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1 I. Einleitung

I. Einleitung

Prokaryonten gehdéren zu den in der Natur am héufigsten vorkommenden
Organismen und zeigen hinsichtlich ihrer physiologischen, metabolischen und
genetischen Eigenschaften eine sehr grofle Vielfalt. Sie spielen eine zentrale Rolle in
allen funktionierenden Okosystemen. Trotzdem sind bis heute nur ca. 6.200 Arten
bekannt (Oren, 2004). Dies entspricht selbst nach vorsichtigen Schétzungen nicht
einmal 1 % der Bacteria und Archaea unserer Umwelt (Amann et al., 1995; Pace,
1997). Die Mehrheit der Mikroorganismen ist demnach mit den herkdmmlichen
Kultivierungsmethoden bisher nicht zu identifizieren. In den letzten Jahren wurde daher
mit der Metagenomik eine Methode entwickelt, die es moglich macht metabolische,
biochemische und biotechnologisch relevante Eigenschaften von Mikroorganismen
aufgrund ihres genetischen Potentials zu erfassen. Als Metagenom bezeichnet man die
Gesamtheit aller Genome der in einem Habitat vorkommenden Mikroorganismen
(Handelsman et al., 1998). Um ein Metagenom zu erschlieBen, wird die Gesamt-DNA
direkt aus der Umweltprobe isoliert, womit herkommliche Kultivierungsmethoden, wie
z. B. Anreicherungskulturen, umgangen werden. Somit wird es moglich das genetische
Potential der Mikroorganismen zu erfassen, die mit klassischen Methoden bisher nicht
kultiviert werden konnten. Die gereinigte Metagenom-DNA kann dann fiir
entsprechende Untersuchungen weiterverwendet werden.

Fiir phylogenetische Analysen werden in der Regel die 16S rRNA-Gene als
Marker verwendet, die in der kleinen Untereinheit der Ribosomen in allen
prokaryotischen Organismen vorkommen. Mit Hilfe universeller Primer konnen die 16S
rRNA-Gene direkt aus der Umwelt DNA amplifiziert werden. Zum einen fiihrte die
Klonierung der 16S rRNA-Gene zur Identifizierung zahlreicher bisher nicht
kultivierbarer Mikroorganismen (Pace et al, 1986) und zum anderen wurde die Analyse
der 16S rRNA Gene dazu genutzt, einen Einblick in die Diversitdt unterschiedlicher
Habitate zu erlangen, wobei auch neue Phyla innerhalb der Bacteria und Archea
identifiziert werden konnten (Hugenholtz et al., 1998, Chelius et al., 2001; Derakshani
et al.,, 2001). Mehr als die Hilfte der iiber 70.000 rRNA-Sequenzen aus den
Datenbanken stammen von bisher nicht kultivierbaren Mikroorganismen (Cole et al.,
2003). Auch mehr als ein Drittel der 40 - 50 Hauptabstammungslinien der Doméne der
Bacteria basieren nur auf der Identifizierung der 16S rRNA-Gene und die
entsprechenden Mikroorganismen konnten bisher nicht kultiviert werden (Harris et al.,

2004). Die Analyse der 16S rRNA-Gene gibt somit einen Einblick in die Diversitét der
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unterschiedlichen mikrobiellen Gemeinschaften und macht deutlich wie klein unser
bisheriges Wissen iiber die in der Natur vorkommenden Mikroorganismen ist.

Eine weitere hiufig angewandte Methode zur Analyse von Metagenomen ist das
Anlegen der metagenomischen DNA in Genbanken (Abb. 1). Die isolierte und
aufgereinigte Umwelt-DNA wird dazu fragmentiert und nach GroBenselektion in die
geeigneten Vektoren kloniert. Die Wahl der Vektoren ist abhéngig von der Insert-Grof3e
der klonierten DNA-Fragmente. Eine klassische Methode stellt hierbei die Erstellung
von Plasmid-Genbanken dar. Hierzu werden DNA-Fragmente, die kleiner als 10 kb
sind, in Standard-Vektoren kloniert und in E. coli als Wirt transformiert (Henne et al.,
1999). Diese Genbanken dienen z. B. der Sequenzierung einzelner Gene. Durch die

Sequenzierung von Plasmid-Genbanken konnten z. B die Genome aus einem

Umweltprobe

v

Metagenombanken

¥ N

Plasmide Cosmide/BACs
(3-30 kbp) (30-300 kbp)
v Screening v
Homologie Expression
(Sequenz-basierend) (Aktivitits-basierend)
ARTEC ; @
v \
Physiologische, phylogenetische und genomische
Diversitat

Abb. 1: Strategie der Metagenomik
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azidophilen Biofilm fast komplett rekonstruiert werden ohne die Organismen zu
kultivieren (Tyson et al., 2004). Auch Sequenzierungs-Projekte von Metagenomen, wie
beispielsweise die Sargasso See, fithrten zur Identifizierung zahlreicher neuartiger Gene
(Venter et al., 2004). Fiir die Identifizierung ganzer Gen-Kluster bzw. Operons durch
Aktivitétstests sind Plasmid-Banken jedoch eher ungeeignet. Zu diesem Zweck werden
Genbanken mit groBeren DNA-Fragmenten, wie z. B. Cosmid-Banken, mit Insert-
Grofen zwischen 20 und 35 kb (Entcheva et al., 2001) oder BAC (Bacterial Artificial
Chromosom)-Genbanken, mit Insert-GréBen bis zu 200 kb (Beja et al., 2000; Rondon et
al., 2000) angelegt. Durch die Verfiigbarkeit des Metagenoms in Form von klonierten
Genomfragmenten erschliet sich eine immense Ressource fiir neue Biokatalysatoren
und Wirkstoffe. Auf der Basis von Sequenzdhnlichkeit oder konservierter
Sequenzmotive kann beispielsweise eine solche Standort-Genbank  durch
Hybridisierung oder PCR-Amplifikation mit entsprechenden Sonden durchmustert
werden. Auf diesem Wege wurde es moglich neuartige Gene aus Metagenomen zu
isolieren, wie beispielsweise Dehalogenasen, die nur geringe Ahnlichkeit zu den
Dehalogenasen zeigten, die aus Anreicherungskulturen gewonnen werden konnten
(Marchesi und Weightman, 2003) oder auch Gene, die fiir neuartige Lipasen kodieren
(Bell et al., 2002). Ein ebenso groBes Interesse gilt der Durchmusterung der Genom-
Banken nach neuartigen Enzymen und Wirkstoffen durch Aktivitits-Screenings. Mit
dieser Methode konnten bisher eine Vielzahl funktioneller Gene identifiziert werden,
die fiir unterschiedliche Enzyme wie beispielsweise Chitinasen (Cottrell et al.; 1999),
Amylasen (Richardson et al., 2002; Rondon et al.; 2000), Agarasen (Voget et al., 2003),
Lipasen/Esterasen (Henne et al., 2000; Rondon et al., 2000; Rees et al.; 2003) oder auch
antibakterielle Wirkstoffe (Rondon et al., 2000; Gillespie et al., 2002) kodieren.

Bei der Durchmusterung von Cosmid-Genbanken in dieser Arbeit sollte der
Fokus auf Gene mit lipolytischen Aktivitdten gerichtet werden. Lipasen und Esterasen
stellen eine der wichtigsten Gruppen von Biokatalysatoren fiir die biotechnologische
Anwendung dar. Ein groBer Vorteil dieser Enzyme liegt darin, dass sie keine Co-
Faktoren bendtigen und in organischen Losungsmitteln sehr stabil und zumeist aktiv
sind. Sie zeigen eine hohe Regio- und Stereospezifitit und werden daher bei der
biokatalytischen Herstellung enantiomeren-reiner Substanzen eingesetzt (Jager, 1998,
1999, 2002). Hierzu zdhlen vor allem Pharmazeutika, aber auch Herbizide, Insektizide
und Duftstoffe fiir die Kosmetikindustrie. Bei der Synthese stereospezifischer
Zwischenstufen wihrend der Synthese des Schmerzmittels Ibuprofen beispielsweise

kommen Lipasen zum Einsatz. Bisher kultivierte Bakterien produzieren
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unterschiedliche Klassen von lipolytischen Enzymen, dazu gehdren Carboxylesterasen
(EC 3.1.1.1), die wasserlosliche kurzkettige Substrate bevorzugen, die ,,echten Lipasen
(EC 3.1.1.3) zeigen dagegen hohe Aktivitit gegeniiber wasserunloslichen, langkettigen
Triglyceriden. Zusammen gehoren sie in die Gruppe der Hydrolasen und katalysieren
sowohl die Spaltung als auch die Bildung von Esterbindungen. Viele der bisher
isolierten Enzyme zeigen ein weites Substratspektrum, dies ldsst die Vermutung zu,
dass sie bei der Verwertbarkeit von C-Quellen oder in anderen Stoffwechselwegen eine

wichtige Rolle spielen (Bornscheuer, 2002).

Biofilme als Modell-Metagenome

Biofilme stellen fiir die Untersuchung von physiologischen Zusammenhingen in
komplexen Konsortien sehr geeignete Habitate dar. Zum einen sind Biofilme im
Gegensatz zu anderen Habitaten relativ leicht zuginglich, und auch die Gewinnung von
reiner DNA aus Biofilmen ist zumeist unkomplizierter als die von anderen Standorten,
wie z.B. Bodenproben, wo Huminsduren die DNA-Aufreinigung oft storen konnen.
Zum anderen konnen Biofilme unter modifizierten Bedingungen im Labor
nachgeziichtet werden, wodurch man in der Lage ist Populationsstrukturen, zu
untersuchen und die Gen— bzw. Proteinexpression in mikrobiellen Konsortien zu

analysieren.

Trinkwasser Diesel/Wasser Papierfabrik

Abb. 2: Drei typische Biofilme, wie sie an unterschiedlichen Standorten vorkommen.

An allen Grenzflachen in der Natur und technischen Systemen, die ausreichend

Wasser enthalten, kommt es zur Anheftung von Mikroorganismen und zur Bildung von
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Biofilmen. Heute weil man, dass die Mehrheit der Mikroorganismen in Form von
Biofilmen in den meisten natiirlichen (Costerton et al.; 1987) und pathogenen
(Costerton et al., 1999) Okosystemen vorkommt. Sie stellen zum Teil sehr diverse
mikrobielle Lebensgemeinschaften dar und sind entscheidend an wichtigen
Stoffumwandlungen und Stoffkreisldufen beteiligt. Der Vorteil, der das Leben in
Biofilmen fiir die Mikroorganismen mit sich bringt, ist die bessere Versorgung
metabolisierbarer Substanzen an Oberflichen durch die stindige Adsorption und die
damit verbundene Konzentration der Molekiile (Antenneneffekt) (Szewzyk et al., 2000).
Auch die relativ enge rdumliche Anordnung der unterschiedlichen Organismen in einem
Biofilm kann gerade bei dem Abbau schwer zugénglicher organischer Molekiile einen
Vorteil darstellen (Costerton et al., 1995). Auch aus extrem oligothrophen Okosystemen
wie dem Trinkwasser sind Biofilme seit langem bekannt. Die Untersuchungen dieser
Biofilme zielten dabei meist jedoch nicht darauf ab, die gesamte Mikroflora der
Trinkwassersysteme zu erfassen (Block et al., 1992), sondern konzentrierten sich auf die
hygienisch relevanten Arten. Der in dieser Arbeit untersuchte Biofilm wuchs auf
EPDM (Ethylen-Propylen-Dien-Monomer) beschichteten = Absperrschiebern in
Trinkwasserverteilungssystemen (Abb. 2) (Kilb et al., 2003).

Intention dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Metagenom eines Trinkwasser-Biofilms
molekularbiologisch analysiert werden, um einen Uberblick iiber die phylogenetische
sowie metabolische Vielfalt komplexer Konsortien zu erhalten und auf diesem Weg
neuartige, biotechnologisch interessante Biokatalysatoren zu identifizieren. Zu diesem
Zweck wurden drei unterschiedliche Strategien verfolgt. (I) Eine phylogenetische
Analysen des Konsortiums erfolgte iiber Sequenzanalyse der 16S rRNA-Gene. (II)
Zusétzlich wurde die Biofilm-DNA in Plasmid- bzw. Cosmid-Banken kloniert. Diese
Metagenombanken wurde mittels Sequenzéhnlichkeit und auf Enzymaktivitit
basierender Verfahren nach neuartigen lipolytischen Enzymen durchmustert. (III)
Beispielhaft sollte eine der identifizierten Metagenomesterase biochemisch

charakterisiert und zur Kristallisierung vorbereitet werden.
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I1. Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme und Plasmide
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstimme sind in

Tab. 1, die verwendeten Plasmide in Tab. 2a und die in dieser Arbeit konstruierten

Plasmide in Tab. 2b aufgefiihrt.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstimme

Bakterienstamm Eigenschaften Herkunft/Referenz
Escherichia coli XL1-blue thil, endAl, gyrA96 (Nal'), supE 44, Bullock et al., 1987
recAl, hsdR17, X, lac, rpsL(Sm"),
[F'traD36, proAB, lacl?,

lacZAM15,Tn10(Tc")]
Escherichia coli BL21 (DE3) F~, ompT, hsdS g (r 3 m g ) gal, Novagen
dcm, ADE3
Escherichia coli VCS257 DP50 Derivat: tond53 dapD8 Sambrook et al., 1989
lacYlginV44(supE44) (gal-uvrB)47
tyrT58 (supF58) gyrd29 (thyAS57)
hsdS3(rk-mk-) mcrA
Escherichia. coli BHB 2688 (N205 recA [Aimm434 clts b2 red Hohn, 1979

Eam Sam/A])
Escherichia coli BHB 2690 (N205 recA [Aimm434 clts b2 red Hohn, 1979
Dam
Tab. 2a: Verwendete Plasmide
Plasmid Eigenschaften Herkunft/Referenz
pBlueskript SK(+) Amp', lacP OZ’ Stratagene, San Diego, Cal., USA
pET24c Amp', Expressionsvektor Stratagene, San Diego, Cal., USA
pTZ19 lacZ, Cm' MBI, Fermentas
pWEI15 Apr, Neor, A-cos Stratagene (Heidelberg)
pDrive pUC ori, PilacZ’, Kan', Amp’ Qiagen (Hilden)
pCR®4-TOPO® pUC ori, Py, lacZ-ccdB, Kan', Invitrogen (Karlsruhe)

r

Amp
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Tab. 2b: In dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Konstrukt Vektor Merkmal

pCosCS2-A3 pWEIS 17,571 kb Fragment mit potentiellen lipolytischen Genen
aus Trinkwasser-Biofilmen (komplett sequenziert)

pCosCS5-ES pWEIS 23 kb Fragment mit potentiellen lipolytischen Genen aus
Trinkwasser-Biofilmen

pCosCS1-C5 pWEIS5 29 kb Fragment mit potentiellen lipolytischen Genen aus
Trinkwasser-Biofilmen

pCosCS7-G4 pWEIS 25,3 kb Fragment mit potentiellen lipolytischen Genen aus
Trinkwasser-Biofilmen

pCosCS3-B1 pWEIS5 27,5 kb Fragment mit potentiellen lipolytischen Genen aus
Trinkwasser-Biofilmen

pCosCS3-B8 pWEIS5 26,7 kb Fragment mit potentiellen lipolytischen Genen aus
Trinkwasser-Biofilmen

pCS-A3 pTZ19 Subklon von pCosCS2-A3, EcoRI-Fragment mit
potentiellem lipolytischen Genen

pCS-C5 pTZ19 Subklon von pCosCS1-C5, EcoRI-Fragment mit
potentiellem lipolytischen Genen

pCS-E5 pTZ19 Subklon von pCosCS5-ES, EcoRI-Fragment mit
potentiellem lipolytischen Genen

pCS-EstA3 pET24c estA3 (lipolytischer ORF; 1.191 bp) aus pDrive::EstA3,
BamH1/HindlIll kloniert

pDrive::EstA3 pDrive estA3 (lipolytischer ORF; 1.191 bp) aus pCS2-A3, PCR-

Produkt BamHI1/HindlIlI kloniert

pCS-EstA3-Mut pET24c estA3 (lipolytischer ORF; 1.191 bp) aus pDrive::EstA3,
BamHI/Hindlll kloniert, Aminosduresaustausch an Position
61 (Ser — Ala)

2.2 Nihrmedien
Die angegebenen Mengen beziehen sich auf ein Endvolumen von 1 Liter in

demineralisiertem Wasser. Zur Herstellung von Festmedien wurde jeweils 1,5 % (w/v)
Agar hinzugegeben.
Alle Losungen und Medien wurden, sofern nicht anders angegeben, autoklaviert.

Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.
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2.2.1 LB-Medium (Luria-Bertani-Medium; Sambrook et al.., 1989)

Trypton: 10g
Hefe-Extrakt: S5¢g
NacCl: 5¢

2.2.2 TB-Medium

Trypton: 12¢g
Hefe-Extrakt: 24 ¢
Glycerin: 4 ml
HyOgest. ad 900 ml

Nach dem Autoklavieren:

Zugabe von 100 ml Phosphat-Puffer (1x), ebenfalls steril

KH,PO,4 0,17M 231 ¢g
K,HPO, 0,72 M 12,54 g
HZOdest. ad 100 ml

2.2.3 Qualitative Bestimmung der lipolytischen Aktivitéit

Fiir das Durchsuchen der Cosmid- bzw. Plasmid-Banken nach Enzymen mit
lipolytischer Aktivitit wurde LB-Medium (2.2.1) mit 1 % Tributyrin versetzt. Das
Tributyrin (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen) wurde mit Hilfe eines Ultra-Tuurax

Homogenisators (Fa. Janke & Kunkel KG, Staufen) in ca. 60 °C warmes Medium

emulgiert.

Trypton: 10g
Hefeextrakt: 5¢g
NaCl: S5¢g

Tributyrin (99 %, v/v) 10 ml
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2.2.4 Antibiotika und sonstige Medienzusitze

Von den Medienzusitzen (Tab. 3) wurden Stammldsungen angesetzt,
sterilfiltriert und bei —20°C gelagert. Die Zugabe der Antibiotika und anderer
hitzelabiler Medienbestandteile erfolgte nach Autoklavieren und Abkiihlung der Medien
auf ca. 55°C.

Tab. 3 Konzentrationen der verwendeten Antibiotika und anderer Medienzusiitze

Medienzusatz Losungsmittel Stammldsung Arbeitskonzentration
(mg/ml) (ng/ml)
Ampicillin H>04est. 100 100
Kanamycin H50dest. 20 20
Tetracyclin Ethanol 10 10
Chloramphenicol Ethanol 34 25
IPTG H204est. 24 0,1-1mM
X-Gal Dimethylformamid 20 0,002 % ig (v/v)

2.3 Wachstumsbedingungen und Stammhaltung

2.3.1 Zellanzucht

E. coli-Stdimme wurden tiber Nacht in LB-Fliissigmedium in Reagenzglédsern (5
ml) oder Erlenmeyerkolben (30 ml bis 2 1 Kulturen) angezogen. Plasmidhaltige Stimme
wurden durch Zugabe des entsprechenden Antibiotikums unter Selektivdruck gehalten.
Hauptkulturen wurden 1-3 % (v/v) mit einer iiber Nacht gewachsenen Vorkultur
angeimpft. Bei der Verwendung von Uberexpressionsstimmen wurde die Expression
der Proteine mit IPTG bei einer ODs9s von 0,3 bis 0,6 induziert. Die Inkubation von E.
coli-Kulturen erfolgte bei 30 °C bzw. 37 °C auf einem Schiittler.

2.3.2 Stammkulturen

E. coli konnte bis zu vier Wochen auf festem Komplexmedium mit dem
entsprechenden Antibiotikum bei 4 °C gelagert werden. Fiir eine ldngere Lagerung
wurden Glycerinkulturen angelegt. Frische Ubernachtkulturen wurden mit sterilem

Glycerin im Verhiltnis 1:1 gemischt und bei —70 °C eingefroren.
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2.3.3 Messung der optischen Dichte

Die optische Dichte wurde in Einmalkiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm
bei einer Wellenldnge von 595 nm gegen unbeimpftes Medium photometrisch bestimmt
(Pharmacia Biotec; Ultraspec 3000). Um MeBungenauigkeiten zu vermeiden, wurden
die Proben mit unbeimpftem Medium entsprechend verdiinnt sobald eine Extinktion

von 0,3 tiberschritten wurde.

2.4 Standardtechniken fiir das Arbeiten mit Nukleinsiuren

2.4.1 Behandlung von Geriten und Losungen fiir das Arbeiten mit Nukleinsduren

Thermostabile Losungen, Glaswaren und andere Gerdte wurden zur
Inaktivierung von Nukleasen fiir 30 min bei 121 °C autoklaviert. Hitzelabile Losungen
wurden sterilfiltriert. Nicht autoklavierbare Materialien wurden mit 70 °C (v/v) Ethanol

gespiilt oder abgeflammt.

2.4.2 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsduren

2.4.2.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Extraktion von Proteinen wurden die DNA-Losungen im Verhéltnis 1:1 mit
einem Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch (25:24:1 (v/v/v)) versetzt und
griindlich durchmischt. Zur Phasentrennung wurden die Ansétze 20 min bei 13000 Upm
und 4 °C zentrifugiert und die wassrige DNA-haltige Oberphase vorsichtig abgehoben.
Zur Entfernung von Phenolresten wurde noch eine 1:1 Extraktion mit
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1 (v/v)) durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine
Féllung der DNA mit Ethanol.

2.4.2.2 Féllung von DNA mit Ethanol oder Isopropanol

Zum Fillen von DNA wurde die DNA-Losung mit 0,3 Volumen einer 7,5 M
Ammoniumacetatlosung und 0,7 Volumen Isopropanol oder 2,5 Volumen eiskaltem
unvergilltem Ethanol (96 % (v/v) versetzt. Nach Durchmischung (bei Ethanol-Fillung
Lagerung bei —20 °C fiir 0,5-12 h) konnte die DNA durch Zentrifugation (13.000 Upm,
4 °C, 15-30 min) gefdllt werden. Das Pellet wurde zweimal mit unvergélltem 70 %igen

Ethanol gewaschen und dann in der Vakuumzentrifuge (Speed Vac®Plus SC110A
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Savant) fiir 5-10 min getrocknet. Die DNA wurde nun im gewlinschten Volumen H,O

oder TE-Puffer resuspendiert.

TE-Puffer

Tris-Cl: 10 mM
EDTA: I mM
pH 7.4

2.4.2.3 Dialyse von Gesamt-DNA

Aus Umweltproben isolierte DNA (s. 2.4.4) enthélt oftmals zu hohe
Salzkonzentrationen, die bei weiteren Anwendungen storen konnten. Sie muf3 daher
zunéchst einer Dialyse unterzogen werden. Dazu wurden Dialyseschlauch-Stiicke in
TE-Puffer (s. 2.4.2.1) autoklaviert. AnschlieBend konnte die DNA-Losung in die
Schlauch-Stiicke eingefiillt werden, die an beiden Enden mir Dialyseschlauch-
Klammern verschlossen wurden. Die Dialyse der DNA erfolgte bei 4 °C fiir 24 h gegen
TE-Puffer, der nach etwas 4-5 h ausgewechselt wurde. Anschlieend erfolgte die
Féllung der DNA mit Ethanol (s. 2.4.2.1).

2.4.2.4 Konzentrationsbestimmung von DNA
Zur Ermittlung der Konzentration wurde die OD;g4) einer DNA-Ldsung in einer
Quarzkiivette gemessen. Bei dieser Wellenldnge entspricht eine ODyg9 von 1 einer

DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Die Reinheit konnte durch die Bildung der

Quotienten von Absorptionswerten bei verschiedenen Wellenldngen ermittelt werden.
Fiir reine DNA-Lo6sungen gelten folgende Richtwerte: ODygg : ODjgo = 1,8 (Sambrook

et al., 1989), niedrigere Werte weisen auf Verunreinigungen mit Proteinen hin.
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2.4.3 Methoden zur Charakterisierung von DNA-Fragmenten

2.4.3.1 Agarosegelelektrophorese und Ethidiumbromid-Farbung von DNA

Eine der am haufigsten angewandten Methoden zur Charakterisierung von DNA
ist die Agarosegelelektrophorese. Mit Hilfe dieser Technik konnen DNA-Molekiile im
Gel aufgetrennt werden. Dabei hingt die Laufgeschwindigkeit eines DNA-Fragmentes
von mehreren Faktoren ab, wie z.B. der Grofle des DNA-Molekiiles, der Grofle der
Gelporen, bestimmt durch die Agarosekonzentration, der angelegten Spannung und den
Salzkonzentrationen des Puffers. Es wurden 0,8 %ige Gele fiir die Analyse von
Restriktionsspaltungen und 1 %ige oder 1,2 %ige Gele zur Auftrennung von PCR-
Produkten in 1 x TAE-Puffer, der auch als Laufpuffer verwendet wurde, gegossen. Vor
Beladen der Geltaschen wurde die DNA mit Ladepuffer im Verhiltnis 10:1 vermischt,
was zum einen der Beschwerung und zum anderen durch den enthaltenen Farbstoff
Bromphenolblau der Markierung der Lauffront bei ca. 500 bp diente. Die Auftrennung
erfolgte im Minigel (Hoefer® HE33 Mini Horizontal Submarine Unit) bei einer
Spannung von 60-100 V und einer Laufzeit von 45-90 min. Nach Beendigung der
Gelelektrophorese erfolgte die Fiarbung der DNA durch Uberfiihrung des Gels in ein
Ethidiumbromidbad fiir ca. 10 min und anschlieBender Entfarbung im Wasserbad fiir
ebenfalls 10 min. Mit Hilfe der Gel-Dokumentationsanlage (BioRad® GelDoc 1000)
wurde die DNA bei UV-Licht durch das eingelagerte Ethidiumbromid sichtbar gemacht,
fotografisch dokumentiert und eventuell bearbeitet (,,Multi-Analyst-V.1.1.1.%-
Dokumentationsprogramm). Mittels eines Thermodruckers (Mitsubishi Video Copy

Prozessor P66DE) konnten diese Bilder ausgedruckt werden.

50 x TAE-Puffer:

Tris: 242 ¢
Eisessig: 57,1 ml
Na, EDTA x 2 H,O: 372 ¢
H,O: ad11

pH 8.5:
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10 x DNA-Ladepuffer:

Ficoll 400: 20g
Bromphenolblau: 0,25 ¢g
SDS: lg

EDTA: 0,1 M, pH 8
H,O0: ad 100 ml

Ethidiumbromid-Farbebad:

2 Tropfen einer 2 mg/ml Ethidiumbromidlésung wurden mit 500 ml H,O vermischt.

2.4.3.2 Fragmentldngenbestimmung von DNA

Zur Ermittlung der Lénge von gelelektrophoretisch aufgetrennten DNA-
Molekiilen diente ein Léingenmarker mit bekannten Fragmentgrofen. Dieser
Langenstandard wurde parallel zur analysierenden DNA im Agarosegel mit aufgetrennt.

Es wurde der GeneRuler 1 kb DNA-Ladder der Firma MBI, Wilna, Litauen benutzt.

