagenomischen DNA-Fragmenten flr nachfolgende funktionelles Screenings

im T. thermophilus etabliert sein wird.
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6 Ausblick

Das Projekt mit der Endoglukanase EngU wird am Lehrstuhl fur Mikrobiologie fortgefthrt und
weitere pETDuet Konstrukte nur mit der CBM Domane erstellt, um diese durch elektrophoretische
Gelshiftsassays unter Verwendung von Gelen, die mit verschiedene I6sliche Substrate enthalten,
zu analysieren. Fir die Untersuchung der Bindung an mdgliche unlésliche Substrate wurden
bereits Bindungsassays ohne native Gele hergestellt. Dabei wurde eine bestimmte Enzymmenge
vor und nach der Inkubation mit dem unléslichen Substrat auf eine SDS-Page Ubertragen (siehe
Bachelorarbeit von Helena Ortiz-Canavate, 2017).

Das verkirzte Protein GH12E (Cell2E ohne dessen zwei CBM Module) wurde aufgereinigt und
an die Kooperationspartner an der Swedish University of Agriculture Science weitergegeben. Die
Kristallationsversuche des Proteins sind noch im Gange. Fir die Gewinnung neuer
Glykosynthasen wurde GH12E an der Position E171 mit jeweils drei verschiedenen Aminosauren
substituiert, woraus die Mutanten E171A, E171S und E171G entstanden. Alle drei Mutanten
wurden ebenfalls an die Partner in Schweden versendet. Bis heute (Stand 11.2017) sind noch
keine Ergebnisse bekannt. Es wird mit grof3em Interesse verfolgt, welches Potential die Mutanten
fur eine Anwendung als Glykosynthasen haben.

Das funktionelle Screening von Metagenombanken bedeutet einen nicht unerheblichen
Zeitaufwand. Mit gezielten Screeningmethoden, den passenden Expressionswirten und
potenziellen Umweltproben ist es dennoch mdglich, neuartige Enzyme mit ungewohnlichem
modularen Aufbau und neuen Kkatalytischen Eigenschaften zu entdecken, was fur
biotechnologische Anwendungen von Interesse ist. Daher ist es wichtig weitere
Metagenombanken aus interessanten Habitaten zu erstellen und diese im Labor zu durchforsten.
So sollten auch die Analysen zu den Isolaten weitergefuhrt werden, etwa mit ,Mexico SH-Avicel“,

die positive Reaktionen auf Xylan, CMC, Milch und Tributyrin gezeigt hat.
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7 Anhang

Tabelle 38: Primerliste fir die EngU Expressionskonstrukte.

Primerbezeichn
ung

Sequenz

Notizen

pRetro-B-R

pRetro-B1-F

pRetro-B2-F

pRetro-B S1

pMKE2 Hind F

pPMKE2 Ncol R

TB-EST 32-HIS

F

TB-EST 32-HIS

R

gPCR Kan F
gPCR Kan R
gKan F1

gKan R1

Orilox F

Orilox R

amyE F
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GTTTCTGTTATACTCCCGGGAGAAGACGGCGAGC
TTCTTG

CATTATACGAAGTTATCTAGAGCGGGCCATCTCG
CTCACGG

CATTATACGAAGTTATCTAGAGGCAACCCCCTAG
AGCTACC

AAATCAGCAACTTAAATAGCC

TGCGGCCGCACTCGAGCACC

GTATGCACCTCCGGCCCCAG

TTTAAGAAGGAGATATACATATGCAGCGAGAAAA
ACAGCG

TGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGTCGGCAACT
GTTGAGG

CAAATCGCATCGTGGAAC

CATCTCAGGTGGAATCAG

TGGAATCAGATTGGCCGCTT

CGCATCGTGGAACTTTTGGG

GAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTACCGCATCAGGC

GCCATTC

TGAAAGGGCGAATTCCACAG

CTGTGGAATTCGCCCTTTCATCAGACATCTCCGAT
TAACC

pRetro-T1 +
repA and par
locus

pRetro-T1 (ori,
kat) + repA+ori

pRetro-T1 (ori,
kat) +
repA-+ori+par
locus

Sequenzierpri
mer Uber loxP
von pRetro

pPMKE2 vector
PCR

pMKE2 vector
PCR

TB-EST-7 32
ORF mit
HISTaq
(PET21a)