Tab. 4: Fragmentgrofien des verwendeten Markers 1 kb-Leiter (GeneRuler™ von MBI)

Langenstandard FragmentgrofBen bp

Marker (Firma MBI) 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500,
3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500,
250

2.4.4 Isolierung von DNA

2.4.4.1 Isolierung von Gesamt-DNA aus einem Trinkwasser-Biofilm

Der Biofilm, der nach der Ernte mit 30 %igem Glycerin {liberschichtet wurde,
wurde zundchst fiir 5 min bei 4 °C und 13000 Upm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
100 ul 1M NaCl-Losung resuspendiert und 1 h auf Eis inkubiert. Nach erneutem
Abzentrifugieren (20 min bei 13.000 Upm und 4 °C) wurde das Pellet in 500 pl TE-
Saccharose-Losung (20 %, w/v) aufgenommen und die Zellen in 400 pl DEP mit 100 pul
SDS (1 %) fiir 2-4 h bei 37 °C lysiert. AnschlieBend wurden der DNA-Extrakt mit 100
ul Sarkosyl-Proteinase K-Losung versetzt und ii. N. bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe
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von 300 pl eines Phenol/Chloroform Gemisches (Verhéltnis 1:1) wurde der Ansatz
griindlich durchmischt und anschlieBend fiir 20 min auf Eis inkubiert. Die Probe wurde
fiir 20 min bei 13.000 Upm und 4 °C abzentrifugiert und die wéssrige Phase vorsichtig
in ein neues E-Cup iiberfiihrt. Dieser Vorgang wurde mit dem Phenol/Chloroform-
Gemisch und abschlieBend mit reinem Chloroform wiederholt. Der Uberstand wurde ii.

N. in einem Dialyseschlauch gegen 1 x TE-Puffer dialysiert (s. 2.4.2.3).

DNA-Extraktionspuffer (DEP):

Tris 100 mM

Na,-EDTA 100 mM

Na,-HPO, 100 mM

NaCl I,5M

CTAB 1 %

pH 8

TE-Saccharose-Puffer: 20 % Saccharose in TE-Puffer
Sarkosyl-Proteinase K-Losung: 25 pl einer 25 %igen Proteinase K-Losung

(w/v) wurden auf 1 ml 5 %ige Sarkosyl-Losung

gegeben

2.4.4.2 Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse

Diese Methode wurde eingesetzt, um eine grole Anzahl von
Klonen/Transformanten auf das Vorhandensein positiver rekombinanter Plasmide zu
iberpriift. Der Vorteil dieser Methode liegt bei den im Vergleich zu den Kits geringen
Kosten. Die Bakterien werden durch SDS in Gegenwart von NaOH in der Kélte lysiert,
hierbei herrschen denaturierende Bedingungen fiir RNA, DNA und Proteine. Durch
anschlieBende Neutralisation erfolgt Koprézipitation von SDS, chromosomaler DNA
und Protein. Die Plasmid-DNA kann renaturieren und verbleibt in Losung, sie kann
daraus durch Ethanol-Fillung gewonnen werden. Die isolierte Plasmid-DNA kann dann

zur Restriktionsanalyse oder als template fiir die PCR verwendet werden.
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Durchfiihrung:
1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 1 min im EppendorfgefiB bei 13.000 Upm

abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 pl Puffer P1 resuspendiert. Anschliefend
erfolgte die alkalische Lyse der Zellen durch Zugabe von 200 ul Puffer P2, dreimaliges
Invertieren des EppendorfgefaBes und 5 min Inkubation auf Eis. Durch Zugabe von 200
ul Puffer P3 erfolgte die Féallung der Proteine (2-3 sec vortexen; bei groBeren Plasmiden
Eppendorfgefa3 vorsichtig dreimal invertieren) und 5 min auf Eis inkubieren. Nach 5
miniitigem Zentrifugieren bei 13.000 Upm wurde der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefd3 iberfiihrt. Bei Bedarf an sehr reiner Plasmid-DNA wurde eine
Phenol/Chloroform Extraktion zur Verminderung von Proteinkontaminationen
durchgefiihrt; dazu wurde jeder Ansatz mit 200 pl eines Phenol/Chloroform-Gemisches
versetzt, gevortext und nach 5 min Zentrifugieren der Uberstand in ein neues Gefil
tiberfiihrt. Durch Zugabe von 1 ml Isopropanol und 5 miniitiger Inkubation auf Eis
wurde die DNA gefillt und nach 20 miniitigem Zentrifugieren bei 13.000 Upm zweimal
mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde bei 37 °C getrocknet und in

50-100 pl TE-Puffer oder HyOgest, resuspendiert.

Puffer P1 (Resuspensionslosung):

Tris-HCI: 50 mM
EDTA: 10 mM
pH 8

RNA konnte durch Zusatz von RNaseA (1 mg/ml) zu Puffer 1 entfernt werden.

Puffer P2 (Lysepuffer):
NaOH: 02M
SDS: 1 % (W/v)

Puffer P3 (Neutralisierungslosung):

Eisessig: 29,5 ml
KOH-Plétzchen: ad pH 4,8
HZOdest.: ad 100 ml
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2.4.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA mit Hilfe des ,,QIAprep Spin Miniprep*

Das Plasmidisolierungskit von Qiagen (Hilden) ermoéglichte die Priparation
kleinerer Mengen hochreiner DNA. Dabei wurden bis zu 25 pug Plasmid-DNA (bei
hoher Kopienzahl) aus 3-5 ml E. coli-Kulturen gewonnen. Das Prinzip beruht ebenfalls
auf alkalischer Lyse der Zellen mit nachfolgender Adsorption an eine Silicagelmatrix in
Gegenwart hoher Salzkonzentrationen. Die in HyOpigest. €luierte DNA war fiir die PCR

und Sequenzierungen verwendbar.

2.4.4.4 Isolierung von Plasmid-DNA mit Hilfe des ,,QIAprep Spin Midiprep*

Das Plasmidisolierungskit der Firma Qiagen (Hilden) ermdoglicht die
Aufreinigung groflere Plasmidmengen. Abhingig von der Kopienzahl wurde eine 25-
500 ml Kultur UN bei 37 °C inkubiert. Nach der Zellernte wurde das Pellet in einem
vom Hersteller vorgeschriebenen Volumen P1-Puffer geldst. Nach der Zugabe der
gleichen Menge P2-Puffer durfte der Ansatz nicht langer als 5 min bei RT inkubiert
werden. AnschlieBend wurde P3-Puffer hinzugegeben und das Gemisch fiir 30 min auf
Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (4 °C, 30 min, 13.000 Upm) wurde der Uberstand
abgenommen und zur vollstindigen Entfernung der Proteine erneut fiir 15 min
zentrifugiert. Es folgte eine Reinigung {ber eine Qiagen Tip 100-Séule
(Anionenaustauschchromatographie). Der Uberstand aus der letzten Zentrifugation
wurde auf die mit Niedrigsalzpuffer (QBT) &quilibrierte Séule aufgetragen und nach
einem Waschschritt (QC-Puffer) mit salzhaltigem Tris-Puffer (QF) unter schwach
alkalischen Bedingungen eluiert. Die DNA wurde mit 0,7 Vol. Isopropanol gefillt,
gewaschen (70 % w/v Ethanol), getrocknet und in TE-Puffer oder H;Opigest.

aufgenommen.

2.4.4.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach PCR oder Restriktionsverdau und Uberpriifung der Ergebnisse auf einem
Agarosegel konnten DNA-Fragmente, die fiir eine Ligation bendtigt wurden, unter
Verwendung des ,,QiaQuick Gel Extraktion Kits* (Qiagen, Hilden) aus dem Gel eluiert

werden.
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2.4.5 Enzymatische Modifikationen von DNA

2.4.5.1 DNA-Verdau durch Restriktionsendonukleasen

Diese Methode beruht auf der hohen Spezifitit der aus verschiedenen
Prokaryonten isolierten Restriktionsendonukleasen (Typll) zu ihrer (meist)
palindromischen Erkennungssequenz in einem DNA-Doppelstrang. An definierter
Stelle hydrolysieren die Enzyme nach Bindung an diese Sequenz die
Phosphodiesterbindung zwischen je zwei Basen in beiden Stringen, wobei
iiberhdngende oder glatte Enden entstehen konnen. Es wurden iiberwiegend
Restriktionsenzyme und die mitgelieferten 10fachen Inkubationspuffer der Firmen
Boeringer”, Pharmacia®, USB® und MBI® verwendet. In der Regel wurden

Spaltungsansdtze mit einem Gesamtvolumen von 20 pl verwendet.

DNA in TE-Puffer oder H,O:

10 x Spaltungspuffer: 2 ul
Restriktionsenzym: 0,5ul 1-5 U/ug DNA
H,O: ad. 20 ul

Die Inkubation erfolgte 2-3 h oder auch iiber Nacht bei der fiir das Restriktionsenzym
optimalen Temperatur, meist 37°C. Zur Inaktivierung der Restriktionsenzyme wurden

die Anséitze 10 min bei 75 °C inkubiert oder mit Chloroform extrahiert.

2.4.5.2 Partieller Verdau von Gesamt-DNA

Der partielle Verdau von Gesamt-DNA aus Umweltproben wurde in einer
Verdiinnungsreihe durch das Enzym Bspl431 (ein Isoschizomer von Sau3Al)
durchgefiihrt. Es wurden 10 U Enzym 8-10 fach verdiinnt. Die eingesetzte DNA-Menge
sollte nicht mehr als 250 ng DNA betragen. Nach 20 min Inkubation bei 37 °C wurde
der Verdau gestoppt und auf einem 0,8 %igem Agarosegel tiberpriift.

2.4.5.3 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Zur Vermeidung von Selbstligationen konnten die 5°-Phosphatgruppen von
restriktionsverdauter Vektor-DNA  enzymatisch durch alkalische Phosphatase
abgespalten werden. Nach der Restriktion wurden zu 20 pl eines Restriktionsansatzes 1

ul ,,Shrimps* alkalische Phosphatase (Boehringer Mannheim GmbH) pipettiert und 20
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min bei 37 °C inkubiert. Ein spezieller Puffer war fiir diese Reaktion nicht ndtig. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl Chloroform und anschlieBender Extraktion
oder durch Erhitzen fiir 10 min auf 75 °C gestoppt. Nach einer Ethanolfdllung konnte

die DNA zur Ligation eingesetzt werden.

2.4.5.4 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiester-Bindungen
zwischen einem 5’-Phosphat- und einem 3’-OH-Ende in doppelstringiger DNA. Mit
Hilfe der T4-DNA-Ligase (Promega, Deutschland GmbH, Mannheim) wurden DNA-
Fragmente ligiert. Die Ligationen wurden in moglichst wenig Volumen durchgefiihrt,
mit einem UberschuB an Insert-DNA. Ligationen von DNA-Fragmenten mit kohésiven
Enden erfolgten bei 16 °C und solche mit stumpfen Enden (Zugabe von 0,1 Vol. 50
%igem (v/v) Polyethylenglykols (PEG) zur Erhohung der Viskositit) bei
Raumtemperatur, jeweils iiber Nacht. Die Ligationsansdtze konnten ohne weitere

Behandlung zur Transformation eingesetzt werden.

Ein 20 pl-Ansatz war folgendermaflen zusammengesetzt:

Vektor: 3-5ul
T4-Ligase-Puffer 10 x : 2 ul
T4-Ligase: 0,5 ul (=10)
Insert-DNA: 12,5-14,5 ul

2.4.6 Amplifikation von DNA durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in vitro-Amplifikation von DNA durch PCR wurde in einem Thermocycler
Primus (Fa. MWG Biotech, Ebersberg) durchgefiihrt. Fiir die PCR wurden die 7ag- und
die Pfu-Polymerase (Stratagen, Heidelberg) verwendet. Die Pfu-Polymerase zeichnet
sich durch eine 3’- 5> Korrekturlese-Aktivitit (proof reading Funktion) aus. Die
eingesetzten Startnukleotide (Primer) wurden bei MWG Biotech AG (Ebersberg) in
Auftrag gegeben. Eine optimale Amplifikation wurde gewéhrleistet, wenn beide Primer
den gleichen Schmelzpunkt hatten und in gleicher Konzentration vorlagen. Die

Berechnung des Schmelzpunktes (Ty,) erfolgte nach der Formel:
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Tm= 69,3 + 0,41 (% GC-Gehalt)-650/L

wobei % GC-Gehalt den prozentualn GC-Gehalt des Primers angibt und L die Lénge
das Primers (Chester und Marshak, 1993). Der Ansatz fiir die PCR wurde in 0,2 ml

ReaktionsgefdBen auf Eis aus folgenden Komponenten zusammengesetzt:

PCR-Ansatz Matrizen-DNA 0,5-1,0 pg
je Primer 20-100 pmol
dNTP-Losung (10 mM) 2 ul
10 x Puffer fiir Polymerase 10 pul
Polymerase 12U
DMSO 10 pl
H:Obigest ad 100 pl

Die Reaktion erfolgte in 30 — 35 Zyklen nach folgendem Reaktionsschema:

95 °C 10 min
ZyKlus: 95 °C 1 min

Tm-5bis 10 °C 45 sek

72 °C 1 min/1000bp

72 °C 10 min

nach Beendigung Kiihlung auf 4 °C

Die DNA wurde zunédchst 10 min vollstindig denaturiert. Anschliefend begann der
Zyklus mit den Schritten Denaturierung, Anlagerung und Synthese. Der Wert fiir die
Anlagerungstemperatur ergab sich aus der Schmelztemperatur (T,,) des Primers mit
dem niedrigsten Wert abziiglich 5 bis 10 °C. Die Syntheserate der neuen DNA Stinge
betrug bei der Pfu-Polymerase etwa 1.000 bp/min fiir die 7ag-Polymerase etwa 2.500
bp/min. Nach Beendigung des letzten Zyklus wurde ein weiterer 10 miniitiger
Polymerisationsschritt angeschlossen, um der verwendeten DNA-Polymerase zu
ermdglichen, alle synthetisierten DNA-Strdnge zu vervollstindigen. Die Reinigung des
PCR-Amplifikats von Primern, Polymerase, ANTP’s und evtl. Nebenprodukten erfolgte
anschlieBend mit dem ,QiaQuick PCR Purifikation Kit’ (Qiagen, Hilden) nach den
Angaben des Herstellers.
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2.4.7 Ligation von PCR Produkten in das TOPO®-TA Vektor-System (Invitrogen)

Mit dem TOPO TA Cloning Kit ist es mdglich, ein mit der Tag-Polymerase
amplifiziertes PCR Produkt in einem Schritt in den TOPO® TA Plasmid-Vektor zu
ligieren. Der lineare Vektor trigt 3’-Deoxythimidine-Uberhiinge, die es mdglich
machen, ein PCR-Produkt mit Deoxyadenosine-Uberhiingen am 3’-Ende zu ligieren.
Hierfiir ist eine Topoisomerasel des Vaccinia Virus kovalent an den Vektor gebunden.
Diese Topoisomerase bindet an doppelstrangige DNA und spaltet das Phosphodiester-
Riickgrat hinter dem 5’CCCTT-Ende des Vektors (Shuman, 1991) Durch die
freigewordene Energie des abgespaltenen Phosphodiesters findet eine kovalente
Bindung zwischen dem 3’-Phosphatende des gespaltenen Stranges und dem Tyrosyl-

Rest (Tyr-274) der Topoisomerase I statt.

Topoicomorasco

TopoisHmerase

Abb. 3: Schematische Darstellung des Funktionsmechanismus des
TOPO® TA Clonig Kits (Invitrogen).

Der Phospho-Tyrosyl-Test kann anschlieBend von der 5’-Hydroxylgruppe des Orginal
Stranges angegriffen werden, was die Reaktion riickgingig macht und die
Topoisomerase freisetzt (Shuman, 1994). Diese Reaktion wird ausgenutzt, um PCR-
Produkte effizient zu klonieren (Abb. 3).

Um eine schnelle und effektive Klonierung amplifizierter 16S rRNA-Genen zu
ermdlichen, wurde dieses Kit verwendet und dabei nach den Angaben des Herstellers

vorgegangen.
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2.4.8 Ligation von PCR Produkten in den pDrive Klonierungs-Vektor (Qiagen, Hilden)

Der pDrive Klonierungs Vektor wird in einer linearen Form geliefert und enthalt
an jedem Ende einen U-Uberhang, der eine spezifische Bindung mit dem PCR-Produkt
moglich macht. Ebenfalls besitzt der Vektor einen T7 und einen SP6 Promotor an jeder
Seite der Klonierstelle, so dass eine in vitro Transkription des PCR-Produktes moglich
wird. Fiir die PCR wurde die Tag-Polymerase verwendet, da diese A-Uberhiinge an den
Enden des PCR-Produkts erzeugt, die fiir eine anschlieBende Ligation in den pDrive

Vektor bendtigt werden.

2.4.9 Ortsspezifische Mutagenese

Zur Einfiihrung von Punktmutationen und dem gezielten Austausch von
Aminosduren wurde der QuikChange® Site Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg)
verwendet. Zwei synthetischen Primern, die in der Mitte die gewlinschte Mutation
aufwiesen und jeweils komplementér zu den antiparallelen DNA-Stringen des Vektors
mit dem Ziel-Insert waren, wurden mit Hilfe der PfuTurbo-DNA-Polymerase
verlangert. Der Einbau dieser Primer erzeugte ein mutiertes Plasmid mit Strangbriichen.
Im Anschluf3 an die PCR wurde das parental DNA-template mittels Dpnl abgedaut. Die
Dpnl-Endonuklease ist spezifisch fiir (halb-)methylierte DNA und damit fiir DNA aus
fast allen E. coli-Stammen, so dass die neu synthetisierte DNA, die keine Methylierung
aufwies, selektioniert wurde. Die verbleibende mutierte zirkulire DNA wurde
anschlieend in E. coli XL1-Blue transformiert, in dem die Strangbriiche des mutierten

Plasmids repariert wurden.

2.4.10 Transposonmutagenese

Um funktionelle Gene zu identifizieren, wurde das EZ:: TN™ <KAN-2>
Transposon der Firma Epicentre (Madison, Wisconsin) verwendet. Das Transposon
inserierte zufdllig in die Ziel-DNA (in vitro). Mittels einer Kanamycinresitenz, die
durch das Transposon vermittelt wurde, konnte die mutagenisierte DNA selektioniert
werden. Die Mutagenese erfolgte nach Angaben des Herstellers. Das Transposon

enthielt ebenfalls Primerbindestellen fiir die Primer KAN-2 FP-1 Forward und KAN-2
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RP-1 Reverse (Tab. 5). Diese Primer ermdglichten eine bidirektionale Sequenzierung

des DNA-Abschnitts, in den das Transposon inseriert hatte.

Tab. 5: EZ::TN™ <KAN-2> Transposon Primer fiir eine bidirektionale Sequenzierung

Primer Sequenz Tm [°C]
KAN-2 FP-1 5'- ACCTACAACAAAGCTCTCATCAACC - 3' 73
Forward Primer

KAN-2 RP-1 5'- GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG - 3' 69

Reverse Primer

2.5 Transformationsverfahren

2.5.1 Hocheffiziente Transformation von E. coli

2.5.1.1 Herstellung von kompetenten Zellen mit Hilfe der CaCl, Methode

200 ml LB-Medium wurden 1 %ig (v/v) mit einer Ubernachtkultur angeimpft und
bis zu einer ODsos von ca. 0,4 angezogen. Nach 10 min Inkubation auf Eis erfolgte die
Pelletierung der Zellen bei 4 °C und 4.000 Upm fiir 7 min. Die Resuspension des Pellets
erfolgte in 10 ml eiskalter CaCl, -Losung und wurde anschlieend fiir 5 min bei 4 °C
und 4.000 Upm abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 2 ml eiskalter CaCl, -Losung
resuspendiert und in 200 pl Aliquots in vorgekiihlte Eppendorfgefafle portioniert. Die
Zellen konnten direkt fiir eine Transformation verwendet werden oder wurden sofort bei

—70 °C schockgefroren.

Calciumchloridlésung: pH 7

CaCl,: 60 mM
Glycerol: 15 % (v/v)
PIPES: 10 mM

2.5.1.2 Transformation von kompetenten Zellen

Eingefrorene kompetente Zellen (200ul) wurden 10 min auf Eis aufgetaut. Nach
Zugabe von 10-150 ng DNA und vorsichtigem Mischen erfolgte eine Adsorption der
DNA an die Zellen durch 30 miniitige Inkubation auf Eis. Durch einen Hitzeschock fiir
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90 sec bei 42 °C sollte die DNA in die Zellen aufgenommen werden. Anschlieend
wurden die Zellen fiir 3-5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 0,8 ml LB-Medium
wurden die Zellen zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz 45-60 min bei 37 °C
inkubiert. 100 ul des Transformationsansatzes wurden auf vorgewdrmte Agarplatten mit
entsprechendem Antibiotikazusatz zur Selektion plattiert und iiber Nacht bei 37 °C

inkubiert.

2.5.2 Elektroporation

Durch kurze elektrische Impulse wurde die Zellmembran fiir DNA passierbar
gemacht. Die Transformationseffizienz bei dieser Methode lag bei ca. 10°-10"
Transformanten pro pg eingesetzter DNA. Entscheidende Parameter sind die Starke des
elektrischen Feldes, die Dauer des Pulses und die Konzentration an DNA. Dabei muf3te
ein Kompromiss zwischen der Erhdhung der Transformationseffizienz und dem
Absinken der Lebensfdhigkeit der Zellen durch hoéhere Feldstirken und lédngere

Pulszeiten gefunden werden.

2.5.2.1 Herstellung ,.kompetenter Zellen* fiir die Elektroporation

Alle Losungen und GefiBle mufiten eisgekiihlt verwendet werden. Vornehmliche
Aufgabe der Zellpriparation war die Beseitigung von Salzen, um die lonenstirke der
Suspension zu verringern. Die Zellpellets sollten nur duferst vorsichtig resuspendiert
werden.

500 ml Medium wurden mit 2,5 ml Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer
ODs9s von 0,5-0,7 unter starkem Schiitteln bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen 10-15 min auf Eis gelagert. Die Ernte der Zellen erfolgte durch
Zentrifugation bei 5.000 Upm im GSA-Rotor fiir 20 min bei 4 °C. Das Pellet wurde in
der verbleibenden Fliissigkeit resuspendiert. Die Zellen wurden mit 500 ml sterilem
HOpigest. gewaschen und erneut bei 5.000 Upm im GSA-Rotor fiir 20 min bei 4 °C
abzentrifugiert. Das Pellets wurde in 40 ml 10 % Glycerin gut gemischt und abermals
abzentrifugiert (4.000 Upm, GSA-Rotor, 10 min, 4 °C). In ca. 1 Volumen 10 %igem
Glycerin wurden die Zellen resuspendiert und aliquotiert (60ul). Eine Lagerung erfolgte
bei -70 °C.
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2.5.2.2 Transformation mittels Elektroporation

In einer Elektroporationskiivette wurden 0,1-1 pg DNA mit 60 pl Zellsuspension
gemischt und auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgte bei 2.500 V, 25 pF und 200
Q. Die Entladungszeit sollte zwischen 3 und 5 msec liegen. Die Kontakte sollten
trocken sein. Nach der Elektroporation erfolgte die Zugabe von 1 ml LB-Medium und
sofortiges Umfiillen des Ansatzes in E-Cups. Die Zellen wurden fiir ca. 1 h bei 37 °C im
Schiittler inkubiert und anschlieBend 25 pl auf Selektionsmedium ausplattiert. Eine

Inkubation erfolgte bei 37 °C iiber Nacht.

2.5.3 Selektion rekombinanter E. coli Klone durch X-Gal-Test

Die verwendeten E. coli Klonierstimme DH5q und XL1-Blue wurden durch
eine Deletion im lacZ-Gen gekennzeichnet und konnten daher keine aktive [-
Galaktosidase mehr bilden. Durch Transformation mit Plasmiden wie pBlueskript SK+
oder pTZ19R, die iiber die a-Untereinheit der B-Galaktosidase verfiigen, in der sich
wiederum die Multiklonierungsstelle befindet, kommt es zur Bildung eines aktiven
Enzyms. Dies kann auf X-Gal und IPTG haltigen Platten sichtbar gemacht werden, auf
denen das lacZ-Gen durch IPTG induziert wird und die [-Galaktosidase das
Glukoseanalogon X-Gal spaltet, wonach durch Luftoxidation ein blauer Farbstoff
entsteht. Soll in die Multiklonierungsstelle des Plasmides ein Insert ligiert werden, kann
man den Erfolg der Insertion nach Transformation anhand der Kolonienfarbe sehen.
Plasmide mit einer Insertion in der Multiklonierungsstelle und damit im /acZ-Gen
konnen keine aktive [-Galaktosidase bilden und erscheinen weil (Blau/Weil3-

Selektion).

2.5.4 Screening auf lipolytische Aktivitit

Die rekombinanten E. coli-Klone der Cosmid-Bank des Trinkwasserbiofilms
wurden mit einem Tributyrin-Agar (s. 2.2.3) auf die lipolytische Aktivitit von
kurzkettigen Triglyceriden getestet. Der Agar enthielt neben LB-Medium das
emulgierte kurzkettige Triglycerid Tributyrin. Die zur Hydrolyse des Tributyrins

fahigen E. coli-Klone bildeten einen klaren Hof um die Kolonie. Fiir ein Screening
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wurden die DNA-Banken auf Test-Agarplatten mit Tributyrin (1 %) und dem
entsprechenden Antibiotikum ausgestempelt und bei 37 °C 2 bis 5 Tage inkubiert.

2.5.5 Transduktion

Um Genbanken mit relativ groBen Fragmenten (~30 kb) herzustellen, wurden
Cosmidvektoren verwendet. Diese konnten, falls sie dementsprechend groBe Inserts
trugen, in vitro in A-Phagen Kopfe verpackt und in dafiir geeignete E. coli- Stimme
transduziert werden.

In dieser Arbeit wurden sowohl Gigapack III Gold Packaging Extract
(Stratagene, Heidelberg) als auch ein Zwei-Komponenten-in vitro-Verpackungssystem
verwendet. Dieses Zwei-Komponenten System bestand aus den Lysaten der Stimme E.
coli BHB 2688 und E. coli BHB 2690, die nur gemeinsam die Verpackung der

Ligationsansitze ermoglichten (Sambrook et al., 1989).

2.5.5.1 Herstellung des ,,Freeze-Thaw* Lysates aus E. coli BHB 2688

Zunichst wurde ein Lysogenie-Test vorgenommen. Von einer auf LB-Platte (s.
2.2.1.) gewachsenen Einzelkolonie des Stammes E. coli BHB 2688 wurden Ausstriche
auf zwei LB-Platten gemacht. Eine davon wurde bei 30 °C und die andere bei 42 °C
inkubiert. Fiir weitere Arbeiten wurden solche Kolonien genommen, die ein Wachstum
nur bei 30 °C zeigten. Eine 10-ml Vorkultur in LB-Medium wurde mit einer
Einzelkolonie von der 30 °C- Platte angezogen und iiber Nacht inkubiert. Anschliefend
wurde eine 500-ml Hauptkultur mit 3 ml der Vorkultur beimpft und bei 30 °C unter
Schiitteln bis zu einer ODs7g von 0,3 inkubiert. Die Kultur wurde bei 45 °C fiir 15 min
in einem Schiittelwasserbad induziert und weiter bei 37 °C unter Schiitteln (160-220
Upm) inkubiert. Danach wurde 1 ml dieser Kultur in ein 2-ml E-Cup {iiberfiihrt und
einem Chloroform-Test durch die Zugabe von 1 Vol. Chloroform unterzogen. Die
Losung wurde innerhalb kurzer Zeit klar. Die Hauptkultur wurde auf Eis fiir 15 min
abgekiihlt und abzentrifugiert (4 °C, 10 min, 4.000 Upm, GSA-Rotor). Das gesamte
Pellet wurde in 0,8 ml frischer Saccharose-Losung resuspendiert und auf zwei gekiihlte
Schraubdeckel-E-Cups verteilt. Es folgte die Zugabe von je 30 ul frisch angesetzter
Lysozym-Losung. Nachdem die Proben durchmischt waren, wurden die E-Cups mit

gedffneten Deckel zum Schockgefrieren in fliissigen Stickstoff gehalten. Nach Auftauen
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der Lysate auf Eis (ca. 30 min) wurden je 100 pl frisch vorbereiteter M1-Puffer
zugegeben, gut gemischt und die Zelltrimmer durch Zentrifugation (2 °C, 1 h, 13.000
Upm) entfernt. Der Uberstand wurde auf Eis in vorgekiihlten E-Cups aliquotiert, in
fliissigen Stickstoff getaucht und bei -70 °C autbewahrt.

MI1-Puffer:

Tris-HCI (pH 7.,4) 6 mM
Spermidin 30 mM
Putrescin 30 mM
MgCl, 18 mM
ATP 15 mM
Mercaptoethanol 0,2 % (v/v)

Saccharose-Losung:
Tris-HCI (pH 7.,4) 50 mM

Saccharose 10 % (w/v)

Lysozym-Losung:

Tris-HCI (pH 7,4) 250 mM

Lysozym 10 mg/ml

2.5.5.2 Herstellung des Ultraschall-Lysates aus E. coli BHB 2690

Der Stamm E. coli BHB 2690 wurde bis zur Anzucht der 500 ml Hauptkultur
ebenso behandelt wie es fiir den Stamm E. coli BHB 2688 beschrieben wurde (s. oben).
Die Hauptkultur wurde bis zu einer ODs7g von 0,2 bei 30 °C inkubiert. Es folgte eine
Induktion fiir 15 min bei 45 °C im Wasserbad und eine Inkubation fiir 1,5 Std. bei 37
°C. Im Falle eines positiven Chloroform-Tests (s. 2.5.5.1) wurde die Kultur wie
beschrieben abgekiihlt und zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3 ml Ultraschall-Puffer
aufgenommen und auf zwei eiskalte 2 ml E-Cups verteilt. Es folgte die
Ultraschallbehandlung in einem NaCl-Eisbad. Die E-Cups wurden in die Ultraschall-
Anlage (UP 200s, Dr. Hielscher GmbH) eingespannt und die Zellsuspension jeweils 30
bis 40 mal fiir 5 sec mit einer Amplitude von 20 bis 25 Micron beschallt. Zwischen den
Beschallungen lagen jeweils 20 s Pause. AnschlieBend wurden die beiden Losungen

zentrifugiert (2 °C, 10 min, 7.000 Upm), um die Zelltriimmer zu entfernen. Es erfolgte
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die Zugabe von je 0,6 ml M1-Puffer (s 2.5.5.1). Die Proben wurden in eiskalte E-Cups
aliquotiert. Die Lysate wurden bei —70 °C aufbewahrt und waren fiir mehrere Monate

haltbar.

Ultraschall-Puffer:

Tris-HCI (pH 8,0) 20 mM
MgCl, 3 mM
Mercaptoethanol 10 mM
EDTA-Na, 1 mM

2.5.6 Verpackung

Zur in vitro-Verpackung von Ligationsansdtzen (oder Konstrukten) in
Cosmidvektoren wurden die bei —70 °C autbewahrten Lysate (s. 2.5.5.1 und 2.5.5.2)
oder ein Gigapack III Gold Packaging Extract (Stratagene, La Jolla, CA) auf Eis
aufgetaut (fiir ca. 5 min) und mit dem Ligationsansatz in vorgekiihlten E-Cups mit

ebenso vorgekiihlten Spitzen wie folgt luftblasefrei gemischt:

Ultraschall-Lysat 4 ul
,Freeze-Thaw*-Lysat 14 pl
Ligationsansatz 2 ul

Nach einer Inkubation fiir 2 h bei 22 °C wurden 500 pl SM-Puffer und 20 pl
Chloroform zugegeben. Es folgte eine Zentrifugation fiir 30 sec. So vorbereitete

Verpackungsmixe waren mehrere Tage bei 4 °C haltbar.

SM-Puffer:

NaCl 10 mM
MgSOq4 8 mM
Tris-HCI, pH7,5 50 mM
Gelatine 0,01 % (w/v)

2.5.7 Herstellung phagenkompetenter Zellen

Als Wirtstamm diente E. coli VCS 257. Von einer frisch ausgestrichenen LB-
Platte wurden die Zellen in 10 ml LB-Medium mit 0,2 % (w/v) Maltose und 10 mM
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MgSOy bis zu einer ODsgs von 1 angezogen. Die Kultur wurde auf Eis abgekiihlt und
abzentrifugiert (4 °C, 10 min, 2.000 Upm). Das Pellet wurde zur Hailfte des
urspriinglichen Volumens in 10 mM MgSO, aufgenommen. Die Suspension wurde

weiter bis zu einer ODs95 von 0,5 verdiinnt, um die Infektion durchzufiihren.

2.5.8 Titerbestimmung

Der Verpackungs-Mix wurde 1:5, 1:10 und 1:50 mit SM-Puffer (s.o0.) verdiinnt
und davon jeweils 25 pl mit 25 ul kompetenten Zellen (ODsos = 0,5) vermischt. Nach
einer Inkubation von 30 min bei 22 °C wurden je 200 ul LB-Medium hinzugegeben.
Die Proben wurden fiir eine weitere Stunde bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellsuspensionen auf LB-Agarplatten unter Selektionsdruck ausplattiert. Um die

Bank anzulegen, wurde die effektivste Verdiinnung verwendet.

2.6 Sequenzierung und Analyse der Sequenzen

Die Sequenzierungen der Plasmid- und Cosmid-DNA wurden, nach
Bereitstellung der hochreinen DNA (s. 2.4.4.3), vom Laboratorium fiir Genomanalyse
(Institut fiir Mikrobiologie und Genetik, Gottingen) durchgefiihrt. Die Sequenzierung
von rekombinanten Plasmiden und Cosmiden wurde an ABI PRISM337 Geriten
(Applied Biosystems, Weiterstadt) oder am MegaBACE 1000 System (Amersham
Bioscience, Molecular Dynamics) mit dem firmeninternen Verfahren durchgefiihrt.

Mit dem Programm Artemis, das im Internet angeboten wird, konnten die
offenen Leserahmen ermittelt werden, ebenfalls konnten mit diesem Programm
Proteinsequenzen abgeleitet werden. Die Auswertung der Sequenzdaten wurde mit dem

im Internet angebotenen Service von NCBI (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov)

durchgefiihrt. Die Analyse der 16S rDNA-Sequenzen und die Erstellung von
Stammbdumen  erfolgte mit Hilfe des Ribosomal Database Project

(http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp).
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2.7 Herstellung von Protein-Rohextrakten

2.7.1 ZellaufschluB3 mit der ..French pressure cell*

Diese Methode eignet sich, um grofere Zellkulturvolumina aufzuschlieBen,
wobei der Aufschlufl der Zellen in der ,,French pressure cell (American Instrument
Company, Silver Spring, USA) dadurch erfolgt, dass die Zellsuspension zundchst einem
Druck von 6,9 MPa ausgesetzt wird, der absinkt, wenn ein kleines Ventil gedéffnet wird
und die Zellen hindurchgepre3t werden. Der pl6tzliche Druckabfall bewirkt das Platzen
und somit die Lyse der Zellen. Das =zéhfliissige Lysat wird aufgefangen und
zentrifugiert, wobei Zelltrimmer sedimentieren und von dem cytoplasmatischen
Uberstand getrennt werden. Der Uberstand mit 15slichen, intrazelluldren Proteinen wird
als Rohextrakt bezeichnet.

Fiir die Herstellung von Proteinextrakten wurde E. coli iiber Nacht in 100 ml - 2 1
LB-Medium bei 37 °C auf einem Schiittler angezogen. Die Zellen wurden durch 10
miniitige Zentrifugation bei 10.000 Upm und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde
entfernt und das Pellet in 5-10 ml Tris-Puffer resuspendiert. Die Zellen konnten mit
Hilfe einer French-Presse in einer gekiihlten Druckzelle in zwei oder drei Durchgéngen
aufgeschlossen werden. Das Lysat wurde 30 min zentrifugiert (10.000 Upm und 4 °C)
und der Proteinextrakt bei -20 °C gelagert.

Tris-Puffer:

Tris-HCI: 50 mM
NacCl: 100 mM
MgSOy: 100 mM
pH 7.4

2.7.2 Zellaufschluf3 durch Ultraschall

Kleinere Kulturvolumina (bis 5 ml) wurden durch Ultraschallaufschlu3 unter
Verwendung einer Ultraschall-Sonde (Ultraschallprozessor UP 200S, 24 kHz, 200 W,
Fa. Dr. Hielscher GmbH, Teltow; Sonotrode S2, 2 mm) lysiert. Die Zellsuspension
wurde in einem E-Cup auf Eis 5 x 45 sec. beschallt (50 %ige Amplitude, Cycle 0,5),
wobei zwischen zwei Beschallungen jeweils eine Kiihl-Pause von 15 sec. eingelegt

wurde. Das Abzentrifugieren der Zelltrimmer erfolgte bei 13.000 Upm fiir 15 min. in
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einer Tischzentrifuge (Biofuge fresco, Kendro, Osterode). Der Uberstand wurde in ein

neues E-Cup iiberfiihrt.

2.8 Proteinaufreinigung durch Immobilisierte Metal Ionen Affinitits

Chromatography (IMAC)

Die in E. coli BL21 (DE3) exprimierte potentiellen Esterasen sollte aufgrund der
6 C-terminalen Histidinreste mittels des Protino® Ni prepacked columns kit von
Machery-Nagel aufgereinigt werden. Je nach Grofle der Anzucht wurden Protino® Ni
1000 prepacked Sdulen oder Protino® Ni 2000 prepacked Séulen verwendet. Die
Séulen waren mit Protino® Ni Silica Resin gepackt, das sich zwischen zwei Filtern
befand. Auf die Silica-Perlen sind Metal-Chaletoren mit gebundenem Ni** aufgelagert.
Durch die Interaktion des Histidinrestes des rekombinanten Proteins mit dem
immobilizierten Ni*" Ionen kam es zu einer Bindung des Proteins an die Siule. Die
Chalet Gruppe des Protino® Ni Resin basierte auf  TED
(Tris(carboxymethyl)ethylendiamin), einem starken Metal Chelator, der fiinf von sechs
Bindestellen der Ni*" Ionen besetzte. Die sechste Bindstelle blieb fiir die Bindung des
rekombinante Proteins zuginglich. Die Chaletisierung mit dem TED sollte, im
Vergleich zu anderen Chelat Gruppen wie z.B. NTA (Nitrilotriessigsdure), eine
Metallauswaschung wéhrend der Aufreinigung minimalisieren und die Spezifitit des
Histidin markierten Proteins erhohen. Das Protein konnte, nachdem unerwiinschte
Proteine von der Séule gewaschen wurden, mit Imidazol von der Sdule eluiert werden.
Anzucht und Aufschlufl der Zellen sowie die Aufreinigung liber die Saule erfolgte nach

den Angaben des Herstellers.

2.9 Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

2.9.1 Gerite und Siulen

Allgemeine Regeln beim Umgang mit der FPLC:

e Proben vor dem Auftragen auf eine Sdule immer durch Filtration (0,2 um bzw.
0,45 pm Porenweite) oder hochtouriger Zentrifugation partikelfrei machen.

e Samtliche Laufmittel und Puffer vor Gebrauch ebenfalls filtrieren.
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e Individuelle Parameter der Sdulen beziiglich der Bindungskapazitit, optimale
FluBrate, Riickdruck, chemische und physikalische Stabilitdit sowie
Regenerierung beachten (siche Begleitblitter).

e Sdulen in 20 % (v/v) Ethanol lagern; direkte Umpufferung der Sdulen von 20 %
(v/v) Ethanol zu einem salzhaltigen Eluenten oder umgekehrt vermeiden,
dazwischen mit HyOpjiqest. Spiilen.

e Besonders wichtig fiir die Gelfiltration ist das ,,drop to drop* Verbinden der

Anschliisse, um das Eindringen von Luft in das System zu verhindern.

2.9.2 Gelfiltration

Bei dieser nicht adsorptiven Methode erfolgt die Trennung der Proteine
aufgrund ihrer GroBe. GroBeren Molekiilen steht ein vergleichsweise kleines
Verteilungsvolumen in der jeweiligen Gelmatrix zur Verfligung, so dass sie friither als
kleinere Proteine eluieren. Fiir die Gelfiltration wurde eine Superdex 200 High Load
16/60 — Saule verwendet. Empfohlen wird fiir diese Sdule eine Flurate von 10-50 cm/h
bei maximal 0,3 MPa Riickdruck.

Molekularmassenbestimmung eines Proteins: Da das Elutionsvolumen mit der
GroBe des jeweiligen Proteins korreliert, kann die Gelfiltration nicht nur als
Reinigungsschritt, sondern auch zur Molekiilmassenbestimmung herangezogen werden.

Hierzu wurde der Verteilungskoeffizient ermittelt K,, eines Proteins ermittelt

Kav = (Ve - Vo)/ (V1 - Vo)

V, = gesamtes Sdulenvolumen
V, = Ausschlu3volumen der Siule

V. = Elutionsvolumen des Proteins

Durch Kalibrierung der Gelfiltrationsséule mit Eichproteinen, Ermittlung des jeweiligen
Verteilungskoeffizienten und Auftragung des dekadischen Logarithmus der
Molekularmasse gegen den K,,-Wert, konnte eine Eichgerade erstellt werden, aus der
die Molekularmasse eines beliebigen Proteins anhand seines Verteilungskoeftfizienten

errechnet wurde.
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2.10 Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Die quantitative Proteinbestimmung wurde basierend auf der Methode von
Bradfort (1976) mit dem BioRad Protein Assay durchgefiihrt. In diesem Test nutzt man
die Interaktion der in phosphorsaurer Losung vorliegenden Anionen des Farbstoffs
Coomassie Brilliant Blue G-250 mit den positiv geladenen Aminogruppen der Proteine.
Durch die Bindung an das Protein wird die rotbraune Leuko-Form in die intensiv blau
gefdrbte Form des Farbstoffes iiberfiihrt, deren Absorptionsmaximum bei 595 nm liegt.
Die untere Nachweisgrenze liegt bei etwa 1 pg Protein pro Ansatz, aulerdem werden
nur Polypeptide mit einem Molekulargewicht iiber 3.000 Da erfasst.

1 ml Farbstofflosung wurde im Reagenzglas vorgelegt und 20 pl Probe dazugegeben
und gevortext. Nach 10 miniitiger Inkubation bei RT wurde die Extinktion bei einer
Wellenlédnge von 595 nm gegen einen Ansatz ohne Protein in einer Einmalkiivette im
Photometer (vorher wurde erneut gemischt) gemessen. Eine direkte Korrelation
zwischen OD und Proteinkonzentration war nur im Linearitdtsbereich der Eichkurve
gegeben. Proben, die iiber dem linearen Bereich lagen, muBlten mit H,Opigest. Verdiinnt
werden. Zur Ermittlung einer Eichgeraden wurde eine BSA-Stammlosung (10 mg/ml)
hergestellt. Aus einer 1:10-Verdiinnung der Stammlosung wurden verschiedene
Konzentrationen von 0-20 pg BSA mit je 20 pl HyOpjgest vermischt und in 1 ml
Farbstofflosung nach 10-miniitiger Inkubation (RT) bei einer Wellenldnge von 595 nm
gemessen. Eine Eichgerade erhielt man durch graphische Auftragung der ODsgs gegen
die Proteinkonzentrationen. Die Proteinkonzentration einer unbekannten Losung lief
sich direkt durch Multiplikation ihrer Extinktion mit dem inversen Steigungsfaktor der

Geraden ermitteln.

Losungen:
e Biorad ,,Protein Assay Kit*“: Farbstoffkonzentrat (Coomassie Brilliant Blue G-

250 in Phosphorsdure und Methanol; Sfach konzentriert)
e Protein-Standard BSA (Bovine Serum Albumin)

2.11 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (modifiziert nach
Laemmli, 1970)

Bei der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese werden alle Proteine durch die
Einlagerung des amphipatischen, negativ geladenen SDS (Natriumdodecylsulfat)
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denaturiert und mit einer identischen Ladungsdichte versehen. Dies folgt aus der
Einlagerung eines SDS-Molekiils pro 2 Aminosduren, so dass die negative
Gesamtladung der GroBe des Proteins proportional ist. Durch die identische
Ladungsdichte ist nun eine Auftrennung der Proteine nach der Masse in einem
Polyacrylamid-Netzwerk moglich. Fiir die Elektrophorese wurde eine Minigel-
Elektrophorese-Kammer verwendet. Es wurden ausschlieBlich diskontinuierliche Gele
gegossen, die aus einem Trenngel und einem dariiber liegendem Sammelgel bestanden,
was zu einer besseren Auftrennung der Proben fiihrte. Fiir die Trennleistung in einem
bestimmten Molekularmassenbereich ist der Vernetzungsgrad des SDS- Gels
entscheidend. Proteine mit einer Masse von 10.000- 180.000 Da werden in einem 10
%igen Gel am effektivsten getrennt. In einem Massenbereich von 30.000 bis 250.000
empfiehlt sich eher ein 7,5 %iges Gel.

Losungen:

Acrylamid- Stammlosung (AA):

Acrylamid 300 g
Bisacrylamid 0,8¢g
H:0bidest ad 100 ml

durch einen Faltenfilter filtrieren und lichtgeschiitzt bei 4 °C lagern

(lag als 40 %ige Fertiglosung vor, (Biomol))

Trenngel- Stammldsung:

Tris 182 ¢g
SDS 04 g
HaObiest ad 100 ml
pH 8,8

Sammelgel- Stammldsung (SG):
Tris 6,1g
SDS 0,4¢g
H:0bidest ad 100 ml
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10 x Elektrophorese- Puffer :

Tris 303 ¢
Glycin 144,1 g
SDS 10,0 g
HaObiest ad 1000 ml
pH 8,4

4 x Probenpuffer:

Glycerin 7,5 ml
- Mercaptoethanol 2,5 ml
SDS 12¢g
Bromphenolblau (2%) 0,5 ml
Tris 04¢g
Ha0bidest ad 50 ml

Ammoniumpersulfat (APS):
10 % in HzOpidest

N.N.N'. N -Tetramethylendiamin (TEMED)

Gelherstellung:

Fiir ein Gel wurden je eine groBe und eine kleine Glasplatte mit 70 %igem
Ethanol gereinigt und mit dazwischenliegenden Abstandhaltern in eine Gelapparatur
eingesetzt. Danach wurde das Trenngel zwischen die senkrecht stehenden Glasplatten
gegossen und vorsichtig mit H,O {berschichtet, um eine gerade Geloberfliche zu
erhalten. Nach mindestens 45 miniitiger Polymerisation des Trenngeles wurde das
Wasser mit saugfahigem Papier entfernt und das Sammelgel dariiber gegossen. Sofort
danach wurde der Kamm luftblasenfrei eingesetzt und das Gel konnte nach dem
Auspolymerisieren und Ziehen des Kammes fiir die Gelelektrophorese verwendet
werden. Bei zwei Gelen wurden die Proben konstant bei 40 mA eingezogen. Die
Elektrophorese wurde schlieBlich konstant bei 60 mA durchgefiihrt (Bei einem Gel mit
20 mA einziehen und bei 30 mA die Elektrophorese durchfiihren).
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Tab. 6: Pipettierschema (ausreichend fiir 2 Gele):

Losung Trenngel 10 % Sammelgel 4 %
AA 2,0 ml 0,4 ml

TG 2,0 ml -

SG - 0,96 ml
H>Opigest. 4,0 ml 2,64 ml
TEMED 6 ul 4 ul

APS max. 60 ul 30 ul
Probenvorbereitung:

Die Proben wurden, sofern nicht anders angegeben, 1:4 mit 4 x SDS-
Probenpuffer versetzt und vor dem Auftragen mindestens 5 min bei 95 °C erhitzt und

anschlieBend kurz abzentrifugiert.

2.11.1 Molekularmassenbestimmung von Proteinen in SDS-Gelen

Bei der Elektrophorese von Proteinen wurden Marker mit definierten
Molekularmassen mit auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Wanderungsstrecken der
verschiedenen Proteine konnten gegen den dekadischen Logarithmus ihre
Molekiilmassen aufgetragen werden. Aus der so erhaltenen Eichgerade wurde die
Molekularmasse eines mit aufgetragenen unbekannten Proteins ermittelt. Verwendet

wurden der ,, High Molecular Weight Standard Mixture* Stock No. SDS-6H (Sigma)

.. High Molecular Weight Standard Mixture*:

Markerproteine: Molekularmasse [Da]
Myosin, Kaninchenmuske 205.000
B-Galatosidase, E.coli 116.000
Phosphorylase b, Kaninchenmuskel 97.400
Albumin, Rind 66.000
Albumin, Hiihnerei 45.000

Carboanhydrase, Rinder- Erythrocyten 29.000
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Fir SDS-Polyacrylamidgele, die anschlieBend zum Protein-Transfer im
Western-Blot eingesetzt wurde, wurde der Proteinstandard ,,BenchMarkTMPrestained

Protein Ladder der Firma GibcoBRL eingesetzt.

2.12 Farbung von Proteinen

2.12.1 Coomassie-Farbung

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die SDS-Gele mit Coomassie-
Blue-Férbelosung versetzt und ca. 30 min lang auf einer Laborwippe leicht geschwenkt.
Entfarbt wurden die Gele mit einer Entfarberlosung, die mehrmals gewechselt wurde,
solange bis der Hintergrund der Gele farblos war. Die Gele wurden bis zum Trocknen

mit dem BIORAD Geltrockner in HyOgesi. aufbewahrt.

Férbel6sung:

Coomassie Blue R-250: 1g/0,1% (w/v)
Methanol 100 % (v/v): 400 ml
Essigsdure 100 % (v/v): 100 ml

HoOuest.: 500 ml
Entfarberlosung:

Methanol 100 % (v/v): 400 ml
Essigsdure 100 % (v/v): 100 ml

HoOuest.: 500 ml

2.12.2 Proteinfarbung mit Ponceau S Rot

Diese Methode konnte zur schnellen, reversiblen Anfiarbung von Proteinen auf
Nitrocellulose-Blotmembranen genutzt werden. Hierbei wurde die geblottete Membran
(s. 2.13) 10 min mit Ponceau S gefarbt (0,1 % (w/v) Ponceau S in 5 %iger
Trichloressigsdure (w/v)). Nach dem Firbeschritt konnte die Membran durch Spiilen

unter Wasser langsam entfarbt werden.
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2.12.3 Aktivititsfarbung lipolytischer Enzyme (Sommer et al.. 1997)

Der Nachweis der lipolytischen Aktivitdt rekombinanter Proteine erfolgte nach
Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel. Das Testsystem beruht auf der Umsetzung des
in den Lipaseaktivtits-Testagar emulgierten Triglycerids (Tributyrin) zu Glycerin und
freien Fettsduren. Die Substrathydrolyse fiihrt zur Aufklarung des weillichen Testagars.
Nach der SDS-PAGE (s. 2.11) wurde das SDS-Polyacrylamidgel 20 min in 20 % (v/v)
Isopropanolund zweimal 10 min in HyOgest. gewaschen. AnschlieBend wurde es auf dem

Lipaseaktivitdt-Testagar fiir 16 h bei RT inkubiert.

Lipaseaktivitits-Testagar:

Tris: 20 mM
CaCl,: 5 mM
Triglycerid: 1 % (v/v)
Agar: 1,5 % (W/v)
pH 8,0

2.13 Transfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembranen (Western-Blot; Towbin
et al., 1979)

Nach der Auftrennung durch SDS-PAGE konnten Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran iibertragen werden. Die folgende Abbildung zeigt den Aufbau
eines Western-Blots: Die Ubertragung erfolgte dabei elektrophoretisch unter
Verwendung einer Western-Blot-Kammer nach dem Semi-Dry-Verfahren. 6 Lagen
Whatmanpapier und eine Nitrocellulosemembran (Fa. Sartorius AG, Gottingen)
wurden, nachdem sie auf Gelgréf3e zurechtgeschnitten waren, zusammen mit dem SDS-
Gel in Transferpuffer gelegt. AnschlieBend wurden auf die Anodenplatte in folgender
Reihenfolge 3 Lagen Whatmanpapier, die Nitrocellulosemembran, das Gel und
wiederum 3 Lagen Whatmanpapier, jeweils unter Vermeidung von Luftblasen
aufgelegt. Danach rollte man mit einer Glaspipette mehrmals iiber den Stapel, um
iiberschiissigen Transferpuffer mit saugfihigem Papier zu entfernen, legte die
Kathodenplatte auf und beschwerte die Apparatur mit einem Gewicht (etwa 1 kg). Nach
Anschluf} an ein Netzgerit (Gene Power Supply GPS 200/400, Pharmacia, Freiburg)
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wurden die Proteine bei konstanter Spannung und beginnend mit 5 mA/cm’
Membranfldche solange iibertragen, bis die Stromstirke auf weniger als die Hélfte des

Ausgangswertes abgesunken war (nach ungefahr 20 min).

Gewicht

Kathode(-) Whatmanpapier (3x)
SDS-Polyacrylamidgel
Nitrocellulosemembran
— Whatmanpapier (3x)
Anode (+)
Abb. 4: Schematische Darstellung eines Western-Blots
Transferpuffer:
Tris (125 mM) 15,14 g
Glycin (192 mM) 14,40 g
Methanol, 100 % (v/v) 200 ml
HyOgest. ad 1000 ml
pH 8,6
Lagerung bei 4 °C.

2.14 Nachweis von Proteinen mit aufeinanderfolgenden Histidinen

Proteine mit mindestens flinf aufeinanderfolgenden Histidinresten in ihrer
Aminosduresequenz konnen durch spezifische Antikdrper (Polyklonaler Anti—His-Tag
Kaninchen-Antikorper der Firma MoBiTec, Gottingen) nachgewiesen werden. Dazu
wurde die Western-Blot-Membran zunédchst 2 x 10 Minuten in 1 x TBS-Puffer
gewaschen und dann fiir 1h bis 1i.N. in Blockierungs-Puffer (TBST mit 3 % (w/v) BSA)

inkubiert, um alle unspezifischen Bindestellen abzuséttigen. AnschlieBend wurde 3 x 10
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Minuten in 1 x TBST-Puffer gewaschen, um die Membran danach 1 Stunde lang mit
dem priméren Penta-His-Antikorper (~1:5000 in TBST-Puffer) inkubieren lassen zu
konnen. Zur Entfernung ungebundener Antikdrper wurde 3 x 10 Minuten lang mit
TBST-Puffer gewaschen. Der sekundédre, mit alkalischer Phosphatase gekoppelte
Antikorper (Anti-Rabbit-IGg-AP der Firma SIGMA) wurde 1:2.500 in TBST-Puffer
aufgenommen und konnte wéhrend einer 30-miniitigen Inkubation an die bereits
spezifisch gebundenen priméren Antikorper binden. Nach erneutem Waschen mit TBS-

Puffer (3 x 10 Minuten) erfolgte schlieBlich die Detektion.