TB-EST-7 32
ORF mit
HISTaq
(PET21a)

gPCR
gPCR
gPCR

gPCR

pRetro-M/B Ori
und Lox aus
pRetro-T2,
Uberhang zu
Kan

pRetro-M/B Ori
und Lox aus
pRetro-T2

15 kb
fragment aus



Primerbezeichn

ung Sequenz Notizen
amyE (B.
subtillis):  UH
zu Ori lox
1,5 kb
AVE R CTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTCCGGTCAATTCA ‘;ﬁ‘?rge”t a(‘és
y ATTACTC ye (5
subtillis); UH
zu Kan
1,5 kb
CTGTGGAATTCGCCCTTTCACTCCCTCCCGTGCG  ragment  aus
trpE TP F GAGTTC trpE (M
luteus); UH zu
Ori lox
1,5 kb
{OE TP R CTTTGCAGGGCTTCCCAACCTAGCTCGCCCGCG I:a%me”t a(‘,‘\’/f
P GTCAGCAC pr
luteus); UH zu
Kan
1,5 kb
CTGTGGAATTCGCCCTTTCAGGTGCTGGCGGACG ragment  aus
trpE TP F2 GCCTCA trpE (M
luteus); UH zu
Ori lox
1,5 kb
{OE TP R2 CTTTGCAGGGCTTCCCAACCTAGGTCCACGAGCA I:a%me”t a(‘,‘\’/f
P TGAGGTG pe o
luteus); UH zu
Kan
OH to pMK18
TTGAAGGAGGTGTGAGGCATATGCAGCGAGAAAA vector  PCR
PMKESTHISFL  Acacce and pET-EST-
HIS
OH to pMK18
AATCGCCTTGCAGCACATCCTCAGTGGTGGTGGT vector  PCR
PMKESTHISRL  corger and pET-EST-
HIS
Sequenzieren
PET Upstream ATGCGTCCGGCGTAGA von pETvector
/ pETDUET

Sequenzieren

DuetUP2 Primer TTGTACACGGCCGCATAATC von pETDUET

DuetDOWN1 Sequenzieren

Primer GATTATGCGGCCGTGTACAA von pETDUET
Sequenzieren

T7 Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG von pETvector
/| pPETDUET
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Primerbezeichn

Sequenz Notizen
ung
A CMC F TTTAAGAAGGAGATATACAATGCAGGAGACAACA SETZ:La(_S(iSbZén
GTGCTGGA :
Primer
pET21a GH1
GHIZE R TGGTGGTGCTCGAGTGCTCAGCTTGATGGCAACA 2E  Gibson
ATGCCT Primer mit
TGA
pET2la GH1
C171A GGGTTAAAGCAGGGGATATCGCGATAATGGTGTG 2E  Mutation
GCTCTA E171  Alanin
(GCG)
pET2la GH1
1718 F TTAAAGCAGGGGATATCTCGATAATGGTGTGGCT 2E  Mutation
CTA E171  Serin
(UCG)
pET2la GH1
171G F GTTAAAGCAGGGGATATCGGCATAATGGTGTGGC 2E  Mutation
TCTAC E171 Glycin
(GGC)
CGTTGGGAAACTCTTGCATCGCCATGTGATGGAA PET21a bgad
D123A R colee gfull  Mutation
D123A (GCG)
CCGTTTTCGTTGTTGATCGCCACAAAGGCAATTG — PET21a bgad
E235A R et gfull  Mutation
E239A (GCG)
pET2l1la_bga4
E593A R CGAGCAACAAGAAGGCCGCACTGCTGTAAGTGTT 8full  Mutation
E593A (GCG)
GAAGGCGTAAATTGCGTCCCACGCCTGAAGGGC —PET21a bgad
D605A R NS gfull  Mutation
D605A (GCG)