TBS-Puffer:

Tris: 100 mM
NacCl: 0,9 % (W/v)
pH 7,5

TBST-Puffer:

Tris: 100 mM
NacCl: 0,9 % (W/v)
Tween-20: 0,1 % (v/v)
pH 7,5

Blockierungs-Puffer:
3 % BSA in TBS-Puffer

2.14.1 Detektion

Proteine mit konjugierter alkalischer Phosphatase (AP), wie zum Beispiel der
wiéhrend dieser Arbeit als sekundire Antikdrper eingesetzte Anti-Kaninchen-1gG-AP (s.
2.14), konnten durch Zugabe einer Féarbelosung sichtbar gemacht werden. Dazu wurden
die Membranen, auf der sich die indirekt gebundenen und AP gekoppelten Proteine
befanden, 3 min in Detektionspuffer &dquilibriert. Nach Zugabe der BCIP/NBT
Féarbelosung zur Membran wurde solange im Dunkeln ohne Schiitteln inkubiert, bis
Signale in Form von dunkelbraunen prézipitiertem Substrat zu erkennen waren. Die

Reaktion wurde durch Waschen der Membran mit Leitungswasser gestoppt.
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Detektionspuffer:

Tris-HCI: 100 mM

NacCl: 100 mM

pH 9,5

Férbel6sung:

NBT-Losung: 66 ul

BCIP-Losung: 33 ul

Detektionspuffer: ad 10 ml

Die Férbelosung wurde vor Gebrauch frisch angesetzt, wobei 10 ml fiir eine Membran

eingesetzt wurden.

NBT-Losung: 75 mg/ml NBT in 70%-igem Dimethylformamid
BCIP-Losung: 50 mg/ml BCIP in Dimethylformamaid

2.15 Bestimmung von Enzymaktivititen

2.15.1 Bestimmung der Esteraseaktivitit

Zur Bestimmung der Esteraseaktivitit wurden para-Nitrophenyl-Acylester

verwendet. Die enzymatische Abspaltung des p-Nitrophenol konnte photometrisch bei

einer Wellenldnge von 410 nm nachgewiesen werden.

Losung A:

Losung B:

KP;-Puffer

MngO4
pH 7,2

p-Nitrophenyl-Caproat”

Ethanol

100 mM
10 mM

25 mg
5 ml

*oder ein anderer p-Nitrophenyl-Acylester in gleicher Menge

Unmittelbar vor dem Gebrauch wurden Ldosung A (100 ml) und Losung B (5 ml)

gemischt. Die Substratemulsion ist bis zu 2 Stunden stabil (Autohydrolyse) und wurde

bis zu der jeweiligen Messung im Dunkel aufbewahrt. Nach Zugabe des Enzyms zu 1,5
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ml der vorgewdrmten Emulsion erfolgte eine Inkubation fiir 15 min bei 37 °C. Danach
wurde die Hydrolyse durch Messung der Extinktion bei 410 nm (Extinktionskoeffizient

g=15mM" cm™) bestimmt. Als Referenz diente ein Ansatz ohne Enzym.

2.15.2 Bestimmung der Substratspezifitit

Die Substratspezifitit wurde durch die Verwendung anderer p-Nitrophenyl-
Acylester (-Acetat, -Butyrat, -Valerat, -Octanoate, —Decanoate und -Palmitat) in

gleicher Menge und den gleichen Testbedingungen (s. 2.15.1) untersucht.

2.15.3 Bestimmung der Substratspezifitit

Die Enzymaktivititen der in dieser Arbeit untersuchten Esterase EstA3 wurden
in dem Bereich zwischen 4 °C und 70 °C nach der unter 2.15.1 beschriebenen Methode
gemessen. Fiir den Enzymtest wurden 0,01-0,02 pg der rekombinante Esterase
eingesetzt. Der verwendete Testansatz wurde vorher auf die entsprechende
Inkubationstemperatur gebracht. Bezogen auf die hochste gemessene Aktivitét erfolgte

die Angabe der Aktivititswerte als relative Enzymaktivitéten.

2.15.4 Bestimmung des Thermostabilitét

Die Thermostabilitit von EstA3 wurde unter Abwesenheit des Substrates iliber
den Zeitraum von 60 min zwischen 37 °C und 60 °C bestimmt. Zu bestimmten
Zeitpunkten wurden dem Testansatz Aliquots entnommen und die Enzymaktivititen,
wie unter 2.15.1 beschrieben, bei dem zuvor bestimmten Temperaturoptimum (s.
2.15.2) gemessen. Als Referenz diente ein nicht vorinkubierter Testansatz. Die Aktivitit
wurde als relative Aktivitit angegeben, bezogen auf den ersten gemessen Wert der

jeweiligen Vorinkubationstemperatur.
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2.15.5 Bestimmung des pH-Optimums/Stabilitét

Zur Bestimmung des pH-Optimums bzw. der Stabilitit von Lipasen/Esterasen
wurde ein Titrator vom Typ Metrohm, 718 STAT Titrino verwendet. Zur Messung
wurden 20 ml Puffer (2,5 mM Tris/HCI, 100 mM NaCl, pH 6,9) unter Riihren konstant
auf 37 °C gebracht und 5 ml des ebenfalls auf 37 °C vorgewarmten Puffers wurden mit
dem jeweiligen Lipasesubstrat versetzt (geschiittelt oder bei Bedarf emulgiert) und mit
dem Gesamtansatz vereinigt. Die Substratsuspension wurde auf pH 7,0 titriert. Die
Autohydrolyse des Substrats und die Entstehung der entsprechenden Fettsduren wurde
durch die automatische Gegentitration von 0,01 M NaOH bei konstantem pH Wert 7,0
iiber 2 min dokumentiert und diente als Kontrolle. AnschlieBend wurde Enzym (in 10
mM Tris/HCI) hinzugefiigt und der Verbrauch von 0,01 M NaOH iiber einen Zeitraum
von 4 min dokumentiert. Uber den Verbrauch an NaOH lieB sich der Substratumsatz in
U/mg eingesetzten Enzyms errechnen.

Zur Bestimmung der pH-Stabilitdit wurden die Puffer jeweils auf die

unterschiedlichen pH-Werte titriert.

2.15.6 Einfluss verschiedener Salze und EDTA auf die Enzymaktivitit

Fiir die Untersuchung des Einflusses von Metallionen auf die Aktivitit der
Esterase wurden Losungen mit einer Endkonzentration von 0,5 mM — 10 mM der
verschiedenen Metallchoride verwendet. Die verwendeten Konzentrationen wurden an
den entsprechenden Stellen vermerkt. Fiir den Aktivitétstest (s. 2.15.1) wurde statt KP;-
Puffer Tris-Puffer (20 mM, pH 8,0) verwendet. Aufgrund der Firbung einiger
Salzlosung wurde die Enzymaktivitdt jedes Ansatzes mit einer eigenen Nullprobe mit

dem entsprechenden Salz gemessen.

2.15.7 Einfluss verschiedener Losungsmittel auf die Enzymaktivitit

Um den Einfluf verschiedener organischer Losungsmittel auf die Aktivitidt von
EstA3 zu untersuchen, wurde das Enzym mit dem entsprechenden Losungsmittel bei 30
°C tiiber den Zeitraum von 60 min inkubiert und anschlieBend die Restaktivitit des

Enzyms gemessen (s. 2.15.1). Die Losungsmittel wurden in einer Konzentration von 15
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% und 30 % eingesetzt. Als Referenz diente ein Ansatz ohne den entsprechenden

Losungsmitteln.
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I11. Ergebnisse

Aktuellen Schitzungen zu Folge konnten bisher mit klassischen Labormethoden
nur etwa 1 % aller in der Natur vorkommenden Mikroorganismen kultiviert werden
(Amann et al., 1995). In den bisher nicht kultivierten Mikroorganismen steckt daher ein
unerschopfliches Reservoir an genetischer Information, das fiir das Verstindnis
okologischer und physiologischer Zusammenhédnge in mikrobiellen Konsortien von
grofler Bedeutung ist. Um dieses Potential zu erschlieBen, wurden in den vergangenen
Jahren Methoden entwickelt, mit denen versucht wurde, die Gesamtheit aller in einem
Habitat vorkommenden Genome, die sogenannten Metagenome (Handelsman et al.,
1998), zu erfassen. Dazu wurde die DNA direkt aus den Umweltproben isoliert und in
Genbanken angelegt. Der Vorteil der Metagenomik besteht darin, dass die gesamte
DNA eines beliebigen Habitats erfasst wird, ohne von der Kultivierung einzelner

Organismen abhéngig zu sein.

3.1 Phylogenetische Analyse des Model-Biofilms

3.1.1 Isolierung der Biofilm-DNA

Die DNA wurde aus drei Biofilmproben (Biol, Bioll und Biolll) von
unterschiedlichen Trinkwasserschiebern gesammelt und wie unter 2.4.4.1 beschrieben

isoliert. Fiir die folgenden Untersuchungen wurden diese drei DNA-Proben gepoolt.

Trinkwasser-
Biofilm

Abb. 5: EPDM beschichtete Trinkwasserschieber, die von Biofilmen bewachsen
sind.
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3.1.2 Klonierung der 16S rRNA-Gene aus der Biofilm-DNA

Die 16S rRNA-Gene sind ca. 1.520 bp grofl und sollten unter Verwendung
universeller Primer, die in Tabelle 7 angegeben sind, aus der Gesamt-DNA des Biofilms
mittels PCR amplifiziert werden. Mit dem Primer-Paar 616V und 1492R wurden die
bakteriellen 16S rRNA-Gene amplifiziert. Die Primer 23FPL und 927R richteten sich
gegen archealle 16S rRNA-Gene, diese konnten in dem Trinkwasser-Biofilm jedoch
nicht nachgewiesen werden. Mit den Primern E4 und E1688 sollten eukaryontische 18S
rRNA-Gene amplifiziert werden, aber auch diese waren in der gepoolten Biofilm-DNA

nicht nachweisbar.

Tab. 7: Verwendete Primer zur Amplifikation der 16S rRNA-Gene des Trinkwasser-
Biofilms

Bezeichnung  Ziel-Gruppe Primersequenz T Referenz
[°C]
616V Bacteria 5’-AGA GTT TGA T(CT)(AC) TGG 55 Juretschko
CTC AG-3’ etal., 1998
1492R Bacteria 5’-CGG (CT)TA CCT TGT TAC GAC- 55 Kane et al.,
3 1993
GMIF Bacteria 5’-CCA GCA GCC GCG GTA AT-3 58 Muyzer et
al., 1993
23FPL Archaea 5’-GCG GAT CCG CGG CCG CTG >75 Barnsetal,
CAG A(CT)C TGG T(CT)G AT(CT) 1994
CTG CC -3’
927R Archaea 5’-CC(GC) TTG TGG TGC TCC C-3’ 57  Barnsetal,
1994
E4 Eucarya 5’-CTG GTT GAT TCT GCC AGT-3’ 54  Van Hannen
etal., 1999
E1688 Eucarya 5’-CGA CGG GCG GTG TGT A-3° 57  Van Hannen
et al., 1999

Fiir die PCR wurde die Tag-Polymerase verwendet. Die Tag-Polymerase erzeugt
Desoxyadenosin Uberhiinge an den 3’-Enden, die fiir eine weitere Klonierung in das
TOPO-System (Abb. 3) notwendig waren. Die entstandenen PCR-Produkte, die sich aus
den 16S rRNA-Genen unterschiedlicher prokaryontischer Organismen des Trinkwasser-
Biofilms zusammensetzten, wurden auf einem 0,8 % Agarose-Gel iiberpriift und, wie
unter 2.4.4.5 beschrieben, aus dem PCR Ansatz gereinigt. Die amplifizierten 16S
rRNA-Gene aus dem Trinkwasser-Biofilm wurden entsprechend der Anleitung des

TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) in den TOPO-Vektor kloniert (s. 2.4.7) und
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anschlieBend in E. coli XL1-Blue transformiert. Die so erhaltenen Klone wurden mittels
Kolonie-PCR auf das Vorhandensein der klonierten 16S rRNA-Gene stichprobenartig
tiberpriift. Positive Klone wurden anschlieBend mit dem Primer GMIF sequenziert
(Tab. 7). Durchgefiihrt wurden die Sequenzierungen vom Labor fiir Genomanalyse

(LGA, Gottingen).

3.1.3 Sequenzanalyse der 16S rRNA-Klone

Die 16S rRNA-Gene von 650 Klonen wurden sequenziert und mit den
vorhandenen Sequenzen in der Datenbank des Ribosomal Database Projekt (RDP;
Larsen et al., 1993) verglichen. Aus den 650 Sequenzen konnten 81 unterschiedliche
Klone identifiziert werden, wobei Klone als unterschiedlich angesehen wurden, deren
Ahnlichkeit sequenzbasierend unter 97 % lag. Die Verteilung der 81 Klone in die
unterschiedlichen Bakteriengruppen ist in Tabelle 8 dargestellt. 70 % der 81 16S rRNA-
Klone konnten dabei der Gruppe der Proteobakterien zugeordnet werden. 36 % der
sequenzierten 16S rRNA-Klone wurden den -Proteobakterien zugeordnet, 28 % den a-
Proteobakterien und 19 % y-Proteobakterien. Drei der identifizierten Klone waren den
O-Proteobakterien am &dhnlichsten. Die 11 verbleibenden Klone fanden ihre néchsten
Verwandten in anderen Gruppen, wie der Cytophaga-Flavobakterium-Bakteroides-
Gruppe (CFB-Gruppe), den Acidobakterien und den Actinobakterien. Ebenfalls wurde
ein Gram-positiver Klon gefunden, sowie zwei Klone, die hochste Ahnlichkeit zu bisher
nicht identifizierten Mikroorganismen aufwiesen. Mit Hilfe des Programms zur
Erstellung von phylogenetischen Stammbadumen (Phylip; Version 3.5) wurde aus den
partiell sequenzierten 16S rRNA-Genen, unter Einbezug der nichsten Nachbarn, ein
Stammbaum erstellt, der die Vielseitigkeit des Biofilm-Konsortiums darstellt (Abb. 6).
In Abbildung 6 wird deutlich, dass es sich bei dem mikrobiellen Trinkwasser-Biofilm
um eine sehr diverse Gemeinschaft handelte. Das Konsortium wurde von keiner
Bakteriengruppe dominiert. In der Gruppe der P-Proteobakterien wurden besonders
hohe Ahnlichkeiten zu Bakterien der Gattung Aquabakterium und Acidovorax
gefunden. Unter den a-Proteobakterien waren die 16S rDNA-Klone zu Sphingomonas,
Rhizobium und Bradyrhizobium sehr dhnlich. In der Gruppe der y-Proteobakterien
wurden als ndchste Verwandte zu den sequenzierten 16S rDNA-Klonen hauptsédchlich

Pseudomonas, Acinetobacter und auch Legionella gefunden.
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Tab. 8: Phylogenetische Einteilung der unterschiedlichen® 16S rDNA-Klone, die aus dem

Trinkwasser Biofilm gewonnen wurden.

Bakterien Gruppen Anzahl der Klone prozentuale
Verteilung (%)
Total 81 100
Proteobakterien 70 86
Alpha-Untereinheit 23 28
Beta-Untereinheit 29 36
Gamma-Untereinheit 15 19
Delta-Untereinheit 3 4
Andere Gruppen 11 14
Actinobakterien 1 1,2
Niedriger G+C-Gehalt, Gram positiv 1 1,2
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides 4 4,9
Acidobakterien 3 3,7
Unklassifizierte Bakterien 2 2,5

® Klone wurden als unterschiedlich behandelt, wenn ihre Ahnlichkeit auf DNA Ebene weniger als 97 %
betrug. Insgesamt wurden 81 unterschiedliche Klone identifiziert, die aus der Analyse von 650 16S

rRNA-Klonen hervorgingen.
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Abb. 6: Phylogenetische Analyse des Trinkwasser-Biofilms durch Sequenzierung der 16S rRNA-
Gene. Der Stammbaum wurde mit Hilfe der neighbour-joining Methode erstellt (Maidak et al., 2001) mit
dem Kimura 2-Parameter Model fiir Nukleotidaustidusche. Die Abbildung zeigt 81 unterschiedliche 16S
rRNA-Klone (abio und gbio) mit ihren phylogenetisch nidchsten Verwandten. Im Anhang sind die
Stammbé&ume zu den Proteobakterien nochmals einzeln dargestellt.
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3.2 DNA-Sequenzanalyse des Biofilm-Metagenoms

Aus der Analyse der 16S rRNA-Gene des Trinkwasser-Biofilms gingen 81
unterschiedliche Spezies hervor. Bei einer durchschnittlichen Genomgrofle von 6 Mb
wiirde dies einer Gesamtgrofle des Metagenoms von ca. 486 Mb entsprechen. Um einen
ersten Einblick in das genetische Potential zu erlangen und eine Aussage iiber die
mikrobielle Okologie sowie die Stoffwechselvielseitigkeit dieses Trinkwasser-
Konsortiums machen zu konnen, wurden Plasmid-Genbanken der Metagenom-DNA

angelegt und die klonierten DNA-Fragmente sequenziert und analysiert.

3.2.1 Konstruktion von Plasmid-Banken

Fiir das Anlegen der Plasmid-Genbanken sollten DNA-Fragmente von 1 bis 5 kb
kloniert werden. Hierzu wurde die Gesamt-DNA des Biofilms zunédchst mit dem
Restriktionsenzym Bsp1431 partiell verdaut (s. 2.4.5.2). Die verdaute DNA wurde in
einem 0,8 %igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend DNA-
Fragmente in der GréBenordnung von 1-5 kb aus dem Gel eluiert (s. 2.4.4.5). Die
verdaute und gereinigte DNA wurde zur Ligation (s. 2.4.5.4) in den zuvor mit BamHI
geschnittenen und dephosphorylierten (s. 2.4.5.3) Plasmid-Vektor pTZ19R eingesetzt.
Nach erfolgter Transformation in E. coli XL1 blue (s. 2.5.1.2) wurden die
Transformanten zur Selektion auf LB-Chloramphenicol-Agar ausplattiert und bei 37 °C
tiber Nacht inkubiert. Das im pTZ19R vorhandene lacZ-Gen machte die Identifizierung
von rekombinanten Plasmiden mit Hilfe des X-Gal-Tests moglich (s. 2.5.3).
Stichprobenartig wurden einige der Transformanten tiberpriift. Positive Klone wurden
in 96 Mikrotiter-Well Platten mit LB, Chloramphenicol und Glycerin iiberpickt und

konnten so bei -70 °C gelagert werden.

3.2.2 Statistische Analyse der Sequenzdaten

2.500 rekombinante Klone der Plasmid-Genbank wurden mit Standard-Primern
des LGA (Labor fiir Genomanalyse, Gottingen) partiell sequenziert. Die daraus
resultierenden Nukleotid-Sequenzen wurden auf ihre Qualitdt iiberpriift und die
qualitativ  hochwertigen Sequenzen mit den Daten der NCBI-Datenbank

(www.ncbi.nlm.nin.gov/BLAST) im sogenannten BlastX-Search abgeglichen. Hierbei



http://www.ncbi.nlm.nin.gov/BLAST
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wurden die Nukleotid-Sequenzen zunichst in die entsprechende Aminosduresequenz
tibersetzt und anschlieBend mit denen der Datenbank von NCBI verglichen. Ein
ebenfalls durchgefiihrter Sequenzvergleich auf Nukleotid-Ebene fiihrte zu keinen
signifikanten Ergebnissen.

Tabelle 9 gibt einen Uberblick iiber die Qualitit der generierten Sequenzen und
zugleich einen ersten Aufschluss iiber die Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen in den
Datenbanken. Von den 5.000 generierten Sequenzen konnten 49,9 % in eine weitere
Analyse einbezogen werden. Bei 2.504 Sequenzen, die von geringer Qualitdt waren,
was bedeutete, dass entweder die Sequenzen zu kurz (unter 800 bp) waren oder der
Confidence Value, der Aussagen iiber die Zuverlédssigkeit der Sequenzen macht, unter
15 lag, wurden nicht in die Auswertung mit einbezogen. Die verbleibenden 2.496
Sequenzen konnten fiir weitere Analysen verwendet werden. Bei einer
durchschnittlichen Sequenzlinge von 800 bp und einer Anzahl von 2.496 Sequenzen
wurden mit der Plasmid-Genbank mehr als 2 Mb an hochwertiger Nukleotid-Sequenz
gesammelt und ausgewertet. In Bezug auf das gesamte Metagenom des Trinkwasser-
Biofilms, dessen Grofle schitzungsweise bei 486 Mb lag, entsprach dies einem Anteil
von ca. 0,5 % an generierten Sequenz-Daten. Der G+C Gehalt fiir die auswertbaren
Sequenzen lag bei 62 %. Von den 2.496 generierten Sequenzen, die im weiteren
analysiert und statistisch ausgewertet wurden, konnten 1.344 Sequenzen signifikante
Treffer in den Datenbanken zugeordnet werden. Als signifikante Treffer wurde ein E-
value von < 10 festgesetzt, alle Werte die dariiber lagen wurden nicht mehr als
signifikant angesehen. Neben den 856 Sequenzen, denen keine signifikanten Treffer in
den Datenbanken zugeordnet werden konnten, wurden 256 Sequenzen generiert, die
keine Ahnlichkeit in den Datenbanken fanden. Diese erste Analyse zeigte, dass sich fast
50 % der auswertbaren Sequenzen in den Datenbanken nicht zuordnen liessen und
somit genetisch bisher noch unerschlossen sind. Mit der Analyse der 1.344 Sequenzen,
denen eine Proteindhnlichkeit zugeordnet werden konnte, wurde in zwei Schritten
weiter vorgegangen. Zum einen sollten die Sequenzen unter einem phylogenetischen

Aspekt untersucht werden und zum anderen unter einem physiologischen Aspekt.
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Tab. 9: Uberblick tber die generierten Sequenzen aus der Plasmid-Genbank eines
Trinkwasser-Biofilms.

Anzahl der %
Sequenzen
Generierte Sequenzen 5.000 100,0
Sequenzen mit guter Qualitéit und einer Linge von iiber 2.496 49.9
800 bp
Sequenzen mit geringer Qualitét (sind in weitere 2.504 50,1
Analysen nicht mit eingeflossen)
Sequenzen mit signifikanten Ahnlichkeiten 1.344 26,9
(E value < 10-4)
Sequenzen mit geringen Ahnlichkeit (E value >10-4) 856 17,0
Anzahl der Sequenzen ohne Treffer in den Datenbanken 296 6,0

Sequenzen wurden als qualitativ hochwertig angesehen, wenn sie eine Lénge von iiber 800 bp hatten und
der Confidence value iiber 15 lag. Die Sequenzen wurden im automatischen BlastX Search in der
Datenbank von NCBI abgeglichen. Der E-value musste unter 10 liegen, damit die BlastX Ahnlichkeiten
als signifikant angesehen wurden.

3.2.2.1 Funktionale Verteilung der BlastX Ergebnisse

Durch den Vergleich der generierten Sequenzen der Plasmid-Genbank mit den
bekannten Proteinen der Datenbank von NCBI, konnte 1.344 Sequenzen eine hohe
Ahnlichkeit zu proteinkodierenden offenen Leserahmen (ORF, open reading frame)
zugeordnet werden (Tab. 9). Um einen Einblick in die genetische Organisation dieses
Biofilms zu erhalten, wurden die proteinkodierenden Sequenzen in neun funktionelle
Gruppen unterteilt (Abb. 7). 318 dieser Sequenzen (24 %) fanden Ahnlichkeit zu
hypothetischen Genen, denen noch keine entsprechenden Funktionen zugeordnet
werden konnten. Der grofte Anteil der analysierten Sequenzen wurde dem
Metabolismus zugeordnet. Insgesamt 455 (33 %) der 1.344 generierten Sequenzen
kodiert vermutlich fiir am Stoffwechsel beteiligte Proteine. 10 % der BlastX Treffer
liessen sich in die Gruppe der Zellprozesse und Zellstruktur einordnen. Hierunter
konnten 39 Gene bzw. Genfragmente gefunden werden, die fiir membranassoziierte
Proteine kodieren. Ebenfalls wurden 20 Treffer mit BlastX Ahnlichkeiten zu Proteinen
der Biosynthese von Lipopolysacchariden (LPS) und Exopolysacchariden (EPS)
gefunden.
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Abb. 7: Funktionale Gruppen und mdgliche ORFs innerhalb des Biofilm-
Metagenoms. 1.344 generierte Sequenzen aus der Plasmid-Genbank des Biofilm-
Metagenoms wurden in neun unterschiedliche funktionale Gruppen eingeteilt, die sich
durch den BlastX Vergleich in den Datenbanken ergaben.

13 der identifizierten Genfragmente sind Glykosyltransferasen sehr dhnlich. Es wurden
auch einige Sequenzen gefunden, die an chemotaktischen, ribosomalen oder Prozessen
der Zellteilung und der Zellwandbiosynthese beteiligt sind, und ebenso Gene, die fiir
Proteine kodieren, die an der Proteinfaltung mitwirken. In die Gruppe der DNA/RNA
modifizierenden Enzyme konnten 9 % der analysierten Gene eingeteilt werden. Hier
handelt es sich vor allem um Topoisomerasen, DNA und RNA-Polymerasen sowie
Helikasen. Ebenfalls konnten Proteine gefunden werden, die an DNA-
Reparaturmechanismen beteiligt sind. Interessanterweise gab es auch einige Treffer zu
Proteinen, die an dem Transfer von Plasmiden beteiligt sind, wie z. B. dem Plasmid
Transfer Faktor traG aus Mesorhizobium meliloti. Insgesamt 8 % der
proteinkodierenden Gene konnten regulatorische Funktionen in dem Biofilm-
Metagenom zugeordnet werden. Es wurden 56 Sequenzen mit Ahnlichkeiten zu
Sensor/Response Regulatoren gefunden. 29 der Sequenzen kodieren méglicherweise fiir
Transkriptionsregulatoren und 10 Sequenzen haben Ahnlichkeiten zu Sigma Faktoren.
Ebenfalls 8 % der proteinkodierenden Fragmente, die in der Plasmid-Genbank gefunden
wurden, sind am Stofftransport beteiligt. Darunter wurden 47 Gene bzw. Genfragmente
identifiziert, die der Gruppe der ABC-Transporter zuzuordnen sind. 2 % der

identifizierten Sequenzen kodieren mdglicherweise fiir Schutzmechanismen wie
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Antibiotika-Resistenzen oder Metall-Detoxifizierung. Darunter waren acht Klone, die
eine mogliche Resistenz gegeniiber Tetracyclin und sechs Klone, die eine mogliche
Resistenz gegeniiber B-Laktam Antibiotika vermitteln. Weitere 2 % der analysierten
Sequenzen in dem Biofilm-Metagenom konnten der Gruppe der Elemente externen
Ursprungs wie Transposasen, Integrasen und phagenverwandte Gene zugeordnet
werden. Unter den 1.026 Gensequenzen, denen mittels BlastX Search Funktionen
zugeordnet werden konnten, wurden keine Gene gefunden, die flir Proteinen kodieren,
die an Pathogenitétsprozessen beteiligt sind.