Duet bga48 F1

Duet bga48 R

Bgl48 Seq 01 R

Bgl48 Seq 01 R

pRetro-B-R

bga_for
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TAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCGTTGCGG
TCTGAC

CTTAAGCATTATGCGGCCGCATCATTGCACCACA
ACTTCA

CTCTTTCGTCAACCTGACAAC

CAGCCAACTCAGCTTCCTTTCG

GTTTCTGTTATACTCCCGGGAGAAGACGGCGAGC
TTCTTG

GATCCATATGCGTTGCGGTCTGACACAGGAA

Umklonierung
von bga48full
in pETDuet

Umklonierung
von bga48full
in pETDuet

Sequenzierun
g

Sequenzierun
g

pRetro-T1 +
repA and par
locus

Bgl Konstrukte



Primerbezeichn
ung

Sequenz

Notizen

bga_rev
cbm_rev
gh42_rev

bga for ecoRl
bga for Ncol
cterm_for
bga_rev Kpnl
Duet_Bga48 F1
Duet Bga48 R
gh42a_for
gh42 b rev2
Duet bga48 F1
Duet bga48 R
E239A

ES581A

D151A rev
E183A_for
D123AR

E235A R
E593A R

D605A R

pPET-Duet 1 SEQ
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GATCAAGCTTTCATTGCACCACAACTTCATAC

GATCAAGCTTTCACGTCTGTGCCCCCAAGTTGCT
G

GATCAAGCTTTCAAAAGTTGGCGTTGCGCAACAT

GATCGAATTCATGCGTTGCGGTCTGACACA

GATGCCATGGGTTGCGGTCTGACACA

GATCCATATGGCACGGGTCATATTCAG

GGCCGGTACCTTTCATTGCACCACAACTTCAT
TAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCGTTGCGG
TCTGAC

CTTAAGCATTATGCGGCCGCATCATTGCACCACA
ACTTCA

ACTTTAAGAAGGAGATATACCTGGACTACCTGATT
GCCCA

ATTATGCGGCCGCAGTGTCACCTGACAACCACTT
GACGCT

TAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCGTTGCGG
TCTGAC

CTTAAGCATTATGCGGCCGCATCATTGCACCACA
ACTTCA

CAAGCGTGAACGAGACCGTTCGCGTTGTTGATTT
CCACAAAG

GTAAACCCTTCTCGGTTACAGCGTACAACCATTCT
GCTCCG

AGTTGGGCAATCAGGTACGCCAGTCGGTCAAGG
GCTT

GCCGACGGTTTGCCCAAAGCGATTGAACAACTTG
GTT

CGTTGGGAAACTCTTGCATCGCCATGTGATGGAA
TCGGAC

CCGTTTTCGTTGTTGATCGCCACAAAGGCAATTG
CAGGGT

CGAGCAACAAGAAGGCCGCACTGCTGTAAGTGTT

GAAGGCGTAAATTGCGTCCCACGCCTGAAGGGC
TGCGTAG

TGGCAAGTGTAGCGGTCACG

Bgl Konstrukte
Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte
Bgl Konstrukte
Bgl Konstrukte
Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte
Bgl Konstrukte
Bgl Konstrukte

Bgl Konstrukte



Tabelle 39: Primerliste fir die Transkriptomanalyse des pCT3FK-HA-CMC-1 Fosmids

Primerbezeichnung  Sequenz Region
HAO1-F TCGACAAACGGGCCCTGATAG 649 - 760
HAO1-R ACGTCGTGGCGTTTGAACAGC

HAO02-F TCTTGCCCTTGACGGGAAC 1805 - 1712
HAO02-R CCCGCCAACAGGAAGAAAC

HAO3-F CTCTGCCCGAAATCCCATC 2020 - 1901
HAO3-R AGCTCGAACTCCTGAGAAG

HAO5-F GCCGGCGACCATCATTATTTC 3180 -3287
HAO5-R AACCACCAAGGGCTTCACAC

HAO06-F AGAGCAGCAAGGCTCCAAC 3876 - 3980
HAO06-R GCGCATTGGGCAGTGAAAC

HAOQO7-F AAGGAGCTCGGCTACAACG 5057 - 5117
HAO7-R CCACTTCTCACCGAGGAAC

HAO8-F CAACGGCCTCAAGAACTTCC 6265 - 6357
HAO08-R ACGTCGCTGACGTGAGATG

HAO09-F AGGCGACAGAGATAGGAAG 6963 - 7069
HAO09-R TGCGGCCTCAAGTCCTATG

HA10-F ACTGGGCAGGACTTGGAAAC 8149 - 8247
HA10-R CGCTGAGAACGGCTTTAACAC

HA11-F CGAGTACTACAAGCCCTATC 9321 - 9439
HA11-R CCATCTCGACTTCCATTC

HA12-F GGCCATTGAGCTGAAAAC 9570 - 9687
HA12-R GAAGTCCGGTAGATCCTTAG

HA13-F AGCGGTAAATGCTGGGAAG 9938 - 10057
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Primerbezeichnung  Sequenz Region

HA13-R TCCGTGGTGAGAACTATG

HA14-F CTAACCGCCACTGAGAG 10550 - 10645
HA14-R TATGACGGCGAACGTCC

HA15-F TTCAGCGAGCCGTTTATC 11160 - 11256
HA15-R CTGAGGAGAGCTTCATAAGG

HA16-F CCCTCGTATTTGCTGTACC 11684 - 11565
HA16-R GAAGCGCTACCTCAGATG

HA18-F CCGGTGCTATGAGAAGTACGG 11982 - 12077
HA18-R CTCGAAACGGGTCTTGAAGGG

HA20-F CCCTCGACGAGCTTGTAAC 13396 - 13495
HA20-R GTCGGCGGTGAAATCAG

HA21-F GGAGTTTCCCGGTATCATCTG 14879 - 14984
HA21-R TATGTCCTCCACGCTCTTG

HA22-F TTCACGAGCGTGACATC 15883 - 15995
HA22-R GTCGTCATCTCCAGAGTAG

HA23-F ATCCGTGGAACATCCAAG 16658 - 16753
HA23-R CGATGTCCGTGAGATTAC

HA24-F TTCTCCTGACGGCTCTTC 18699 - 18800
HA24-R GATCGGTGGCGCTTATTATG

HA25-F TTGGCGAGGCCCATTGAAAC 20108 - 20015
HA25-R CGCTCCGCTACATCAACTATC

HA26-F GGCGAAATCGGCTCAAG 21941 - 21850
HA26-R GATGACCCGAGCATGTG
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Primerbezeichnung  Sequenz Region

HA27-F CTGGCGTTCATGCTGTTG 23354 - 23259
HA27-R GAGGGAGCTCGTTGAGATAG

HA28-F CGAAGATTGTCGCGATGTACG 24079 - 24190
HA28-R ACTATCTCCACGCCATCCAC

HA29-F CCGTACTCCCACATGTTTG 24750 - 24844
HA29-R AGCTTGGCGTAGGATTC

HA30-F TTCACGTGCCTCGTGTAG 25819 - 25713
HA30-R GAGCTGAGGGCGGTTATATTC

HA31-F CCGAAGAGCTCAGATAGG 26547 - 26446
HA31-R TCCGGTAGTTGAGGATG

HA32-F GAACGACGAGGGCAATTAG 27226 - 27133
HA32-R ATAGGCGTCCTTGTGTACC

HA33-F CGGCCAGATTCGTCAGAAG 28193 - 28101
HA33-R TGGGCTACCTCACCTACAC

HA34-F CTCGTCTATCTCGACCATCAC 28973 - 28872
HA34-R CCGAGAAGGGTTCTGGTAATC

HA35-F GCCGCGCTTATAGTCATC 29600 - 29481
HA35-R CGTCATCCCAGCCCATATAG

HA36-F GTCCGAGCTCACTGTCCATC 30826 - 30715
HA36-R CCCTGAGGAGCTTCACTACG

HA37-F CAAGAGACTCGCAGAAG 31380 - 31273
HA37-R GCCTCACTGAAGAGTATG

HA38-F GAGAAGGATCATGCCGTAAG 32344 - 32255
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Primerbezeichnung  Sequenz Region