33 % der analysierten Sequenzen aus dem Biofilm—Metagenom wurden dem
Metabolismus zugeordnet. Darunter lieBen sich die meisten proteinkodierenden Gene
dem Kohlenhydrat-Stoffwechsel zuordnen (Tab. 10). Eine groBe Anzahl der
identifizierten Gene kodiert vermutlich fiir Proteine des zentralen Stoffwechsels, wie
dem Citrat-Zyklus, dem 2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconat-Weg, der Gykolyse und
dem Glyoxylat-Zyklus. Interessanterweise konnten 36 Sequenzen identifiziert werden,
die groBe Ahnlichkeit zu Lipasen aus Pseudomonas fluorescens zeigen. Unter den
Sequenzen mit Ahnlichkeiten zu Esterasen fanden vier der fiinf Sequenzen signifikante
Ahnlichkeit zu einer Polyurethan-Esterase aus Pseudomonas chlororaphis. Weiterhin
konnten in dem Biofilm-Metagenom Gene identifiziert werden, die flir Proteine mit
proteolytischen FEigenschaften kodieren. Darunter befinden sich insgesamt 10
Genfragmente mit hohen Ahnlichkeiten zu potentiellen Proteasen. Ebenfalls wurden
zehn Genfragmente gefunden, die fiir Proteine kodieren, die am Abbau von
Polysacchariden beteiligt sind, darunter auch eine mogliche a-Amylase mit hoher
Ahnlichkeit zu einer Amylase aus Rhodobacter sphaeroides. Dieser Klon zeigte
ebenfalls auf stirkehaltigen Platten Aktivitdt und konnte flir weitere Untersuchungen
verwendet werden. Gene, die dem Aromatenabbau zugeordnet werden konnten,
schienen vor allem an dem Abbau von Benzoat beteiligt zu sein.

Eine erste Analyse der Plasmid-Genbank des Trinkwasser-Biofilms zeigt, dass
es sich um eine sehr vielseitige Gemeinschaft, besonders hinsichtlich der Verwertung
von Nihrstoffen, handelte. Die Sequenzanalyse zeigt, dass die Mikroorganismen in
diesem Konsortium in der Lage waren, viele unterschiedliche C- und andere Energie-
Quellen zu nutzen. Mit den generierten Sequenzdaten wurde eine Datenbank erstellt, die

im Internet http:/wwwuser.gwdg.de/~biofilm/biofilm/index.html abgerufen werden

kann.
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Tab. 10: Verteilung der sequenzierten Gene bzw. Genfragmente Uber funktionelle
Gruppen innerhalb des Metabolismus

Funktionelle Gruppen innerhalb des Metabolismus Anzahl der Gene bzw.
Genfragmente

Lipasen 36
Esterasen 5
Amidasen/Amidotransferasen 14
Polysaccharidabbau 10
Proteolytische Enzyme 26
Aminosiureabbau 32
Aromatenabbau 17
Kohlenhydrat-Stoffwechsel, Dehydrogenasen, usw. 118
Energiemetabolismus 31
Vitamin/Co-Faktor Biosynthese 29
Eisen-Schwefel-Metabolismus 13
Carboxylasen, Carbonhydrasen, usw. 10
Bakterielle Photosynthese und Lichtemission 4
Stickstoff-Metabolismus 30
Hydrogenasen 2
Fettsdure-Metabolismus 37
Polyketidsynthasen 3
NTP modifizierende Enzyme 28
Enzyme ohne genaue Zuordnung 10
Total 455

3.2.2.2 Phylogenetische Verteilung der BlastX Ergebnisse

Im vorangegangenen Abschnitt wurden die 1.026 Sequenzen der Plasmid-
Genbank nach ihren mdglichen Funktionen unterteilt. In dieser zweiten Analyse sollten
die proteinkodierenden Sequenzen den Bakteriengruppen zugeordnet werden, zu denen
die potentiellen Proteine am é&hnlichsten sind. In Abbildung 8 ist die statistische
Verteilung der  proteinkodierenden  Sequenzen in die  unterschiedlichen

Bakteriengruppen dargestellt.
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Abb. 8: Statistische Verteilung der BlastX Ahnlichkeiten tiber die Bakterienstimme.

In die Auswertung wurden die iiber den BlastX ermittelten hochsten Ahnlichkeiten der
1.026 proteinkodierenden Sequenzen aus der Plasmid-Genbank einbezogen, denen eine
Funktion zugeordnet werden konnte. Diese Proteine wurden hinsichtlich ihrer
Zugehorigkeit in die Bakterienstimme eingeteilt.

Der grofite Anteil (39,2 %) der proteinkodierenden Sequenzen, denen in der Plasmid-
Genbank funktionelle Proteine zugeordnet werden konnten, war in die Gruppe der a-
Proteobakterien einzuordnen. Den zweitgrofften Anteil nahmen die y-Proteobakterien
mit 35,1 % ein. Nach dieser Analyse wurden nur 8,8 % der Proteine den [3-
Proteobakterien zugeordnet. Ebenfalls waren einige Proteine aus der Gruppe der o-
Proteobakterien (0,8 %) vertreten. Insgesamt wurden die meisten proteinkodierenden
DNA-Sequenzen aus der Plasmid-Genbank den Proteobakterien (83,9 %) zugeordnet.
Neben den Proteobakterien konnten 8,2 % der DNA-Sequenzen den Actinobakterien
zugeordnet werden. Actinobakterien gehdren in die Gruppe der Gram-positiven
Bakterien mit einem hohen GC-Gehalt und sind als Bewohner des Bodens bekannt. 4,8
% der proteinkodierenden Sequenzen zeigen hohe Ahnlichkeiten zu Vertretern der
Firmicutes, auch hier handelt es sich zum groften Teil um Gram-positive Bakterien.
Eine kleiner Anteil (0,9 %) der BlastX Ergebnisse konnte den Aquificae zugeordnet
werden, vor allem dem Organismus Aquifex aeolicus, der als hyperthermophiles
Bakterium bekannt ist.

Innerhalb der a-Proteobakterien konnten die meisten proteinkodierenden Gene

rhizobiellen Proteinen zugeordnet werden (Abb. 8, in griin dargestellt). Insbesondere
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wurden sehr viele Gene gefunden, die signifikante Ahnlichkeit zu Proteinen aus
Sinorhizobium meliloti und Mesorhizobium loti zeigten. In der Gruppe der o-
Proteobakterien waren ebenfalls 5,5 % der BlastX Treffer dem SiiBwasser-Organismus
Caulobacter crescentus sehr dhnlich. In der Gruppe der y-Proteobakterien (Abb. 8,
hellblau gekennzeichnet) wurden signifikante Ahnlichkeiten zu Vertretern der Ordnung
Pseudomonadales und Enterobacteriales, insbesondere zu Pseudomonas aeruginosa
und Escherichia coli gefunden. Vertreter der Gattung Pseudomonas sind als
Biofilmbildner bekannt. Unter den P-Proteobakterien wurden hauptsdchlich Proteine
mit Ahnlichkeiten zu den Burkholderiales identifiziert. Davon wurden 6,8 % der
proteinkodierenden Gene mit groBer Ahnlichkeit zu Proteinen des pflanzenpathogenen
Bakteriums Ralstonia solanacearum gefunden. In der Familie der Actinomycetales, die
in die Klasse der Actinobakterien gehort, und in Abbildung 8 in dunkelblau dargestellt
wurde, konnten aus dem Biofilm-Metagenom 3,4 % der offenen Leserahmen
Ahnlichkeiten zu Proteinen aus Streptomyces und 2,2 % der Art Mycobakterium

tuberculosis zugeordnet werden.
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Abb. 9: Statistische Verteilung der BlastX Ahnlichkeiten in die Bakterienordnungen A)
und Uber die Bakteriengattungen und -arten B).

In diese Auswertung wurden nur die Ordnungen aufgenommen, von denen mehr als 20 (2 %)
(A)) bzw. 10 Treffer (1 %) (B)) der 1.026 protein-kodierenden Sequenzen der Plasmid-
Genbank tiber den BlastX ermittelten werden konnten.

3.3 Aktivitatsbasierende Analyse des Biofilm-Metagenoms

3.3.1 Konstruktion von Cosmid-Banken

Die chromosomale DNA des Biofilm-Metagenoms wurde zur Konstruktion
einer Genbank in E. coli VCS257 eingesetzt, um diese auf Enzymaktivititen hin zu
untersuchen. Es wurde angestrebt, DNA-Fragmente mit einer GroBe von 20 — 35 kb in
den Cosmid-Vektor pWELS5 zu klonieren. Wie schon fiir das Anlegen der Plasmid-
Genbank wurde die genomische DNA des Biofilms zunichst mit dem Enzym Bsp1431
partiell verdaut (s. 2.4.5.2) und anschlieBend unter Verwendung des ,,QIAquick PCR
Purifikation Kit* (Fa. Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt und in
den zuvor mit BamHI verdauten Cosmid-Vektor pWEI1S5 ligiert (s. 2.4.5.4). Mit Hilfe
des Stratagene® Gigapack III Gold Packaging-Kits konnte die DNA in den Wirtsstamm
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E. coli VCS257 transduziert und eine Cosmid-Genbank mit ca. 1.600 Klonen erstellt
werden. Zur Kontrolle wurden 40 Cosmid-Klone mit Miniprep Methode (s. 2.4.4.2)
tiberpriift. Die GroBe der Inserts variierte zwischen 20 und 35 kb und die
Inserthiufigkeit lag bei 85 %.

3.3.2 Screening der Cosmid-Genbanken auf lipolytische Aktivitit

Die Analyse der Plasmid-Genbank hat gezeigt, dass 37 (8,1 %) der gefundenen
proteinkodierenden Gene bzw. Genfragmente vermutlich am Fettstoffwechsel beteiligt
sind. Es konnten 36 Genfragmente identifiziert werden (Tab. 10), die fiir mdgliche
Lipasen kodieren und 5 Genfragmente kodieren fiir potentielle Esterasen. Esterasen (EC
3.1.1.1) katalysieren die Hydrolyse von organischen Esterbindungen. Lipasen (EC
3.1.1.3) sind den Esterasen sehr dhnlich, unterscheiden sich aber hinsichtlich ihres
Substratspektrums. Esterasen spalten bevorzugt wasserlosliche, kurzkettige Substrate.
Die bevorzugten Substrate der Lipasen hingegen sind wasserunldsliche, langkettige
Triglyceride, die zu Di- bzw. Monoglyceriden, Fettsduren und Glycerin umgesetzt
werden. Da Esterasen und Lipasen als niitzliche Biokatalysatoren fiir die industrielle
Anwendung gelten und in dem Biofilm-Genom vermehrt Gene gefunden wurden, die
auf lipolytische Aktivititen hindeuten, wurde die Cosmid-Bank aus dem Biofilm-

Metagenom zunichst auf lipolytische Aktivitdten untersucht.

Abb. 10: Phénotyp eines positiven rekombinanten E. coli-Klons mit
lipolytischer Aktivitat auf Tributyrin Platten (eingerahmt dargestelit).



59 I11. Ergebnisse

Das Screening der Biofilm-Genbank wurde auf LB-Tributyrin-Agarplatten
durchgefiihrt. Rekombinante E. coli-Klone, die zur Hydrolyse des Tributyrins (1,2,3-
Tributyrylglycerol) in der Lage waren, konnten durch eine Aufklarung der Tributyrin-
Agarplatte um die Kolonie erkannt werden (Lawrence et al., 1967). Die ca. 1.600
Cosmid-Klone wurden dafiir von den Mikrotiterplatten auf LB-Agarplatten mit
Tributyrin (1 %) und Ampicillin als Selektivmarker iiberstempelt und bei 37 °C
inkubiert. Nach zwei bis finf Tagen wurden bei insgesamt sechs der 1.600 Cosmid-
Klone ein Aufklarung des Agars sichtbar. Diese Cosmid-Klone wurden mit pCosCS2-
A3, pCosCS5-ES5, pCosCS1-C5, pCosCS7-G4, pCosCS3-B1 und pCosCS3-BS§
bezeichnet (Tab. 11). Die InsertgroBe der Cosmide wurde mittels Restriktionsverdau
ermittelt. Dazu wurden die Cosmide isoliert (s. 2.4.4.2) und anschlieBend mit dem
Restriktionsenzym ECORI bei 37 °C fir 3-4 h verdaut (s. 2.4.5.1). Der
Restriktionsansatz wurde auf einem 0,8 %igem Agarosegel tiberpriift und die Grof3e der
Inserts anhand der Bandenmuster ermittelt. Die Klonierung und anschlieBende
Sequenzanalyse wurde beispielhaft an den drei ausgewdhlten Cosmiden pCosCS2-A3,

pCosCS5-ES und pCosCS1-C5 vorgenommen.

Tab. 11: Dargestellt sind die sechs lipolytischen Cosmide aus dem Trinkwasser-Biofilm
und ihre ermittelte Insert-GroRe.

Ebenfalls angegeben sind die Gene, denen die lipolytische Aktivitdit durch
Transposonmutagenese (s. 3.3.4) zugeordnet werden konnte.

Cosmid-Klon Insert-GroBe (kbp) Indentifizierte
lipolytischer ORF
pCosCS2-A3 17,571 estA3 (1191 bp)
(komplett sequenziert)

pCosCS5-ES 23 estE5 (1262 bp)
pCosCS1-C5 29 estC5 (960 bp)
pCosCS7-G4 25,3 -
pCosCS3-Bl1 27,5 -

pCosCS3-B8 26,7 -
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3.3.3 Klonierung von EcoRI-Fragmenten

Zur Identifizierung der lipolytischen ORFs, wurden die Inserts der Cosmid-
Klone mit dem Restriktionsenzym ECORI verdaut (s. 2.4.5.1) und in den Plasmid-Vektor
pTZ19R kloniert. Hierfiir wurden die drei Cosmide pCosCS2-A3, pCosCS5-E5 und
pCosCS1-C5 verwendet. Die Cosmid-DNA wurde isoliert und mit dem
Restriktionsenzym ECORI verdaut (s. 2.4.5.1). Die Inserts lieBen sich aus der multiplen
Klonierungsstelle des Cosmids herausschneiden. ECORI schnitt ebenfalls innerhalb der
inserierten DNA, wodurch die Fragmente verkleinert wurden. Die Restriktionsbanden
wurden aus dem Restriktionsansatz gereinigt und dephosphoryliert (s. 2.4.5.3) und
anschlieBend in den ebenfalls mit ECORI liniarisierten Plasmid-Vektor pTZ19R
subkloniert. Nach der Transformation in E. coli XL1-Blue wurden die Zellen auf LB-
Agarplatten mit Tributyrin (I %) und Chloramphenicol als Selektionsmarker
ausplattiert. Die Subklone, die ein DNA-Fragment mit dem entsprechenden Gen
enthielten, welches die lipolytische Aktivitdt bewirkte, konnten durch die Hofbildung
um die Kolonie identifiziert werden. Auf diese Weise war es moglich, den Bereich um
den entsprechenden ORF einzugrenzen. Aus jedem der drei Cosmide konnten aktive
EcoRI-Klone subkloniert werden. Die so entstandenen Plasmid-Klone wurden,

abgeleitet von den Cosmiden, mit pCS-A3, pCS-ES5 und pCS-C5 bezeichnet.

3.3.4 Identifizierung der lipolytischen ORFs mittels Transposonmutagenese

Die DNA der aktiven EcoRI-Klone pCS-A3, pCS-E5 und pCS-C5 wurde isoliert
(s. 2.4.4.3) und zur in vitro Transposonmutagenese eingesetzt (s. 2.4.9). Das Transposon
EZ::TN™ <KAN-2> der Firma Epicentre (Madison, Wisconsin) inseriert willkiirlich in
die Ziel-DNA. Der Ablauf der Mutagenese erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
Nach erneuter Transformation der mutierten Ziel-DNA in E. coli XL1-Blue Zellen (s.
2.5.1.2) konnten die Transformanten auf LB-Agarplatten mit Tributyrin (1 %) und dem
Selektivmaker Kanamycin durchmustert werden. Klone, die nach mehrtigiger
Inkubation bei 37 °C keine Aufklarung des Agars zeigten, hatten die Fahigkeit zur
Hydrolyse des Tributyrins verloren und wurden weiter analysiert. Fiir die ECORI-Klone
pCS-A3, pCS-E5 und pCS-C5 konnten inaktive Mutanten gefunden werden. Die
jeweiligen Insertionsorte des Transposons wurde mit Hilfe der bidirektionalen Primer
KAN-2 FP-1 Forward und KAN-2 RP-1 Reverse (Tab. 5) mittels Sequenzierung

identifiziert. Aus den so ermittelten Sequenzdaten konnten weitere Oligonukleotide
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abgeleitet, synthetisiert und fiir weitere Sequenzierungen eingesetzt werden. Uber das
sogenannte ,,primer walking“ war es moglich, die lipolytischen ORFs sowie ihre

benachbarten Gene zu identifizieren.

3.4 Sequenzanalyse der lipolytischen ORFs

3.4.1 Sequenzanalyse von pCS-A3/pCosCS2-A3

Neben der Sequenzierung des EcORI-Klons pCS-A3 wurde das Ursprungs-
Cosmid pCosCS2-A3 vollstindig sequenziert. Die Insertgrofle des Cosmids pCosCS2-
A3 betrug 17.571 bp, wovon 4.013 bp iliber den EcoRI-Klon abgedeckt wurden. Nach
Analyse der Sequenzdaten konnten unter Verwendung des im Internet verfiigbaren
Annotations Programms Artemis (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/) auf dem
Cosmid pCosCS2-A3 17 vollstindige offene Leserahmen identifiziert werden
(s.Abbxx). Die aus den Nukleotidsequenzen abgeleiteten Aminosduresequenzen der
offenen Leserahmen wurden mit den Sequenzen in den Datenbanken verglichen. Die
proteinkodierenden Gene wurden nach ihren hdchsten Ahnlichkeiten in verschiedene
Bakteriengruppen eingeteilt, wobei 14 der 17 identifizierten ORFs nach den hochsten
Proteindhnlichkeiten in die Klasse der o-Proteobakterien einzuordnen waren (s.
Abbxxx). Die drei abgeleiteten Proteinsequenzen der verbleibenden offenen

Leserahmen zeigten groe Ahnlichkeiten zu Proteinen der y-Proteobakterien.

DODEBCE DO @ Od <D

A3.01 A3.03 A3.05 A3.07 A3.09 A3.11 A3.13 A3.15 A3.17
A3.02 estA3 A3.06 A3.08 A3.10 A3.12 A3.14 A3.16
| | | | | | | | | |
0 kbp 2 kbp 4 kbp 6 kbp 8 kbp 10 kbp 12 kbp 14 kbp 16 kbp 18 kbp

Abb. 11: Schematische Darstellung der offenen Leserahmen des Cosmids pCosCS2-A3.

Die Pfeile stellen die offenen Leserahmen mit ihrer Transkriptionsrichtung dar. Die Farben stehen fiir die
jeweilige Gruppe, zu der die abgeleitete Proteinsequenz die hochsten Ahnlichkeiten ergab, Legende s.
Abb. 16. Der Bereich, der tiber den ECORI-Klon pCS-A3 ermittelt wurde, ist eingerahmt dargestellt.
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Tab. 12: Cosmid pCosCS2-A3

Offene Leserahmen (ORFs) und deren Ahnlichkeiten zu Proteinen in den Datenbanken. Der
Bereich der den EcoRI-Klon umfaf}t ist grau unterlegt.

ORF GroBe des Funktion, bester Treffer GenBank Nr. des  Alignment  Alignment %
potentiel- besten Treffers Region des Region Ahnlich
len OFRs (AA keit
Proteins (AA) Bereich/
(AA) gesamte
AA)
A3.001 359 Potentielle Aminoglycoside ZP_00095924.1 3-359 262- 76
Phosphotransferase 618/618
[Novosphingobium aromaticivorans]
A3.002 253 Oxidoreduktase, short-chain NP _421870.1 1-253 1-254/254 73

Dehydrogenase/Reductase family
[Caulobacter crescentus CB15]

A3.003 265 blr5444, potentielles Oxidoreduktase NP_772084.1 3-254 2-255/261 56
Protein [Bradyrhizobium japonicum]
EstA3 396 Beta-Laktamase Klasse C und andere ZP_00096236.1 4-394 7-405/410 54

Penicillin-binde-Proteine
[Rhodopseudomonas palustris]
A3.005 301 Permeases of the drug/metabolite ZP_00096544.1 5-298 4-296/296 50
transporter (DMT) superfamily
[Novosphingobium aromaticivorans]

A3.006 171 konserviertes hypothetisches Protein, NP_420120.1 45-170 45-170/172 33
mogliches Transmembran (NP_385993.1])
Signalpeptide Protein
[Caulobacter crescentus CB15]

A3.007 153 Thiol-Disulfide Isomerase und ZP_00038739.1 20-152 20-147/154 29
Thioredoxine [Xylella fastidiosa
Dixon]

A3.008 108 Histon Acetyltransferase HPA2 und ZP_00096541.1 4-105 20-152/167 82

verwandte Acetyltransferase
[Novosphingobium aromaticivorans]

A3.009 379 Enzym des Deoxyxylulose Pathways ZP_00096554.1 1-365 21-385/394 87
der Isoprenoid Biosynthese
[Novosphingobium aromaticivorans]

A3.010 343 Asparaginase NP_635624.1 43-343 2-309/311 52
[Xanthomonas campestris pv.
campestris str. ATCC 33913]

A3.011 147 Hypothetisches Protein ZP_00095531.1 1-147 1-143/144 51
[Novosphingobium aromaticivorans]

A3.012 91 Hypothetisches Protein ZP_00095820.1 6-89 18-97/100 43
[Novosphingobium aromaticivorans]

A3.013 302 MembranproteaseUntereinheiten, ZP_00095818.1 13-207 107- 80
Stomatin/Prohibitin Homologe 301/302
[Novosphingobium aromaticivorans]

A3.014 303 Haloalkane Dehalogenase At Ph 5.0 pdb|1B6G 3-301 2-308/310 53
chloridhaltig
[Xanthobacter autotrophicus]

A3.015 197 Transkriptionsregulator ZP_00010490.1 7-196 16-199/199 35
[Rhodopseudomonas palustris]

A3.016 677 Peptidyl-Dipeptidase Dcp NP_422496.1 52-720 1-672/677 51
[Caulobacter crescentus CB15]

A3.017 326 Hypothetisches Protein ZP_00093589.1 21-312 7-316 34

[Novosphingobium aromaticivorans]

Fir das Gen, das durch Transposonmutagenese ermittelt wurde und die
lipolytische Aktivitdt bewirkte, konnte ein Leserahmen ermittelt werden, dessen
abgeleitete Aminosiuresequenz eine signifikante Ahnlichkeit zu einer B-Laktamase aus
Rhodopseudomonas palustris zeigte (Identitit 54 %; Ahnlichkeit 68 %) (Tab. 12).
Aufgrund der lipolytischen Aktivitét, die durch dieses Enzym bewirkt wurde, wurde das

potentielle Gen mit estA3 bezeichnet. Bei den offenen Leserahmen, die estA3 umgeben,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23109752&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16127306&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=27380555&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23110074&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23110388&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16125556&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=15965640&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=22994227&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23110385&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23110398&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=21229707&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23109345&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23109646&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23109644&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=05821806&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=22962884&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=16127932&dopt=GenPept
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=23107293&dopt=GenPept
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handelt es sich stromabwirts um ein proteinkodierendes Gen mit einer Ahnlichkeit von
56 % zu einer potentiellen Oxidoreduktase aus Bradyrhizobium japonicum und
stromaufwérts um eine Permease bzw. einen Metabolit-Transporter aus
Novosphingobium aromaticivorans, zu der das Genprodukt von estA3 eine Ahnlichkeit
von 50 % zeigt. In Tabelle 12 sind die 17 potentiellen Gene mit ihren Ahnlichkeiten
aufgelistet. Der Bereich, der dem EcCoRI-Klon pCS-A3 entspricht, ist grau unterlegt.

Fiir estA3 konnte ein offener Leserahmen von 1.191 bp ermittelt werden, der
einem Protein von 396 Aminosédure und einer kalkulierten Molekularmasse von 43.270
Da entspricht. In Abbildung 12 ist die DNA-Sequenz mit der abgeleiteten
Aminosduresequenz dargestellt. In der Aminosduresequenz von EstA3 findet man nicht
die fiir die meisten Esterasen und Lipasen typischen Konsensus-Sequenzen, die das
aktive Serin umgeben, wie z. B. Gly-X-Ser-X-Gly (Petersen und Drablos, 1994) oder
Gly-Asp-Ser-Leu (Upton und Buckley, 1995). Vielmehr findet man das fiir B-
Laktamasen der Klasse C typische konservierte Motiv Ser-X-X-Lys (Abb. 12). Nach
der Klassifizierung von Arpigny und Jager (1999), die die bakteriellen Esterasen und
Lipasen nach ihren konservierten Doménen und den biologischen Eigenschaften in acht

Gruppen eingeteilt haben, lief sich EstA3 demnach in die Familie VIII einteilen.

1751 gttgacggcg gcctttcaag ctcgcatcca gtaacccgcc aattgacagg
1801 acaaaccgcg gtatgagcgc cgaagaacta gggttcctgc ccgaccgcct
M S A E E L G F L P D R

S>> e EStA3. .. .. >

1851 agcgcggatc agcgatcata tccagaccaa ctatctcgac aatggcaagc
L A R 1 S D H I Q T N Y L D N G K

> e e EStA3 . L. i >

1901 tgccttttgc gtcgctgctg atcggtcgcg gcgacgacat cgccctgcaa

L P F A S L L I G R G D D I A L Q

> e e eeaaaaa EStA3. o . io.. >

1951 tggagttcgg gcgtcgccga cgatgctatt ccgcattg catcgatgac
W S S G V A D D A 1 F R 1 A S M

> e e EStA3. . |l >

2001 [caaaccggtc acctcggttg cgttcatgca actggtcgaa ¢agggcaaag
T K PV T SV A FM QL V E]|]Q G K

> e EStA3. .. >
2051 tcgccctgac cgacccggtc gccaagtata tccccgaatt tgccaagctc

vV AL T D PV A K'Y I P E F A K L

> e e aeaaaa EStA3. L. >

2101 ggcgttttcg ttgccggcgg cggcaatata ccctttgtca gtcgcccgcec
G VF VA G G G N I P F V S R P
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2151 gacaatgccg atgcggattg tcgatgtgtt gcggcacaca acgggtttta

P T M P M R 1 V D V L R H T T G F
> e EStA3. .. >
2201 cctatagctt tcaggaacga agcaacatcg acgcggccta ccggaagacc
T Y S F Q E R S N 1 D AAA Y R K T
> e e aeeaaaa EStA3. L. >
2251 gatgtcgaga gctggacaag aagcacgtca cagagcttca tcgacacgct
DV E S wW T R S T S Q S F I D T
> e e EStA3. ..o .. >

2301 ggctgaaatc ccgctcgagt tcgaccctgg cacgcagtgg aattattcgg

L A E 1 P L E F D P G T Q W N Y S
> e e EStA3. .. oL >
2351 tttcgaccga tgtattgggc atattgatcg agcgaatcag cgggcaatcg
vV S T D V L G I L 1 E R 1 S G Q S
> e e EStA3. o . io-. >
2401 cttcctgact atttccgcga ccatatcttc gcgccgctcg ggatggtcga
L P D Y F R DHI F A PL G MYV
> e e EStA3. .. i >
2451 cacgtgcttt accgttcccg ccgacaaggc agcgcgaatc ccgcaatgct
b T CF TV P A DK A AR I P Q C
> e EStA3. .. . >

2501 ttgccttcga cccggcaacc aaaatgaaat tgttcgatga agctggcgca
F AF D P AT K M K L F D E A G A

2551 agtagcctgt ggaccaaagg ctggtcgttc aattcaggcg gaggcgggct
S S L W T K G W S F N S G G G G

2601 ggcttcgagc gtcgcggatt atcaccggtt ctgccggatg ctgctgaacg
L A S S V A D Y H R F C R M L L N

> e e EStA3. .. >
2651 gcggcgcact tgacggtatc cagatcatca gcccgaaaac actcgaactg

G G A L D G 1 Q I 1 S P K T L E L

> e aaaaaa EStA3. L. >

2701 atgaccgcca accatttacc gggcgggcaa gacctcacgc aaatgtcgaa
M T A N H L P G G Q DL T Q M S

> e e e e EStA3 . L. i >
2751 atccttgttc agcgaggccg aaatggcggg catcggcttt ggcctgggtt

K S L F S E A E M A G I G F G L G

> e EStA3. ..o L. >

2801 ttgccaccac gatcgatagc gtagcgacgc tcaccccatg ctctacgggc
F A T T I D S vV A T L T P C S T G

2851 gatttttact ggggcggcat gtattcgacc gcgttcttcg tcgatccggt
D F Y W G G MY S T A F F V D P

2901 cgaggatatc atcatgatct ttatgactca attgatgccg tcgagcacct
V. E D 1 I M 1 FM T QL M P S ST
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2951 atccggtgcg gcgcgaaatc aagacgatga tctacagcgc gctcgccgcec
Yy PV RRE 1T K TWM 1 Y S A L A A

3001 taaa

Abb. 12: DNA- und Aminosaresequenz von estA3.

Dargestellt ist die DNA-Sequenz von estA3. Die aus dem estA3-Gen abgeleitete Aminosduresequenz ist
im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Eine mdgliche Shine-Dalgarno-Sequenz ist unterstrichen und das
Start- sowie das Stopkodon kursiv und fett gedruckt dargestellt. Das fiir B-Laktamasen typische
konservierte Motiv des Proteins ist ist eingerahmt.

3.4.2 Sequenzanalyse von pCS-E5

Auf dem EcoRI-Klon pCS-E5 wurde ein 3.441 bp langes Fragment
sequenziert. Mittels Transposonmutagenese konnte auf diesem Klon ein 1.262 bp
groler offener Leserahmen identifiziert werden, dem die lipolytische Aktivitit
zugeordnet werden konnte. Das Gen kodiert fiir 420 Aminoséduren mit einer daraus
abgeleiteten Molekularmasse von 44.967 Da. Die abgeleitete Aminosduresequenz zeigt
im Proteinabgleich signifikante Ahnlichkeit (Identitit 57 %, Ahnlichkeit 73 %) zu einer
D-Alanyl-D-Alanin Carboxypeptidase bzw. einem Penicillin-Binde-Protein aus
Polaromonas sp. JS666. Der identifizierte ORF wurde aufgrund seiner lipolytischen
Aktivitdt mit eStE5 bezeichnet. Wie fiir EstA3 konnten auch in der abgeleiteten
Aminosduresequenz von EstE5 keine klassische Esterase bzw. Lipase Konsensus-
Sequenzen gefunden werden. Vielmehr fand man auch hier das fiir 3-Laktamasen der
Klasse C typische konservierte Motiv Ser-X-X-Lys (Abb.13). Stromaufwérts von estE5
konnten zwei weitere offene Leserahmen identifiziert werden (Abb. 14). Das Gen ¢5001
umfaflt einen DNA-Bereich von 642 bp und kodierte fiir ein Protein von 213
Aminosduren. E5001 zeigt signifikante Ahnlichkeiten zu einem potentiellen
Transmembran-Protein aus Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (Identitit 37 %,
Ahnlichkeit 53 %). Der ORF, der stromaufwirts an €5001 angrenzte wurde mit e5002
bezeichnet und kodiert fiir 242 Aminosiuren. E5002 weist Ahnlichkeiten (Identitit 47
%, Ahnlichkeit 58 %) zu einem vermutlich inaktiven homologen Protein einer metall-
abhéngigen Protease aus Polaromonas sp. JS666 auf. Stromabwiérts von estE5 konnte
kein weiteres komplettes Gen sequenziert werden, da an dieser Stelle sowohl auf dem
Plasmid, als auch auf dem Cosmid der Vektor folgt. In Abbildung 13 sind die drei

moglichen Leserahmen mit ihrer Orientierung angegeben. Die abgeleiteten
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Aminosduresequenzen der

drei

identifizierten Leserahmen zeigen

Ahnlichkeiten zu Proteinen der B-Proteobakterien.

2001
2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

cgggggatta
ctccctgccc

ccttcgegec
S F A

ctggcgcttc
L A L

gcccgaggtg
P P E V

tctcggtget
L S V

ctggcgcacc
L A H

thgnggCC
atgttgtccy
M L S

ttcgcggcegce
P S R R

ccggegcecca
P G A

gaggccgege
E A A

ggtggtcgac
L VvV V D

gcgcccaggt
R A Q

gggcaggccg
tacgcctgtt

V. R L

cttgccgcecc
L A A

L S R

A Q G

tgccggtggt
gacctgtctg
L T C L

cgctggecgt
P L A

cccaccccct
P T P

gcgcctgecg
A R L P

gtgcgcggcea
G A R

gggcgataga
ccccagcecat
P Q P

gctgtggtgce
vV L W C

cgccecctgec
S P L

cgcgaggege
R E A

ggcgcctcgg
Q A P R

signifikante

gcccaggaac
M N

ccggcectcgg
P A S

tgatgaagct
V M K

....................... EStES. . .. Ll

ggtcaccacc
L v T T

tatgcggcgce
Y A A

tcgaccagct
L D Q

cggcccggec
LIG P A

acacccccgt
N T P

aacgtctaca
N VY

gtggctgctg
L w L L

gcgacatcgt
G D 1

ggcagctttg
G S F

actgctggtg
A L L V

ccgcaggcct
A A G

ctacgtgcag
VY V Q

tccagggcca
1 Q G

ctgcgecgec
L R R

gctcgaccgce
V L D R

acaacgagcc
D N E

aactacaagt
N Y K

ggctcgcatc
L A R 1

G T V

Q G D P

L Q G

T A F

P L R P

cagtacgacc
Q Y D

aggacggcag
Q D G

aagctggtga
K L V

gggcatccag
Q G 1 Q

acgtgcccga
D V P

tacaacgcct
Y N A

gaccttcgtg
M T F V

cgccgatgge
P P M

tatgcctgga
Y A W

cctgegegge
S L R G

tggaacggct
M E R

gtcatcgtgg
v 1V

gcaggacccc
E Q D P

cgcccgatgce
S P D

ccggacgtgg
P D V

cggcgtgcag
A G V Q
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2751 cgccaggctt ccgtggcgct ggccgcccce ggggcggact gcggcgactg
R Q A S V A L A AP G A D C G D
> e e e EstES. ..o .. >
2801 gcgcggcgcec ctgcgegectg agcectttccga cccggcgegce attgcecttcce
W R G A L R A E L S D P A R I A F
> e e EStES. ..ol >
2851 agggcgtgtt cccggccaac tgcggcgagc gcgtgtggcc catcgcgccg
Q G V F P A N C G E R V. W P 1 A P
> e e e EStES. i i >
2901 gccgatccge gcggectttgec ggcgcgcgcg gtggagggca tgtggcgcga
A D P R 6 F A AR A V E G M W R
> e e e EstES. .. ol >
2951 gttgggcggc aagctcacgg gcagcgtgcg cgacggcaag gtgccggccg
E L G G K L T GG SV R DGIK V P A
> e e EStES. .. oL >
3001 ggctcaaacc cgccttcatg gccacctcgc ccgcgctggc cgaggtggtg
G L K P A F M A T S P AL A E V V
> e e EstES. ..o il.. >
3051 cgcgacgtca acaagtacag caacaacgtc atggcgcagc aggtgttcct
R DV NKY S NNV M AQ Q V F
> e e EStES. .. oL >
3101 cacgctggcg ctggggaaca agggcgcgcc tgccacgttc gatggtgcac
L T L A L G N K G A P A T F D G A
> e e aaaaaaaan EStES. oo >
3151 gcgacgcctt gcgccgctgg tggcaactgc gctttggcga taccgaccag
R D A L R R W W Q L R F G D T D Q
> e e EstES. .. o oL >
3201 cccgtggecg acaacggcgc cggcctctcc cgcgatgcgc gcatcaccgc
P VvV A-.DNG A G L S R DA R I T
> e e EstES. ..o il.. >
3251 gcagggcctg gggcgcatgc tgcaatcggc ctgggcctcg ccggtgatge
A Q G L G R M L Q S A W A S P V M
> e e EstES. ..o oL >
3301 cccgagctgg atcgcggect tga
P R A G S R P -
> e EStES5. ... .... >>

Abb. 13: DNA- und Aminosaresequenz von estE5.

Dargestellt ist die DNA-Sequenz von estES. Die aus dem estE5-Gen abgeleitete Aminoséuresequenz ist
im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Eine mdgliche Shine-Dalgarno-Sequenz ist unterstrichen und das
Start- sowie das Stopkodon kursiv und fett gedruckt dargestellt. Das konservierte Motiv des Proteins,
welches fiir B-Laktamasen typisch ist, ist eingerahmt.
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] >

e5002 e5001 estES

| | | |
0 kbp 1 kbp 2 kbp 3 kbp

Abb. 14: Schematische Darstellung der offenen Leserahmen des
EcoRI-Klons pCS-E5.

Die Pfeile stellen die offenen Leserahmen mit ihrer
Transkriptionsrichtung dar. Die Farben stehen fiir die jeweilige
Gruppe, zu der die abgeleitete Proteinsequenz die hochsten
Ahnlichkeiten ergab, Legende s. Abb. 16.

Tab. 13: Benachbarte Gene von estE5.

Dargestellt sind drei auf dem Klon pCS-E5 identifizierte offene Leserahmen (ORFs) und deren
Ahnlichkeiten zu Proteinen in den Datenbanken

ORF Grofe Funktion, bester Treffer GenBank Alignment Alignment %
des Accession Nr. Region Region (AA  Ahnlich
potentiell des besten des OFRs Bereich/ keit
en Treffers (AA) gesamte AA)
Proteins
(AA)
E5002 242 Inaktives =~ Homolog  einer ZP 00365020 11-241 8-255/260 47
metall-abhingigen Protease,
potentielles Chaperon
[Polaromonas sp. JS666]
E5001 332 potentielles Transmembran- AAQ57741 91-311 70-284/302 35
protein [Chromobacterium
violaceum ATCC 12472]
estE5S 417 D-Alanyl-D-Alanin ZP_00365019 31-414 14-413/496 57

Carboxypeptidase  (Penicillin-
Binde Protein 4) [Polaromonas
sp. JS666]

3.4.3 Sequenzanalyse von pCS-C5

Auf dem EcoRI-Klon pCS-C5 wurde ein 2.866 bp langes Fragment sequenziert,
um den Bereich des potentiellen lipolytischen ORFs und seiner benachbarten Gene
abzudecken. Durch die Transposonmutagenese konnte ein 960 bp grofBer offener
Leserahmen identifiziert werden. Das mutmaBliche Gen kodiert fiir 319 Aminoséduren
mit einer kalkulierten Molekularmasse von 35.036 Da. Der potentielle offene
Leserahmen ist in Abbildung 15 dargestellt. Die daraus abgeleitete Aminosduresequenz
zeigt im Proteinabgleich signifikante Ahnlichkeit zu einer Esterase/Lipase aus
Magnetospirillum magnetotacticum (Identitéit 40 %, Ahnlichkeit 50 %). Aufgrund der

Sequenzéhnlichkeit zu einer Esterase und der nachgewiesenen Aktivitdt auf Tributyrin-
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Testplatten wurde der ORF mit estC5 bezeichnet. Im Gegensatz zu EstA3 und EstES
beinhaltet EstC5 das fiir Esterasen und Lipasen typische konservierte Motiv Gly-X-Ser-
X-Gly (Petersen und Drablos, 1994). In Abbildung 16 ist estC5 in seiner Orientierung
zu den benachbarten Genen dargestellt. Stromaufwirts von estC5 konnte ein 828 bp
grofBer offener Leserahmen identifiziert (c5001) werden, der fiir ein Protein mit einer
Molekularmasse von 29.218 Da kodiert und Ahnlichkeiten (Identitit 54 %, Ahnlichkeit
71 %) zu einer potentiellen short-chain Dehydrogenase aus Acinetobacter sp. ADP1
zeigt. Der mutmaBliche ORF der stromaufwérts von estC5 identifiziert werden konnte
und mit 5002 bezeichnet wurde, befand sich nicht vollstdndig auf dem sequenzierten
Plasmid-Klon pCS-C5. Die abgeleitete Aminosduresequenz aus den 860 sequenzierten
bp, die auf dem Plasmid identifiziert werden konnten, weisen auf ein mogliches

Flavoprotein hin, welches am K'-Transport in Burkholderia cepacia R1808 beteiligt ist.

1001 ccgtcggcga gacctatcgc ctgctggcca actgaatccg ggagaccccc
1051 atggcgtcac ttgctgcaaa aatcatcaag cccctgttcc gcgctatcat
M A S L A A K 1 1 K P L F R A 1
> e eaaaaaaan EStCh. i >
1101 gaagcgcgac attcaggacc ctgatcatct ggtccgtcat ttacgcaggg
M K R D I Q D P D H L V R H L R R
> e e EstC5. .. oo >
1151 tcatgaatgc cccgctgatg ccctcccaaa taccccgtgg cgtcagcctg
V. M N A P L M P S Q I P R G V S L
> e e EstC5. .. oo .. >
1201 cgcaatggac gcgtggccga tgttcctggc cagtggatga gcaccgtcaa
R N G R V A D V P G Q W M S T V
> e e eeeeaaa EstC5. ..o il.. >
1251 tcctgtggcg accgtgctgt tcctccatgg aggagcgttc gtcgggggtc
N P V A T V L F L H G G AAF V G G
> e e EstC5. ... >
1301 gtctcgatac ctatcaccat ttctgcggca cgctggcaaa agcactcaat
R L D T Y H H F C G T L A K A L N
> e e EStC5. .. i >
1351 gcccgtgttt ttctcgcaga ttatcgactg gcaccggaac accctttccc
A R V F L A DY R L A P E H P F
> e e EstC5. .. oo >
1401 ggcggcaacc gatgatgcct ttgctgtata tagcgccttg attaaagaat
P A A T D D A F AV Y S A L I K E
> e e EstC5. .. oo >
1451 ccttgccact agtggtggct ggcgattccg ctggcgdaaa tctgactctg
S L P L vV A |G DS A G |G N L T L
> e EstC5. ... >
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1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

gcgacgttge
A T L

agtggccatt
AV A 1

atgcgaataa
D A N

gccaccagaa
A T R

cccgacgcag
S P T Q

gtgaagagga
S E E

cgccgtgcga
R R A

cgtctggcca
H VvV W P

gcaaaatagt
R K 1

gatctgcatc
D L H

tgttgcatga
AV A -
>_EstC5.>>

tgcgtgcccg
L R A

tcacccggceg
S P G

tgacagcgac
N D S D

tctacctgca
I Y L

ggtgactatc
G DY

atgcctgcge
E C L R

gcgtgecggt
S VP

attttcctge
1 F L

ccgatttatg
V R F M

atcttgcccg
H L A

cgacgagcaa
R D E Q

A D A

P M L

Q G L

D D S

cacgctgtta

vV T L L

L L L

atccagtgca
R S S A

Abb. 15: DNA- und Aminosauresequenz von estC5

cagctcatgc
Q L M

cgggaagctg
T G K L

cgcgggtgat
S RV

ccgttccatc
P F H

accgttgatg
P P L M

atgtcgttgc
Y V V

tcacgacagg
S R Q

agaagcccgt
P E A R

tggataatca
L D N

tcaccgacca
S P T

cagtgtgcgc
P VvV C

atgtccaggg
M S R

gattgatggc
M I D G

cctacgcgtc
P Y A

ctgacggtaa
L T V

agaacaagct
A E Q A

acatgccgca
D M P

caggacacac
Q D T

acggcataac
Q R H N

cgcaggaggc
T Q E

Dargestellt ist die DNA-Sequenz von estC5. Die aus dem estC5-Gen abgeleitete
Aminosduresequenz ist im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Eine mdgliche Shine-
Dalgarno-Sequenz ist unterstrichen und das Start- sowie das Stopkodon kursiv und fett
gedruckt dargestellt. Das fiir Esterasen typische konservierte Motiv des Proteins ist
eingerahmt.
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| > | > 7 > O aipha-Proteobakterien

[ beta-Proteobakterien
€5001 estCs €5002 ] gamma-Proteobakterien

| | | |
0 kbp 1 kbp 2kbp 3 kbp

Abb. 16: Schematische Darstellung der offenen Leserahmen des EcoRI-Klons
pCS-Cs.

Die Pfeile stellen die offenen Leserahmen mit ihrer Transkriptionsrichtung dar.
Die Farben stehen fiir die jeweilige Klasse zu der die abgeleitete Proteinsequenz
die hochsten Ahnlichkeiten ergab.

Tab. 14: Benachbarte Gene von estC5

Offene Leserahmen (ORFs) und deren Ahnlichkeiten von estC5 und seinen benachbarten
Genen.

ORF Grofle Funktion, bester Treffer GenBank Alignment Alignment %
des Accession Nr. Region Region (AA  Ahnlich
potentiell des besten des OFRs Bereich/ keit
en Treffers (AA) gesamte AA)
Proteins
(AA)
C5001 275 Mogliche short-chain  YP_046395 8-273 11-274/275 54
Dehydrogenase [Acinetobacter
sp. ADP1]
estC5 319 Esterase/Lipase ZP_ 00052730 28-281 31-293/319 40

[Magnetospirillum
magnetotacticum]
C5002 - Potentielles Flavoprotein, ZP_00222306 39-246 34-241/816 50
beteiligt am  K+-Transport
[Burkholderia cepacia R1808]

3.5 Klonierung der Metagenom-Esterase EstA3

3.5.1 Konstruktion von pCS-EstA3

Fir weitere Untersuchungen von EstA3 wurde das Gen estA3 in den
Expressionsvektor pET24c¢ (Fa. Novagen, Madison, USA) kloniert, um es mittels des C-
terminalen His-Tags aufreinigen zu konnen. Die klonierten Zielgene stehen unter der
Kontrolle eines starken T7-Promotors und konnen mit IPTG induziert werden. Der
offene Leserahmen fiir estA3 ist in Abbildung 12 dargestellt. Uber PCR wurde das Gen
amplifiziert. Verwendet wurden hierfiir die Primer EstA3-for und EstA3-rev (Tab. 15).
Dem Primer EstA3-for wurde am 5’-Ende eine BamHI-Schnittstelle angefiigt und dem
Primer EstA3-rev eine HindIII-Schnittstelle, desweiteren wurde der Primer EstA3-rev

so ausgewdhlt, dass das Stop-Codon von estA3 nicht amplifiziert wurde. Die PCR



72 I11. Ergebnisse

wurde mit einer annealing Temperatur von 58 °C durchgefiihrt (s. 2.4.6), verwendet
wurde die Tag-Polymerase, da fiir eine anschlieBende Klonierung in einen
Zwischenvektor, den pDrive Vektor von Qiagen (Hilden), A-Uberhinge an den Enden
des PCR-Produktes benétigt wurden. Als template diente das Cosmid pCosCS2-A3.
Das PCR-Prudukt entsprach der erwarteten Grole von ca. 1.200 bp (s. 3.4.1). Das
amplifizierte DNA-Fragment wurde aus dem PCR-Ansatz gereinigt (s. 2.4.6) und zur
Klonierung in den pDrive Vektor eingesetzt (s. 2.4.8).

Tab. 15: Verwendete Primer zur Amplifikation von estA3. Schnittstellen sind
unterstrichen

Bezeichnung Sequenz Schnittstelle Tm [°C]

EstA3-for 5“GCG _GAT CCA TGA GCG CCG AAG AAC BamHI 72,3
TAG GG-3’

EstA3-rev 5’-CGA_AGC TTG GCG GCG AGC GCG CTG HindIII 72,7
TA-3°

Nach der Ligation des PCR Produktes von estA3, erfolgte eine Transformation in E. coli
XL1-Blue. Die Transformanten wurden auf LB-Agarplatten mit Ampicillin sowie IPTG
und X-Gal ausplattiert. Die Plasmide einiger Klone wurden mittels alkalischer Lyse
isoliert (s. 2.4.4.2) und mit den Restriktionsenzymen HindIIl und BamHI iiberpriift.
Positive Klone wurden nochmals auf LB-Platten, die zusdtzlich zu Ampicillin als
Selektionsmarker Tributyrin (1 %) enthielten, auf die Fahigkeit zur Hydrolyse des
Tributyrins getestet. Der positive Klon mit dem weitergearbeitet werden konnte, erhielt
die Bezeichnung pDrive::EstA3. Zur weiteren Klonierung in den Expressionsvektor
pET24c¢ wurde der positive pDrive::EstA3-Klon nochmals mit den Restriktionsenzymen
BamHI und Hindlll verdaut. Die Bande von ca. 1.200 bp wurde, nach der
elektrophoretischen Auftrennung in einem 0,8 %igen Agarosegel iiberpriift, aus diesem
isoliert und in den ebenfalls zuvor mit BamHI und HindIIl liniarisierten
Expressionsvektor pET24c ligiert. Da pET24c keine Blau/Weifl Selektion mdglich
machte, wurden Klone nach einer Elektroporation (s. 2.5.2.2) in den E. coli Wirtsstamm
BL21(DE3) auf LB-Agarplatten mit Kanamycin als Selektionsmarker und Tributyrin (1
%) ausplattiert. Die Platten enthielten ebenfalls IPTG, um die Expression von estA3 zu
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BamHI Clal Xhol Clal EcoRV  Hindlll

L e ———— |

estA3

estA3 PCR (1206)

/ pDrive

Pstl 5015

Clal 1006
EcoRV 1099
Hindlll 1195
Hindlll 1218
Xhol 1224
Nhel1235
Xbal 1241

Sacl 1265
Notl 1271

~wopDriveEstA3o0”
5053 bps lacz 1

Xmal 3369
Smal 3369

Clal 3187

pET24c

BamHI; HindIII
A Hind1Il

/
o0 pCS EstA3

6477 bps .,

f1 origin
Psil 1739

4000
/7

Bgll 4550

Pvul 2313

Smal 2438
Xmal 2438
Clal 2620

Sapl 3634

Abb. 17: Klonierungsschema des estA3-Gens in den Expressionsvektor pET24c
Das estA3-Gen, das fiir die lipolytische Aktivitét kodiert, ist in schwarz gekennzeichnet.
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induzieren. Transformanten, die eine Hofbildung um die Kolonie zeigten wurden
mittels Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und HindIIl abermals auf das
Vorhandensein des estA3-Gens iiberpriift. Der positive Klon, mit dem im Folgenden

weitergearbeitet wurde, erhielt die Bezeichnung pCS-EstA3 (Abb. 17).

3.5.2 Aufreinigung von EstA3 iiber Protino® Ni 2000 prepacked Siulen

Die Anzucht von pCS-EstA3 erfolgte in 2 1 fliissig Kulturen LB-Medium unter
Zugabe von Kanamycin als Selektionsmarker. Die Hauptkulturen wurden 1 %ig mit
Ubernachtkulturen angeimpft und bei einer ODsos von 0,5-0,6 mit IPTG induziert (0,1
mM Endkonzentration). Die Kulturen wurden bei 37 °C bzw. 30 °C inkubiert. Die
Kultur, mit einer Inkubationstemperatur von 37 °C, wurde nach 4-5 Stunden geerntet,
die 30 °C Kultur wurde tliber Nacht (ca. 16 h) inkubiert und die Zellen anschlieend
geerntet. Der Aufschluss erfolgte mit der French Press (s. 2.7.1) und nach dem
Aufreinigungsprotokoll der Firma Machery und Nagel zur anschlieBenden Aufreinigung
von EstA3 mittels Kit (s. 2.8). Das Volumen des nach der Zellernte und — aufschluss
erhaltenen Rohextrakts betrug fiir die Anzucht bei 37 °C 9 ml mit einer
Proteinkonzentration von 44,2 mg/ml und fiir die Anzucht bei 30 °C ein Volumen von
10 ml bei einer Proteinendkonzentration von 44,6 mg/ml. Eine signifikante
Uberexpression von EstA3 lieB sich sowohl bei der Anzucht bei 37 °C, als auch bei der
Anzucht bei 30 °C im SDS-PAGE nicht detektieren. Der Einsatz unterschiedlicher
Konzentrationen des Induktors IPTG fiihrte ebenfalls zu keiner sichtbaren
Uberexpression des Proteins. Es zeigte sich jedoch, dass durch die Aufreinigung iiber
die Protino® Ni 2000 prepacked Saulen, sowohl bei der Anzucht bei 37 °C, als auch bei
30 °C die Aufreinigung eines Proteins von ca. 43 kDa iiber das Histidin-Tag stattfand
(Abb. 18). Die Induktion bei 30 °C iiber Nacht ergab in einem Endvolumen von 9 ml 7
mg Protein und bei Induktion bei 37 °C 4,2 mg Protein. In Abbildung 18 ist die Anzucht
und die Aufreinigung bei 30 °C wiedergegeben, die ebenfalls der Aufreinigung bei 37
°C entsprach. Weitere Aufreinigungen wurden bei 30 °C durchgefiihrt. Die Abbildung
18 zeigt, dass zwischen der Spur 1, in der der Rohextrakt vor der Induktion aufgetragen
wurde, und der Spur 2, in der der Rohextrakt nach der Induktion aufgetragen wurde,
keine sichtbare Uberexpression eines Proteins bei 43 kDa zu erkennen war. In Spur 3, in
der die gepoolten Eluate nach der Aufreinigung iiber die Protino® Ni 2000 prepacked

Saulen aufgetragen wurden, ist jedoch ein der GroBe von EstA3 entsprechendes Protein
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erkennbar. Zur Gréflenbestimmung und weiteren Aufreinigung von EstA3 wurde eine

Reinigung iiber die Gelfiltrationssdule Superdex 200 prep grade angeschlossen.