HA38-R CCGGAGGCACATTCAAAG

HA39-F GGCCGATGAAGAAGAGC 33246 - 33153
HA39-R GGGATATACGGCCTGATG

HA40-F CTCCGTCGGGAGGAAATTGG 33492 - 33383
HA40-R AGTTCAACTGGGCGAGCCTG

HA41-F AATGGCCGAGACCAGGTTG 33875 - 33778
HA41-R TGCTTGGCCTGAGCTACAC

HA42-F TATCAGGAAGGCCAGCACCAG 34352 - 34234
HA42-R TCCACGCGGCAACTAAG

HA43-F CCGCTATTATGACGACAACC 34658 - 34558
HA43-R GGCGATACTGATAACCTACC

HA44-F ATGAACGCCGCTATCATC 35712 - 35075
HA44-R CTGGTTCTCATGGCATTCTG

HA45-F CCGTCAGTGAGGTTTAC 35690 - 35797
HA45-R CGAGCCAGTTCTCATAG

HA46-F TGGGACGCAAAGGTAAAGC 35978 - 36072
HA46-R GGGTTCTGTTCGAGGTAGAAG

HA47-F GCGAGTTTGCTGGCTTAATC 37009 - 37112
HA47-R ATCGGCACCGAGGTAATC

HA48-F CCCACGATCTTCCTCTTG 38031 - 37925
HA48-R CCGGTTGAGTTCATAGGC
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Tabelle 40: Primerliste fir die Transkriptomanalyse des pCT3FK-TB-EST-7 Fosmids

Primerbezeichnung Sequenz Region

TBO1-F CGGCTATGCCGAACTAGAAAC 230 - 338
TBO1-R AATCTGCGTGACGAGATCC

TBO02-F GCGCAACGTCTGAATCCAC 1101 - 1007
TB02-R GGGCAACGCTTGTTGAG

TBO3-F TGCACCCGACCGAATAG 1620 - 1526
TBO3-R GACCGGATCAACGTGCAAG

TBO4-F GCCGCTACCTGTCTGTTAC 2521 - 2632
TB0O4-R CGATTGCGGGCAATGAACC

TBO5-F GTGGCGCGGTTTAACAC 4745 - 4839
TBO5-R TGCGGCAGCGAGAAATC

TBO6-F AGAAGCGGTGGACACTC 5820 - 5934
TB06-R GATGCCAACCACTGTAGG

TBO7-F TGCTCGAAGGACTGAAC 6568 - 6684
TBO7-R GCCGTCCAATTCGAAAG

TBO8-F CGTCGCCGAACTATTAC 8611 - 8720
TBO08-R AAAGCGGACGAGGATTG

TB12-F TCCCTCCTCCGTGTACATC 13130 - 13037
TB12-R AGCACGGGAGCGAATTG

TB13-F CCATGGCATGCAGATTACC 13589 - 13493
TB13-R AGCTGGGAGCGTACTAAAG

TB14-F GCGCCGTAAACGCCAAATC 14041 - 13922
TB14-R GCAGGCATTGCTTGAGGAAGG

TB15-F CCGAAGTGCTGGACTATC 14714 - 14818
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Primerbezeichnung Sequenz Region