[kDa]

— 205

— 116
— 97

— 66

Abb 18: Expression und Aufreiniung von EstA3 (10 % SDS-PAGE).

Spur 1: Rohextrakt vor Induktion (aufgetragenes Protein, 15 pg); Spur 2: Rohextrakt nach
Induktion mit 0,1 mM IPTG (Endkonzentration) (aufgetragenes Protein, 12 pg); Spur 3:
EstA3 nach Aufreinigung iiber Protino® Ni 2000 prepacked Saulen (aufgetragenes Protein, 5
ng); Spur 4: EstA3 nach Gelfiltration (aufgetragenes Protein, 2 pg); M: HMW-Marker

3.5.3 Aufreinigung von EstA3 tiber die Superdex 200 prep grade

Nach der Aufreinigung von EstA3 iiber Protino® Ni 2000 prepacked Séulen
wurden die gepoolten Eluate zunéchst eingeengt, da es bei einer Auftrennung iiber eine
Gelfiltrationssdule ratsam war, ein moglichst kleines Volumen einzusetzten, was eine
scharfe Trennung der Proteine bewirkte. Dies erfolgte unter Verwendung der Amicon®
Ultra-15 Zentrifugal Filter der Firma Millipore (Billerica, Mass., USA). In einer
Eppendorf Zentrifuge des Typs 5804R unter Verwendung eines A-4-44 Rotors wurde
das Protein bei 4 °C und 3.000 Upm auf ein Volumen von 1 ml mit einer Proteinmenge
von 6,4 mg eingeengt. Proteine, die kleiner als 10 kDa waren, wurden dabei
ausgeschlossen. Im Anschlul an die Einengung des Proteins wurde eine Dialyse
durchgefiihrt, um {tberfliissige Salze zu entfernen. Das verbleibende Protein wurde

anschlieBend mittels préaparativer Gelfitration iiber die Superdex 200 prep grade
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aufgetrennt. Die Kalibrierung der Séule mit sechs Eichproteinen fand unter identischen
Bedingungen statt. In Abbildung 19 ist die mit den Kalibrierungsdaten erstellte
Regressionsgerade fiir die préparative Aufreinigung von EstA3 wiedergegeben. Das

Elutionsvolumen fiir EstA3 konnte bei 62 ml ermittelt werden (Abb. 20). Mit Hilfe der

Parameter:
Medium : Superdex 200 prep grade
Saule : HiLoad 16/60
Saulenvolumen 1121 ml
Laufmittel : 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl
FluBrate : 1 ml/min
Fraktion :1,5ml
Protein 16,4 mg
1000 Ferritin MW y= 718070097
= 450000]
8 . Aldolase [MW
= 158000]
= 100 Katalase [MW
g 240000] Albunh (MW
[@)]
S8 68000]
k= Chymotrypsinogen
S 10t A [MW 25000]
°
=
1 1 1 1 1 1 1 ]
55 60 65 70 75 80 85 90
Elutionsvolumen (ml)

Abb. 19: Eichgerade fur die prararative Gelfiltration mit einer Superdex 200 pg HiLoad
16/60- Saule.

berechneten Ausgleichsgrade aus den Kalibrierungdaten ergab sich fiir EstA3 eine
GroBe von 260 kDa. Aliquots von 20 pl der gesammelten Fraktionen von EstA3 wurden

auf LB-Agarplatten mit Tributyrin (1 %) hinsichtlich ihre Aktivitét untersucht. Es zeigte
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sich die typische Aufklarung des Agars fiir die Fraktionen in denen EstA3 gesammelt

wurde. Dies zeigt, dass EstA3 in seiner aktiven Form wesentlich grofer als erwartet

Esthd3, ~ 260 kDa
¥ Ferritin, 450 kDa
= |l Katalase, 240 kDa
I oot
E
£
=
2 BO0 T
2|
5
=
g I Aldolase, 158 kDa
€ o}
3
_
=1
200 + _
1 B - 1 | | :
0 20 40 5O 80 100
Elutionsvolumen [ml]

Abb. 20: Chromatogramm des Saulenlaufs iber die Superdex 200 prep grade zur Reinigung und
Grolenbestimmung des rekombinanten EstA3-Proteins. Der aufgetrennte Proteinextrakt ist durch
die schwarze Linie dargestellt. Die unterbrochenen grauen Linien geben drei der Eichproteine wieder.

vorliegt. Die monomere Grofle, die aus der Aminosduresequenz von EstA3 abgeleitet
wurde, betrug 43,27 kDa. Bei der ermittelten GroBe von 260 kDa liegt EstA3 als
Hexamer vor. In Abbildung 18 wurden 2 ng des gereinigten Proteins auf ein 10 %iges
SDS-PAGE aufgetragen. In denaturierter Form wurde eine Bande (Spur 4) von ca. 43

kDa sichtbar, die das gereinigte und monomere EstA3 darstellt.

3.5.4 Nachweis der Multimerisierung von EstA3

Um die Vermutung zu bestdtigen, das EstA3 in seiner aktiven Form als

Multimer vorliegt, wurden weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Zundchst wurde
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EstA3 in einem 10 % SDS-PAGE sowohl in seiner denaturierten Form, als auch in
seiner nativen Form aufgetragen (Abb. 21 A-C). In Spur 1 ist das gereinigte EstA3-

Protein zu erkennen, in seiner denaturierten Form l4uft es wie erwartet bei ca. 43 kDa.

[kDa]

205 —
116 — |
97— |-

66 —

45 —

29 —

Abb. 21: Nachweis der Multimerisierung von EstA3

A, 10 %ige SDS-PAGE; B, Western Blot; C, Aktivitétsgel; in Spur 1 wurde
EstA3 vor dem Auftragen auf das Gel aufgekocht, in Spur 2 wurde EstA3
unaufgekocht und in nativem Ladepuffer aufgetragen

In Spur 2 wurde zusitzlich zu der Bande bei 43 kDa noch eine weitere Bande sichtbar,
die oberhalb von 205 kDa l4uft. Hierbei handelt es sich vermutlich um das native
EstA3, das durch das SDS in dem Gel und dem Laufpuffer nicht denaturiert wurde.
Dies unterstiitzte die Vermutung, dass EstA3 als Multimer vorkommt. In Abbildung 21
B ist der Western-Blot (s. 2.13) zu dem 10 %igen SDS-PAGE dargestellt. Der
verwendete Antikorper (Anti-His-Antikorper; MoBiTec, Gottingen) richtete sich gegen
das sechsfache His-Tag des rekombinanten Fusionproteins. Die Spur 1 zeigt das
denaturierte EstA3, die Bande, die in dem Western-Blot zu sehen ist, ist mit der Bande
im SDS-PAGE identisch, ebenfalls lief sich die Bande, die zusitzlich in dem nativen
Proteinextrakt (Spur 2) zu sehen ist, mit dem His-Tag-Antikorper nachweisen. Dies
bestétigt die Annahme, dass es sich bei diesem Protein ebenfalls um EstA3 handelte und
es hier als Multimer vorkam. Zum Nachweis der Aktivitdt von EstA3 wurde zusitzlich

eine Aktivititsfirbung nach Sommer et al. (1997) durchgefiihrt (s. 2.12.3). In
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Abbildung 21 C ist das Aktivititsgel dargestellt. Der denaturierte Proteinextrakt in Spur
1 zeigt wie erwartet keine Aufklarung des Agars, in Spur 2 dagegen wurde eine
Aufklarung in Hohe der Bande oberhalb von 205 kDa sichtbar. Dies zeigte, dass EstA3
nur in seiner multimeren Form aktiv ist. Um auszuschlieen, dass die Multimerisierung
durch das His-Tag hervorgerufen wurde, wurde dieser Test ebenfalls mit dem
pDrive::EstA3 Klon durchgefiihrt, in dem EstA3 ohne His-Tag exprimiert wurde. Der
aktive Rohextrakt zeigte im Aktivitétsgel eine identische Bande wie das aufgereinigte

EstA3.

3.6. Biochemische Charakterisierung von EstA3

3.6.1 Charakterisierung der B-Laktamaseaktivitit von EstA3

Die Sequenzanalyse von EstA3 (s 2.4.1) zeigte signifikante Ahnlichkeit zu einer
B-Laktamase aus Rhodopseudomonas palustris CGA009 (RP) mit der typischen
Konsensus Sequenz des aktiven Zentrums von B-Laktamasen. Daher sollte EstA3
zundchst auf seine Aktivitit gegeniiber einiger B-Laktam-Antibiotika getestet werden.
Zu den B-Laktam-Antibiotika gehoren Penicilline und Cephalosporine. Chemisch sind
sich Penicilline und Cephalosporine dhnlich; sie besitzen den gleichen B-Laktam-Ring.
Bei den Cephalosporinen ist dieser jedoch mit einem sechsgliedrigen, bei den
Penicillinen mit einem flinfgliedrigen Ring fusioniert. 3-Laktamasen sind in der Lage,
den B-Laktam-Ring hydrolytisch zu spalten, so dass die antibiotische Wirkung verloren
geht. Um zu untersuchen, ob auch EstA3 diese hydrolytische Aktivitdt besitzt, wurde
pCS-EstA3 in E. coli BL21 (DE3) angezogen und bei einer ODsos von 0,5 auf LB-Agar-
Platten mit IPTG (0,1 mM Endkonzentration) ausplattiert. Durch das IPTG sollte eine
Expression des rekombinanten Enzyms  gewdhrleistet werden.  Mittels
Antibiotikapléttchen, die auf die LB-Platten aufgelegt wurden, sollte nach Inkubation
bei 37°C iiber Nacht tiber die GroBle der Hemmhofe ermittelt werden, ob das
rekombinante Protein dem E. coli Stamm eine erhOhte Resistenz gegeniiber den
verwendeten B-Laktam-Antibiotikum vermittelte. Als Kontrolle diente der leere
Expressionsvektor pET24c. Getestet wurden die B-Laktame Amoxycillin, Ampicillin,
Cefaclor, Cefixime, Ceftibuten Ceftriaxone, Ceftazidim, Cefoxitin, Cefadroxil,
Cefotaxime, Cefamandole, Loracarbef, Meropenem, Mezlocillin und Penicillin G der
Firma Oxoid. In Abbildung 22 sind die Ergebnisse dargestellt. Im Vergleich zu der

Kontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde, waren keine signifikanten Abweichungen in der
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Hemmbhofgrée zu erkennen. Es schien, als wiirden die Antibiotika Ampicillin,
Loracarbef, Ceftazidim und Cefamandole den Wirtsstamm ehr etwas sensitiver

gegeniiber dieser Wirkstoffe werden lassen.
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Abb. 22: Schematische Darstellung der Hemmbhofbildung. Verglichen wurde die HemmhofgroBe des
rekombinanten Proteins EstA3 gegeniiber der Hemmhofbildung des leeren Expressionsvektors pET24c in
E. coli BL21 (DE3), diese Hofe wurden auf 100 % gesetzt

B-Laktam-Antibiotika

AML Amoxycillin, CEC Cefaclor, CFM Cefixime, CFT Ceftibuten, CRO Ceftriaxone, MEM
Meropenem, MEZ Mezlocillin, P Penicillin, AMP Ampicillin, LOR Loracarbef, CAZ Ceftazidim, FOX
Cefoxitin, CFR Cefadroxil, CTX Cefotaxime, MA Cefamandole

3.6.2 Bestimmung des Temperaturoptimums von EstA3

Bestimmt wurde der Temperaturbereich, in dem EstA3 seine groffte Aktivitit
hatte. Als Substrat diente dazu p-Nitrophenyl-Caproat. Die Tests wurden wie unter
2.15.1 beschrieben durchgefiihrt. Eingesetzt wurden jeweils 0,03 pg Enzym. Die
hochste Aktivitdt von 450 U/mg konnte fiir EstA3 bei 50 °C ermittelt werden (Abb. 23).
Die nachfolgenden Tests wurden daher bei 50 °C durchgefiihrt.
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Abb. 23: Temperaturoptimum von EStA3.
Die gemessenen Werte wurden in Relation zum hdchsten MeBBwert der
Versuchsreihe in Prozent angegeben.

3.6.3 Bestimmung der Thermostabilitédt von EstA3

Zur Bestimmung der Thermostabilitit von EstA3 wurde wie unter 2.15.4
beschrieben vorgegangen. Das Enzym wurde bei unterschiedlichen Temperaturen
inkubiert und die verbleibende Aktivitit durch Entnahmen von Aliquots zu
unterschiedlichen Zeitpunkten {iber einen Zeitraum von 60 min gemessen. Die
Aktivititstests wurden bei 50 °C durchgefiihrt. Eingesetzt wurden jeweils 0,03 pg
Enzym in einem Testansatz von 1,5 ml. Als Substrat wurde p- Nitrophenyl-Caproat
verwendet. Aus Abbildung 24 geht hervor, dass EstA3 bei 60 miniitiger Inkubation bei
37 °C eine Restaktivitit von 67 % aufwies. Je hoher die Inkubationstemperatur gewihlt
wurde, umso schneller sank die Aktivitdt von EstA3. Bei 50 °C erreichte EstA3 seine
hochste Aktivitit (Abb. 24), die Halbwertszeit betrug bei dieser Temperatur ca. 40 min.
Bei Anstieg der Inkubationstemperatur lie3 die Aktivitdt von EstA3 sehr schnell nach.
So betrug die Halbwertszeit bei einer Inkubationstemperatur von 55 °C weniger als 10
min, bei 60 °C war fiir EstA3 nach 10 miniitiger Inkubation keine Aktivitdt mehr zu

verzeichnen.
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Abb. 24: Thermische Inaktivierung von EstA3 bei unterschiedlichen Temperaturen.
Die relative Aktivitdt ist jeweils in Bezug auf den ersten Mef3wert dargestellt.

3.6.4 Bestimmung der Substratspezifitiat von EstA3

In Abhingigkeit von der Acylkettenldnge unterschiedlicher p-Nitrophenyl
(pNP)-Ester wurde die spezifische Enzymaktivitidt von EstA3 bestimmt (Tab. 16). Die
Tests wurden wie unter 2.15.2 beschrieben bei 50 °C und einer Inkubationsdauer von 15
min durchgefiihrt. Fiir die kurzkettigen p-NP-Acylester, wie p-NP-Acetat, -Butyrat, -
Valerat und - Caproat, konnten spezifische Aktivitidten nachgewiesen werden, wobei die
hochsten Aktivititen bei der Hydrolyse von para-Nitrophenyl-Butyrate gemessen
wurden (513,6 U/mg). p-NP-Butyrat wurde um ein achtfaches stirker umgesetzt als p-
NP-Acetat. Ebenfalls konnten p-NP-Valerate und -Caproat von EstA3 gut umgesetzt
werden (jeweils 425,7 U/mg). Fiir p-NP-Oktanoat konnte eine spezifische Aktivitdt von
3,6 U/mg Enzym nachgewiesen werden. Fiir lidngerkettige Acylester wie p-NP-
Dekanoat und -Palmitat, welche typische Lipasesubstrate darstellen, konnten keine

Aktivitaten verzeichnet werden.
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Tab. 16: Substratspezifitat von EstA3

Enzymaktivitit von EstA3 in Abhéngigkeit der Acylkettenldnge
unterschiedlicher para-Nitrophenyl Substrate. Die Tests wurden bei
50 °C und einer Inkubationsdauer von 15 min durchgefiihrt.

pNP-Substrat Spezifische Aktivitit (U/mg)
Acetat (Cy) 74,0

Butyrat (C4) 513,6

Valerat (Cs) 4257

Caproat (Cs) 425,7

Oktanoat (Cyg) 3,6

pNP-: para-Nitophenyl-

3.6.5 Einfluss verschiedener Salze und EDTA auf die Aktivitit von EstA3

Der Test wurde ohne eine Vorinkubation des Enzyms mit der entsprechenden
Salzlosung durchgefiihrt (s. 2.15.6). In Abbildung 25 sind die Ergebnisse dargestellt.
Die Aktivitdt von EstA3 wurde in Anwesenheit fast aller getesteten Salzldsungen
herabgesetzt. Durch die Zugabe von Magnesium in 1 mM Konzentration wurde die
Aktivitdit von EstA3 um 90 % herabgesenkt, auch die Zugabe von Calcium in 1 mM
Konzentration setzte die Aktivitit von EstA3 um 80 % herab. Ebenso verhielt es sich
bei der Zugabe von Kupfer. In Anwesenheit von EDTA wurde die Aktivitdt von EstA3
ebenfalls herabgesetzt. Bei einer Endkonzentration von 10 mM EDTA im Testansatz
verlor EstA3 80 % seiner Aktivitit. Nur durch die Zugabe von Cobalt konnte die
Aktivitdt von EstA3 gesteigert werden. In 5 mM Konzentration wurde die Aktivitidt um

30 % erhoht.
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Abb. 25: EinfluB verschiedener lonen und von EDTA auf die Aktivitét von EStA3.
0,1 pg EstA3 wurden mit den entsprechenden Komponenten in den jeweiligen Konzentrationen in

1,5 ml Testansédtzen mit 20 mM Tris-Puffer (pH 7,2) und p-NP-Caproat als Substrat fiir 15 min bei

50 °C inkubiert. Dargestellt ist die verbleibende Restaktivitit von EstA3. Als Referenzwert diente
ein Inkubationsansatz ohne Zugabe eines Salzes.

3.6.6 Einfluss verschiedener Losungsmittel auf die Aktivitdt von EstA3

Fiir die Untersuchung der Aktivitdt von EstA3 in verschiedenen organischen

Losungsmitteln wurde EstA3 zundchst mit den entsprechenden Losungsmitteln fiir 60

min bei 30 °C vorinkubiert. Die getestete Konzentration der jeweiligen Losungsmittel

im Inkubationsansatz betrug 15 % bzw. 30 % (v/v) (s. 2.15.7). AnschlieBend wurde die

Restaktivitiat, wie unter 2.15.1 beschrieben, bestimmt. Als Referenz diente das in

Abwesenheit des Losungsmittels bei 30 °C fiir 60 min inkubierte Enzym.
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Abb. 26: Einfluss organischer Losungsmittel auf die Aktivitat von EstA3.

EstA3 wurde 60 min bei 30 °C in den entsprechend konzentrierten Losungsmitteln vorinkubiert.
Dargestellt ist die verbleibende Aktivitdt in Relation zu dem ebenfalls vorinkubierten Enzym ohne
Zusatz des Losungsmittels.

Die Ergebnisse zeigen, dass EstA3 eine hohe Stabilitdit in den verwendeten
Losungsmitteln hatte, lediglich eine 30 % Acetonitril-Losung hatte einen geringen
aktivitdtssenkenden EinfluB3 auf das Enzym. In einer 30 % Aceton-Ldsung bzw. einer 15
% Isopropanol-Losung konnte die Aktivitdt von EstA3 um fast 50 % gesteigert werden.
Auch in Losungsmitteln wie Methanol, Ethanol und DMF zeigte EstA3 eine deutlich
gesteigerte Aktivitét.

3.6.7 Bestimmung des pH-Optimums von EstA3

Zur Bestimmung des pH-Optimums wurde die Aktivitit von EstA3 in einem pH-
Bereich von 4-11 gemessen (Abb. 27). Als geeignete Puffer wurde ein Na-Phosphat-
Puffer (50 mM) im Bereich von pH 4-7 verwendet und im Bereich von pH 7-11 ein
Tris-Puffer (50 mM). Die Titration erfolgte bei 37 °C mit Tributyrin als Substrat. Die
Enzymaktivitit von EstA3 wurde {iber eine Zeitraum von 5 min gemessen. In einem

pH-Bereich von 8-10 konnte fiir EstA3 die hochste Aktivitéit ermittelt werden.
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Abb. 27: Bestimmung des pH-Optimums von EstA3.

Die Titration (s. 2.15.6) erfolgte bei 37 °C in den entsprechenden Puffern iiber einen
Zeitraum von 5 min. Als Substrat wurde Tributyrin verwendet. Eingesetzt wurden 2,5
pg Enzym.

3.6.8 Bestimmung der pH-Stabilitidt von EstA3

Zur Bestimmung der pH-Stabilitit wurde EstA3 fiir 48 h bei RT in den
jeweiligen Puffern inkubiert. In einem pH-Bereich von 2 und 3 und 10-13 wurde ein
Glycin Puffer (50 mM) verwendet, fiir den Bereich von 4-6 ein Na-Phosphat-Puffer (50
mM) und in dem pH-Bereich von 7-9 ein Tris-Puffer (50 mM). Als Substrat wurde
pNP-Caproat verwendet. die Messung der Enzymaktivitdt erfolgte iiber 15 min bei einer
Temperatur von 37 °C. Die Messungen ergaben, da3 EstA3 iiber einen pH-Bereich von

6—11 relativ stabil ist.
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Abb. 28: Bestimmung der pH Stabilitat von EstA3.

EstA3 wurde fiir 48 h in den jeweiligen Puffern bei dem entsprechenden pH-Wert
inkubiert. pH 2-3 und 10-13 Glycin Puffer (50 mM); pH 4-6 Na-Phosphat-Puffer (50
mM); pH 7-9 ein Tris-Puffer (50 mM). Die Aktivitdtsmessung erfolgt bei 37 °C iiber
einen Zeitraum von 15 min. Verwendet wurde pNP-Caproat als Substrat. Eingesetzt
wurden jeweils 2,5 ug Enzym.

3.6.9 Bestimmung des Substratspektrums von EstA3

In Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. Jean-Louis Reymond an der
Universitidt Bern (Schweiz) wurde ein Substratspektrum fiir bestimmte Modellsubstrate
(Abb. 29 b) 1-20) von EstA3 mit dem anderer Esterasen/Lipasen verglichen. Untersucht
wurde hierfiir die Umsetzung 20 verschiedener Oktanoyl- bzw. Butanoylmonoester. Die
unterschiedliche Substituenten der Ester waren mit UV-Chromophoren markiert,
wodurch eine Trennung und sensitive Detektion der abgespaltenen Diole durch die
eingesetzten Lipasen bzw. Esterasen liber RP-HPLC moglich wurde (Goddard und
Reymond, 2004). Die fiir EstA3 ausgewerteten Daten konnten in farbigen Fingerprints
dargestellt werden (Abb. 29). Der am stirksten umgesetzte Oktanoylmonoester (8) ist in
rot eingerahmt. Es handelte sich hierbei um die R-enantiomere Form des Substrates, die
S-enantiomere Form dieses Esters wurde nur wenig umgesetzt. Der Butanoylmonoester
der am besten von EstA3 umgesetzt wurde, ist in gelb eingerahmt dargestellt (Abb. 29,
b), 14). Die so erzeugten Fingerprints der Aktivitit gegeniiber ausgewahlten Substraten
von EstA3 wurden mit denen anderer Esterasen/Lipasen verglichen (Abb. 30). Aus der
errechneten Distanzmatrix, die iiber die Substratspektren der anderen Esterasen/Lipasen
ermittelt wurde, ging hervor, dass das Substratspektrum von EstA3 dem
eukaryontischer Enzyme, wie Lipasen aus Candida rugosa, Candida antarctica,

Aspergillus oryzae, Mucor miehei und einer Esterase aus Schweineleber sehr dhnlich ist.
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Verwendete Lipasen aus Pseudomonas fluorescens oder Pseudomonas cepacia
unterscheiden sich dagegen stirker hinsichtlich ihrer Umsetzung gegeniiber der

verwendeten Substrate von EstA3.
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Abb. 29: Fingerprints der Esterase EstA3 von 20 Oktanoyl (CgO)- bzw. Butanoylmonoestern
(C40). a) Fingerprints von EstA3. Darstellung der Aktivitit von EstA3 gegeniiber der R- und S-
Enantiomeren Form des Substrats. Der Farbcode spiegelt die Stirke der Umsetzung wieder.
Eingerahmt sind die Produkte der am stérksten umgesetzten Substrate. b) Darstellung der 20
eingesetzten Substrate (1-20). Der anomere Kohlenstoff ist mit einem Stern markiert.
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Abb. 30: Distanzmatrix aus verschiedenen enzymatischen Fingerprints unterschiedlicher
Organismen. Die Ahnlichkeit zwischen den Proben wurde mittels Euklidischer Distanz
errechnet, definiert durch jede Substrataktivitit, die farblich dargestellt wurden (schwarz stellt
hochste Aktivitdt dar und weill die geringste), Die Abbkiirzungen fiir die Enzzymnamen sind
in Tab. 17 angegeben.
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Tab. 17: Abkurzungsverzeichnis der Enzymnamen aus Abb. 29.

Biofilm-DNA

Abkirzung | Enzymname Abklrzung | Enzymname

CALB Candida antarctica Lipase PSL Pseudomonas sp. Lipase
Fraktion B (Chirazyme L-2) (Chirazyme L-6)

CRL Candida rugosa Lipase AOL Aspergillus oryzae Lipase
(Chirazyme L-3) (F-62285)

CAL A Candida antarctica Lipase PLE1 Esterase aus Schweineleber
Fraktion A Fraktion 1
(Chirazyme L-5) (Chirazyme E-1)

PPLI pankreatische Lipase aus PLE2 Esterase aus Schweineleber
Schwein Fraktion 2 (Chirazyme E-
(Chirazyme L-7) 2)

TTL Thermomyces lanuginosa ASL Alcaligenes sp. Lipase
Lipase (Chirazyme L-8) (Chirazyme L-10)

CAL Candida antarctica Lipase (F- | ANL Aspergillus niger Lipase
62299) (F-62294)

RML Rhizomucor miehei lipase (F- WGL Lipase aus Weizenkeimen
62291) (F-62300)

MMLI Mucor miehei Lipase (F- MML2 Mucor miehei Lipase
62298) (Chirazyme L-9)

RAL Rhizopus arrhizus Lipase (F- SCE Saccharomyces cerevisiae
62305) Esterase (F-46071)

CLE Candida lipolytica Esterase (F- | BSE Bacillus sp. Esterase (F-
46056) 46062)

PCL2 Pseudomonas cepacia Lipase MME Mucor miehei Esterase (F-
Fraktion 2 (F-62309) 46059)

PFL Pseudomonas fluorescens AchE Acetylcholinesterase aus
Lipase electrophorus electricus
(F-62321) (C-2629)

HLE Esterase aus Pferdeleber CCL Candida cylindracea
(F-46 069) Lipase (F-62316)

CutB Cutinase B RNL Rhizopus niveus Lipase (F-

62310)

PSBL Pseudomonas sp. B PRL Penicillium roqueforti
Lipoprotein Lipase Lipase
(F-62336) (F-62308)

CLL Candida lipolytica Lipase (F- | PPL2 Porcine pancreas Lipase
62303) (F-62278)

TBE Thermoanaerobiumbrockii HPL pankreatische Lipase vom
Esterase Schwein
(F-46061) (F-62300)

MJL Mucor javanicus Lipase (F- EstCE Metagenom-Esterase aus
62304) Boden-DNA

LCL Metagenom-Esterase aus

Chirazyme Enzyme stammen von Roche, mit F markierte Enzyme von Fluka und AchE von Sigma
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3.6.10 Kristallisierung von EstA3

In Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. Bauke Dijkstra der Universitit
Groningen (Niederlande) konnten erste Kristalle von EstA3 (Abb. 31) geziichtet
werden. Die flir eine Rontgenstrukturanalyse notige Vereinzelung der Kristalle war
bisher noch nicht mdglich. Dazu werden die Kristallisationsbedingungen derzeit noch

verbessert.