TB15-R CCAGCTCGAAGAGCTTTG

TB16-F GCGCATCGTGGATCTAAAG 16442 - 16561
TB16-R ATGTCGGCACCAAACTC

TB17-F TGGAAGAAGTGCCTCCTACTG 17571 - 17675
TB17-R GGGCTCGGTCGATTAATAACG

TB18-F CCATTGTGGCCATTCCC 18464 - 18580
TB18-R CGCCGGCTACAAATGTG

TB19-F CAGGCCGACTATGAACG 19331 - 19421
TB19-R CGGCGAACCAGTTGTTG

TB20-F AGCCGCATTCCGAATAC 20691 - 20594
TB20-R CGCGCAATGTCATCTATC

TB21-F ATGGTCTCCCACCTTCAC 21531 - 21426
TB21-R GCGGATCTGGCATTTCTG

TB22-F CGCAAACCGACACATAG 22406 - 22294
TB22-R GTTGGACCGGTACTTTC

TB23-F CTCTCCACGGTTGACCTTTG 23771 - 23659
TB23-R TGGGATTGGGCTATGTAGGG

TB27-F GAACCTGAGCGATACTTC 25066 - 25161
TB27-R GGTCTGTTCCCAGATTTC

TB28-F AACAGGGCCTGGATGTG 25780 - 25880
TB28-R GGTGTATCCGGGAAACGTAG

TB29-F GATGCCGTGGAAGTAAGTG 26091 - 26192
TB29-R GCGTCCTTCCTCATTGAAC
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Primerbezeichnung Sequenz Region

TB30-F GGGACTCGTCGACTTTG 26532 - 26627
TB30-R GCCGACTCCAGTTTAGG

TB31-F ACGACCAAACCAGCGGTAAC 27741 - 27652
TB31-R CTGCTCTACGGACTCATTGTG

TB32-F CTACCGAATAGCCAAAGG 28892 - 28781
TB32-R CATATAGGCGTGCTGTC

TB33-F TGCTTTGCTGCTGCTCCTC 29273 - 29373
TB33-R ACTGGATCGCGCTGCACAAC

TB32-F2 CACAGCAATGGTGTAACGGG

TB32-R2 GCATTTTTGCGCCGGTAGAA
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Tabelle 41: Gegebiiberstellung von Cell2E und GH12E

Name:

AS-Sequenz

Eigenschaften

Activitat

Name:

AS-Sequenz

Eigenschaften

Activity
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Cell12E

MQETTVLEFPGTQGSTALIDMNGDGISDFIMEINPWNIQDAQGKQIMEY
DPNNNEIRFSSNLTDIVPKNSDRWIYGYPEVYFGSKPWNSKVAGGLLK
LPKKVSDLSGFTLKFEYSLEHDPNLPINLAMETWLTTDQLATSGVKAGD
IEIMVWLYSSKLNPAGRKIDTVTVPMIVNGRLVNESFEVWKMEGMGSG
WTYFAFRLTTPLKSAEIGIDPTLFIKKVEGYIQTNVENLYMQDWEIGTEF
GNPTTTSALFNWTIRNLEVNEEALLPSSTSSPEQNQTSPSNTTNLIKPG
SLDVKVNSWGSATQYSCTLYLGAQYDWSVKVELKDGSEITSYWSADA
TEENGTVVFTPKSWNRGPTASFGFIASGDVPVESITLIVDGKVWDVWP
NEAQANTTSSNQTSTONATATNQTTNTTSTNTTSNSNQTSTDQTNTTN
TTSDTLKPGSLSVSINDWGTGGQFNINLDLGGQYEWVVKVKVESPTTI
GNYWSAQKSEENGWIIFTPTNWNKGPTASFGFIVNGPVTGVKQIILEVN
GELWDIWTPQ

543 AS ; 59,96 kDa ; pl: 4,23

4-5 U/mg auf 0,3 % CMC, 85 °C bis 96 °C

GH12E 01

MQETTVLEFPGTQGSTALIDMNGDGISDFIMEINPWNIQDAQGKQIMEY
DPNNNEIRFSSNLTDIVPKNSDRWIYGYPEVYFGSKPWNSKVAGGLLK

LPKKVSDLSGFTLKFEYSLEHDPNLPINLAMETWLTTDQLATSGVKAGD
IEIMVWLYSSKLNPAGRKIDTVTVPMIVNGRLVNESFEVWKMEGMGSG

WTYFAFRLTTPLKSAEIGIDPTLFIKKVEGYIQTNVENLYMQDWEIGTEF

GNPTTTSALFNWTIRNLEVNEEALLPSS

272 AS ; 30,6 kDa ; pl: 4,33

6-8 U/mg auf 0,2 % CMC, 80 °C
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