Abb. 31: Kristall der rekombinant in E. coli exprimierten
Esterase EstA3 im polarisierten Licht.
Kristallisierungsbedingungen:

20 % PEG4000, 100 mM Hepes pH 7.5, 0.1 M CaCl,

3.7 Ortsspezifische Mutagenese des aktiven Zentrums von EstA3

Wie schon unter 3.3.5 beschrieben konnten in der Aminosduresequenz von
EstA3 die fiir Esterasen und Lipasen typische konservierte Sequenzen, die das aktive
Serin umgeben, wie G-X-S-X-G (Petersen und Drablos, 1994) oder G-D-S-L (Upton
und Buckley, 1995) nicht identifiziert werden. Vielmehr fand man eine hohe
Ahnlichkeit zu B-Laktamasen der Klasse C mit der konservierte Sequenz S-X-X-K, die
das mutmaBliche Sering; umgibt (Abb.12). Demnach lie sich EstA3 nach Arpigny und
Jager (1999) in die Familie VIII der Esterasen einteilen. Um festzustellen, ob es sich bei
dem Serin an Position 61 um das aktive Serin handelte, wurde eine gerichtete
Mutagenese durchgefiihrt, wobei das Serin an Position 61 gegen ein Alanin

ausgetauscht werden sollte.
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3.7.1 Gerichtete Mutagenese des Sering; von EstA3

Fiir den gezielten Austausch von Aminoséduren wurde das QuikChange® Site
Mutagenesis Kit (Stratagene, Heidelberg) verwendet (s. 2.4.9). Ziel war es, das Serin an
Position 61 durch ein Alanin zu ersetzen (Abb. 32). Die fiir die Einfilhrung der
Punktmutation verwendeten Primer sind in Tab 18 dargestellt. Die Zusammensetzung

des PCR-Ansatzes erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Tab. 18: Verwendete Primer fiir die Einfihrung des Aminosaureaustauschs in EstA3.
Austausch des Serin an Position 61 gegen ein Alanin. Das mutagenisierte Codon ist in der Primersequenz
jeweils unterstrichen.

Primer Sequenz Tm [°C]

S61A S’-ATTTTCCGCATTGCAGCGATGACCAAACCGGTC-3 70,7
Antisense S61A 5’-GACCGGTTTGGTCATCGCTGCAATGCGGAAAAT-3* 70,7

PCR-Bedingungen: Erste Denaturierung 95°C 2 min
30 Zyklen:
1.) Denaturierung 94 °C 30 sec
2.) Primer-Anlagerung 65 °C 30 sec
3.) Synthese 72 °C 90 sec
Letzter Syntheseschritt 72 °C 5 min

Als template fiir die PCR wurde das Plasmid pCS-EstA3 verwendet. Durch den Einbau
der Primer wurde ein mutiertes Plasmid mit Strangbriichen erzeugt. Unter Verwendung
der Dpnl-Endonuklease, die spezifisch fiir (halb-)methylierte DNA ist, wurde im
Anschluss an die PCR das parentale DNA-template abgedaut. Die mutierte DNA, die
keine Methylierung aufwies, konnte somit selektioniert werden. Die verbleibende
mutierte zirkuldare DNA wurde anschlieBend nach E. coli BL21 (DE3) transformiert (s.
2.5.1.2). Dort konnten die Strangbriiche des mutierten Plasmids repariert werden. Die
Zellen wurden nach einer einstlindigen Inkubation bei 37 °C auf LB-Agarplatten mit

Kanamycin als Selektionsmarker und Tributyrin (1 %) ausplattiert.

3.7.2 Sequenzanalyse der EstA3-Mutante
Klone, die nach 1-2 tdgiger Inkubation bei 37 °C auf LB-Agarplatten mit
Tributyrin (1 %) keine typische Aufklarung des triiben Agars zeigten, wurden weiter

untersucht. Die Plasmide wurden mittels ,,QIAprep Spin Miniprep* isoliert (2.4.4.3)
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und sequenziert. Es konnte ein Klon identifiziert werden, der einen
Aminosdureaustausch in der Sequenz zeigte. Der Klon wurde mit pCS-EstA3-Mut
bezeichnet. Wie aus Abbildung 32 hervorgeht, wurde hier das Serin an
Aminosdureposition 61 durch ein Alanin ausgetauscht. Der Verlust der hydrolytischen
Aktivitdt, die sich darin zeigte, dass der Klon pCS-EstA3-Mut keine typische
Hotbildung auf Tributyrin Agarplatten zeigte, 1483t vermuten, dass es sich bei dem Serin
an dieser Position tatsdchlich um das aktive Serin handelt. Dies sollte in weiteren

Versuchen untersucht werden.

EstA3 attgcakcgatgaccaaa:cggtcacc
I A Segs M T K P V T

v

EstA3-Mut  attgcagcgatgaccaaaccggtcacc
I A Aa M T K P V T

Abb. 32: Darstellung des Aminosiureaustauschs des Sering im aktiven
Zentrum von EstA3. Durch gerichtete Mutagenese wurde das Sering; durch ein
Alanin (fettgedruckt) ersetzt. Der Bereich, der das aktive Zentrum bildet, ist grau
hinterlegt.

3.7.3 Expression und Aufreinigung der Mutante pCS-EstA3-Mut

In dem Expressionsvektor pET24c konnte das mutierte EstA3 ebenfalls iiber das
C-terminale His-Tag aufgereinigt werden. Die Anzucht erfolgte in 4 1 fliissig Kultur
unter Zugabe von Kanamycin als Selektionsmarker. Die Hauptkulturen wurden 1 %ig
mit Ubernachtkulturen angeimpft und bei einer ODsgs von 0,5-0,6 mit IPTG Induziert
(0,1 mM Endkonzentration). Die Inkubation der Kulturen wurden bei 30 °C
durchgefiihrt und nach Inkubation liber Nacht wurden die Zellen geerntet. Der
Aufschluss erfolgte mit der French Press (s. 2.7.1) und nach dem
Aufreinigungsprotokoll der Firma Machery und Nagel zur anschlieBenden Aufreinigung
von EstA3-Mut mittels Kit (s. 2.8). Das Volumen des nach der Zellernte und —
aufschluss erhaltenen Rohextrakts betrug 10 ml bei einer Proteinendkonzentration von

41,3 mg/ml. Eine signifikante Uberexpression von EstA3-Mut wurde im SDS-PAGE,
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wie schon fiir EstA3, nicht sichtbar. Nach Aufreinigung iiber die Protino® Ni 2000
prepacked Saulen lieB sich jedoch eine deutliche Bande von ca. 43 kDa erkennen (Abb.
33), bei der es sich um EstA3-Mut handelte. Die Induktion bei 30 °C {iber Nacht ergab
in einem Endvolumen von 9 ml 8,2 mg Protein. Der aufgereinigte Proteinextrakt zeigte
auf LB-Agarplatten mit Tributyrin (1 %) keine typische Hofbildung. Durch den
Aminoséureaustausch des Serinsg; schien EstA3 seine hydrolytische Aktivitdt verloren

zu haben.

[kDa] M 1 2 3

205 —
116
97 —

45 — | «

66 — -

29 —

Abb. 33: Expression und Aufreiniung von EstA3-Mut (10% SDS-PAGE).

Spur 1: Rohextrakt vor Induktion (aufgetragenes Protein, 14 pg); Spur 2: Rohextrakt nach
Induktion mit 0,1 mM IPTG (Endkonzentration) (aufgetragenes Protein, 12 pg); Spur 3:
EstA3 nach Aufreinigung tiber Protino® Ni 2000 prepacked Séulen (aufgetragenes
Protein, 6 pg); M: HMW-Marker

In einer Western-Blot Analyse konnte gezeigt werden, dass das aufgereinigte Enzym
EstA3-Mut im nativen Zustand auch keine multimere Bande zeigt (Abb. 34). Fiir EstA3
konnte eine Bande, die deutlich hoher als 205 kDa lief mit dem His-Tag Anti-Kdrper
nachgewiesen werden. Auf Aktivitits-Testagar konnte dieser Bande ebenfalls eine
hydrolytische Aktivitdt zugeordnet werden (Abb. 34, B)). Es scheint als hitte die
Mutation im aktiven Zentrum des Enzyms ebenfalls Einfluss auf die Multimerisierung

von EstA3. Hierzu werden derzeit weitere Untersuchungen durchgefiihrt. Ebenso wird
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die Kristallstruktur von EstA3 Aufschluss iiber die Funktionsweise von EstA3 geben

konnen.

[kDa] M 1 2 3 4

205 —
116
97 —

66 —

Abb. 34: Nachweis der Multimerisierung von EstA3

A) Western Blot; B) Aktivititsgel; Spur 1 und 3: EstA3-Mut
unaufgekocht und in nativem Ladepuffer (6 pug); Spur 2 und 4: EstA3
unaufgekocht und in nativem Ladepuffer (6 pg)
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IV. Diskussion

Die Analyse der Metagenome von Umweltproben macht es mdglich, bisher nicht
kultivierbare Mikroorganismen zu identifizieren und das immense genetische Potential
zu erschliefBen. Die Entwicklung neuer Technologien, die die Kultivierung einzelner
Organismen umgeht, die sogenannte Metagenomik, fithrt zu einem immer weiter
ansteigenden Pool an DNA-Sequenzen, deren Analyse flir das Verstindnis der
genetischen Diversitét, der Populationsstrukturen und deren 6kologischer Funktionen in
mikrobiellen Gemeinschaften von grolem Wert ist.

In dieser Arbeit sollte anhand unterschiedlicher Strategien ein Model-
Metagenom analysiert werden. Als Model dienten Biofilme aus einem
Trinkwasserverteilungssystem, die dort auf EPDM (Ethylen-Propylen-Dien-Monomer)
beschichteten Schieberkeilen auftraten. Biofilme sind iiberall in der Natur vorhanden
und stellen zum Teil sehr komplexe Okosysteme dar (Stoodley et al., 2003). Der Vorteil
bei der Verwendung von Trinkwasser-Biofilmen besteht in der relativ leichten
Zuginglichkeit der DNA. Humin- und Fulvinséuren, die bei der DNA-Extraktion aus
Bodenproben sehr storend sein konnen, treten hier z. B. nicht auf. Weiterhin ist es
moglich Biofilme im Labor unter den entsprechenden Bedingungen nachzuziichten,
wodurch Expressions- und Populationsstudien kontrolliert durchgefiihrt werden koénnen.

Ziel dieser Arbeit war es, iiber eine kombinierte Metagenomanalyse einen
Einblick in die phylogenetische Zusammensetzung und die metabolischen Fahigkeiten
dieser mikrobiellen Konsortien zu erlangen. Aufbauend auf diesen Analysen wurde der
Biofilm bzw. die metagenomische DNA als Quelle fiir neuartige Biokatalysatoren

genutzt.

4.1 Phylogenetische Analyse des Model-Biofilms anhand der 16S rDNA

Durch die Etablierung DNA-basierender Methoden wurde es moglich,
mikrobielle Konsortien unabhingig von ihrer Kultivierbarkeit zu charakterisieren.
Woese und seine Mitarbeiter lieferten hierzu das Fundament, indem sie bisher
unkultivierbare Mikroorganismen, basierend auf der Sequenzanalyse der rRNA-Gene,
in ein phylogenetisches System eingliederten (Woese et al., 1990). Zur Identifizierung
der unterschiedlichen Organismen innerhalb eines Habitats werden insbesondere die
16S rRNA-Gene oder die 16S rRNA als Marker verwendet, dic in der kleinen
Untereinheit der Ribosomen in allen prokaryontischen Organismen vorkommt. Anhand

der DNA-Sequenz dieser 16S rRNA wird es moglich, Mikroorganismen bis auf die
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Ebene der Spezies zu unterscheiden (Stackebrandt et al., 1994). Die Verwendung der
16S rRNA-Gene als Markergene zur Untersuchung der genetischen Vielfalt von
Mikroorganismen in natiirlichen Habitaten ist eine hdufig angewandte Methode (Head
et al, 1998; Power et al, 1998) und hat unser Wissen iiber die phylogenetische Diversitét
von Mikroorganismen und ihre evolutiondren Zusammenhinge stark vorangetrieben.
Zum Beispiel konnten in einer heilen Quelle (Obsidian Pool) im Yellowstone
Nationalpark 12 neue Abstammungslinien identifiziert werden, die unter den bisher
kultiverten Mikroorganismen nicht bekannt waren (Hugenholtz et al., 1998). Die 16S
rRNA-Gene setzen sich aus konservierten und variablen Regionen zusammen. Die
konservierten Regionen erlauben die Amplifikation der 16S rRNA-Gene aus bisher
nicht kultivierten Organismen. Die aus der Umwelt-DNA amplifizierten 16S rRNA-
Gene werden in die geeigneten Vektoren kloniert und sequenziert. Zur Identifizierung

der Mikroorganismen dienen dann die variablen Regionen der 16S rRNA-Gene.

4.1.1 Klonierung und Sequenzanalyse der 16S rRNA-Gene aus der Biofilm-DNA

In dieser Arbeit wurden fiir die phylogenetische Analyse von Trinkwasser-
Biofilmen 650 16S rRNA-Klone partiell sequenziert und die generierten Sequenzen mit
denen des Ribosomal Database Projects (RDP, Larsen et al., 1993)

(http://rdp.cme.msu.edu/html) verglichen. Aus dieser Sequenzanalyse gingen 81

unterschiedliche Klone hervor. Diese phylogenetische Auswertung zeigte, dass es sich
bei den Trinkwasser-Biofilmen um sehr komplexe Konsortien handelte. Zudem konnte
keine der 16S rDNA-Sequenzen einem bisher bekannten Mikroorganismus mit 100
%iger Ubereinstimmung zugewiesen werden. Man kann davon ausgehen, dass es sich
bei den Mikroorganismen in den untersuchten Biofilmen um unbekannte oder bisher
noch nicht kultivierte Mikroorganismen handelt. Auch die Untersuchung an
Trinkwasser-Biofilmen anderer Standorte, wie z. B. dem Verteilungssystem in Berlin,
fiihrte zu der Identifizierung neuer Bakterienstimme (Kalmbach et al., 1997). Dies
zeigt, dass selbst in einem oligotrophen System wie dem Trinkwasser, die
Mikroorganismen Uberlebensstrategien entwickelt haben, die uns zum groBen Teil bis
heute unerschlossen sind.

Zur Klassifizierung der 81 16S rDNA-Klone wurde ein phylogenetischer
Stammbaum erstellt (Abb. 6). In diesem Stammbaum wurden ebenfalls einige der

nichsten Verwandten angegeben, um eine Einteilung in die unterschiedlichen Phyla zu
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ermdglichen. Von den 81 identifizierten Klonen konnten 70 der Gruppe der
Proteobakterien zugeordnet werden (Tab. 8). Bevor eine phylogenetische Analyse
mittels 16S rRNA-Sequenzen moglich war, wurden hauptsidchlich Vertreter der
Gattungen Pseudomonas, Acinetobacter und Bacillus aus Trinkwasser-Biofilmen
isoliert (Bois et al., 1997). Durch die Anwendung der DNA-basierenden Methoden
wurde gezeigt, dass diese Organismen in Biofilmen jedoch eher in kleinerer Anzahl
vertreten sind und damit auch fiir das Okosystem Biofilm eine geringere Bedeutung
haben. Untersuchungen an Trinkwasser-Biofilmen in Stockholm zeigten, dass
Vertretern der B-Proteobakterien eine wesentlich groBere Bedeutung zukommt als
bisher angenommen (Manz et al., 1993). Diese Erkenntnisse wurden durch Analysen
von Biofilmen aus Berliner Trinkwasserverteilungssystemen unterstiitzt. Bis zu 80 %
der in den Biofilmen lebenden Mikroorganismen konnten den B-Proteobakterien
zugeordnet werden (Kalmbach et al., 1997).

Unter den 81 analysierten 16S rDNA-Sequenzen aus den Trinkwasser-Biofilmen
dieser Arbeit, konnten 36 % der Klone den B-Proteobakterien zugeordnet werden. Der
zweitgroBte Anteil, 28 % der 16S rDNA-Klone, fand die hdchsten Ahnlichkeiten zu
Vertretern der o-Proteobakterien (Abb. 35). Die Analyse der 16S rRNA-Gene macht
zwar keine Angaben iiber die Dominanz der verschiedenen Mikroorganismen innerhalb
der Biofilme, sie zeigt jedoch, dass die Diversitét innerhalb der Gruppe der a- und 8-
Proteobakterien sehr grof3 ist. Untersuchungen an Biofilmen anderer Standorte zeigten,
dass auch Vertretern der a—Proteobakterien eine immer groflere Bedeutung zukommt.
Im Labor nachgestellte Versuche an Biofilmen aus flieBenden Gewidssern machten
deutlich, dass nach einer anfdnglichen Biofilmbildung, in der B-Proteobakterien die
Population dominierten, ein schnelles Heranwachsen von o-Proteobakterien und
Vertretern der Cytophaga-Flavobacter-Gruppe zu verzeichnen war. In ausgereiften
Biofilmen stellen diese beiden Klassen dann die vorherrschenden Bakteriengruppen dar
(Manz et al., 1999). Dies wurde auch in Biofilmen von Membranfiltern, die zur
Wasserreinigung verwendet werden, beobachtet. Hier wurden ebenfalls die o-
Proteobakterien als die dominierende Gruppe festgestellt (Chen et al., 2004).
Interessanterweise waren in jedem der untersuchten Biofilme Vertreter der Gruppe der
Bradyrhizobien zu finden. Ahnliche Ergebnisse zeigte auch die 16S rDNA-Analyse
dieser Biofilme. Von den 23 sequenzierten 16S rDNA-Klonen, die den o-

Proteobakterien zuzuordnen wurden (Abb. 39, A), Anhang), konnten 4 Klone als nahe
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Verwandte von Bradyrhizobium sp. identifiziert werden. Desweiteren lieBen sich drei

Klone mit signifikanter Ahnlichkeit zu Rhizobium sp. isolieren.

Beta
Proteobakterien
0,
Alpha 36%
Proteobakterien Gamma
28 % Proteobakterien

19 %

Delta
Proteobakterien
4%

Unklassifizierte
Bakterien
2%

. . Actinobakterien
Acidobakterien

2 Cytophaga 1%
4% Flavobacter . p
. Niegriger G+C

Bacteroides Gehalt, Gram pos

(CFB) Gruppe ’ pos.

1%

5%

Abb. 35: Einteilung der 81 16S rDNA-Klone in die verschiedenen
Bakterien- klassen. Die 16S rRNA-Gene wurden aus gepoolter Biofilm-DNA
amplifiziert.

Weitere Ahnlichkeiten konnten zu den Gattungen Sphingomonas und Hyphomicrobium
festgestellt werden, die aus oligothrophen Wassersystemen bekannt sind (Szewzyk et
al., 2000). Die Tatsache, dass in dem in dieser Arbeit untersuchten Biofilm die B-
Proteobakterien in der 16S rDNA-Analyse mit 36 % den groBten Anteil einnehmen,
konnte zum einen darauf beruhen, dass es sich bei der untersuchten Biofilm-DNA um
gepoolte DNA handelt, also von unterschiedlichen Standorten stammt, und zum anderen
die saisonalen Umstidnde bei der Analyse nicht mit berticksichtigt wurden.

Neben den o- und B-Proteobakterien konnten 15 16S rDNA-Klone isoliert
werden, die hohe Ahnlichkeiten zu Vertretern der y-Proteobakterien zeigen. So konnten
zwei Klone (csbiol30316 und csbiol60324) (Abb. 39, C), Anhang) mit einer
Ahnlichkeit von 96 % einer Legionella Art zugeordnet werden. Ebenso wurde ein Klon
(csbio160132) identifiziert der 97 %ige Ahnlichkeit zu Pseudomonas zeigt. Legionella
spp. sind natiirliche Bewohner von aquatischen Habitaten. Sie gelangen iiber das Quell-
Wasser in das Trinkwasser und konnen dort unter geeigneten Bedingungen in kalten
sowie warmen Verteilungssystemen oder auch in Erhitzern oder Kiihltiirmen {iberleben,
aber nicht wachsen (Szewzyk et al., 2000). Die Untersuchungen an Biofilmen aus
unterschiedlichen Verteilungssystemen in Deutschland zeigten, dass humanpathogene

Legionellen, wie Legionella pneumophila, mit den géngigen Kultivierungsmethoden
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nicht nachzuweisen sind (Wingender et al., 2004). Mittels 16S rDNA-Analysen konnten
in Biofilmen anderer Verteilungssysteme zwar Legionellen nachgewiesen werden, aber
auch hierbei handelte es sich nicht unbedingt um humanpathogene Arten (Schwartz et
al,. 1998). Auch Pseudomonas aeruginosa ist als typischer Biofilmbildner in
aquatischen Systemen bekannt (Botzenhart und Doring, 1993; Grobe et al., 1995).
Durch die Produktion von extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS) ist er in
Biofilmen oftmals gegen Desinfektionen geschiitzt. Trotzdem sind diesem Organismus
nur wenige Infektionsfille zuzuschreiben (Szewzyk et al., 2000). Das Vorkommen von
Pseudomonas aeruginosa in Biofilmen ist dabei stark abhidngig von der Beschaffenheit
der Bewuchsflache. So konnte auf rostfreiem Stahl, Kupfer, Polyvinylchlorid (PVC)
und Polyethylen Flichen, die mit nicht gechlortem Trinkwasser behandelt wurden,
Pseudomonas aeruginosa nicht nachgewiesen werden (Wingender et al., 2004). Auf
gummibeschichteten Oberflichen dagegen konnte Pseudomonas aeruginosa in einem
von 13 analysierten Biofilmen detektiert werden. Ebenso konnten in 11 der 13
untersuchten Biofilme weitere Pseudomonas Arten nachgewiesen werden (Kilb et al.,
2003).

Neben den Proteobakterien, die durch die Sequenzanalyse der 16S rDNA-Klone
identifiziert werden konnten, wurden auch einige Klone isoliert, die signifikante
Ahnlichkeit zu Vertretern der Actinobakterien, der Cytophage-Flavobakterium-
Bakteroides-Gruppe und Acidobakterien zeigten, die aus Trinkwasser bzw.
SiiBwassersystemen bekannt sind und teilweise auch in Biofilmen nachgewiesen werden
konnten (Ultee et al., 2004; Martiny et al., 2003; Szewzyk et al., 2000; Manz et al.,
1999).

Die Analyse der 16S rRNA-Klone, durch die zundchst ein Einblick in die
Phylogenie der untersuchten Biofilme erlangt werden sollte, konnte zeigen, dass es sich
bei den Konsortien um sehr diverse Gemeinschaften handelt. Die Daten deuten darauf
hin, dass die Biofilme nicht von einzelnen Spezies dominiert werden. Weiterhin zeigt
diese erste Analyse, dass es sich bei den meisten Mikroorganismen sehr wahrscheinlich
um bisher nicht kultivierte Arten handelt. Fiir ein ndheres Verstindnis der komplexen

Zusammenhénge in diesem Konsortium sind daher noch weitere Analysen notwendig.
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4.2 Sequenzbasierende Analyse des Biofilm-Metagenoms

Mikrobielle Populationen, die im Trinkwasser von Verteilungssystemen
vorkommen, einschlieflich der Bakterien in Biofilmen, sind bisher eingehend
untersucht worden (LeChevallier et al., 1987; Ridgway und Olson, 1981; Pedersen,
1990). Ein besonderer Fokus wurde dabei auf Arten gelegt, die Infektionskrankheiten
auslosen, wie z. B. Legionella pneumophila (Rogers and Keevil, 1992; Storey et al.,
2004) oder auf Indikatorstimme fiir fakale Verunreinigungen, wie coliforme Bakterien
(Kilb et al., 2003). Untersuchungen die auf molekularer Ebene durchgefiihrt wurden,
ebenso wie die Analyse der 16S rDNA-Gene (s. 4.1), zielten auf die Erfassung des
gesamten Spektrums an Organismen (Kalmbach et al., 1997; Manz et al., 1993).

4.2.1 Statistische Analyse der Sequenzdaten aus der Plasmid-Genbank

In dieser Arbeit wurden 2.496 hochwertige Sequenzen generiert. Dies entspricht,
bei einer durchschnittlichen Sequenzldnge von 800 bp, einer genetischen Information
von ca. 2 Mb. Basierend auf der Analyse der 16S rRNA-Gene, kann man davon
ausgehen, dass das Konsortium aus mindestens 80 verschiedenen bakteriellen Arten
besteht. Bei einer Genomgrdfe, die pro Organismus im Schnitt bei 6 Mb liegt, wiirde
dies einem Metagenom von 480 Mb entsprechen. Bezogen auf das gesamte Metagenom
dieses Trinkwasser-Biofilms konnte in der Plasmid-Genbank somit ein Anteil von ca.
0,5 % der gesamten genetischen Information dieses Habitates gespeichert werden. Der
G+C Gehalt lag bei 62 %. Die generierten Sequenzdaten lassen zwar keine komplette
Analyse der physiologischen sowie metabolischen Fihigkeiten dieses Konsortiums zu,
man gewinnt jedoch einen ersten Einblick in die genomische Struktur und das
metabolische Potential dieses Biofilms. In einem weitaus groBer angelegten
Sequenzierprojekt sollte das Metagenom der mikrobiellen Gemeinschaft in der
ndhrstofflimitierten Sargasso See ebenfalls durch Sequenzierung von Plasmid-Banken
und anschlieBender Assemblierung der Daten analysiert werden (Venter et al., 2004).
Dabei wurden 1,0 Billionen bp an nicht-redundanter DNA-Sequenz generiert, die auf
eine sehr diverse Population hindeuten. Es wird angenommen, dass die DNA-
Sequenzen aus bis zu 1.800 Spezies stammen. Bei GenomgroBen die im Durchschnitt
bei 6 Mb pro Organismus liegen, wiren bei diesem Projekt ca. 10 % des genomischen
Potentials des Metagenoms abgedeckt worden. Durch shotgun Sequenzierung eines

Biofilms aus sauren Grubengewdssern wurde es moglich zwei Genome von bisher nicht
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kultivierten Organismen fast komplett zu rekonstruieren und drei weitere Genome
partiell zu erfassen. Der untersuchte Biofilm wurde von diesen fiinf Organismen
dominiert.  Diese  geringe  Diversitit —machte eine nahezu  komplette
Genomsequenzierung moglich (Tyson et al., 2004). Diese Arbeiten zeigen, dass man
durch Sequenzierung von metagenomischer DNA, die zuvor in Plasmid bzw. Cosmid-
Banken festgelegt wurde, durchaus in der Lage ist, Mikroorganismen oder auch ganze
Habitate zu analysieren. Einer der grofiten limitierenden Faktoren bei diesen Arbeiten

stellen jedoch nach wie vor die Kosten der Sequenzierung dar.

4.2.1.1 Funktionale Analyse der Sequenzdaten

Von den 2.496 generierten Sequenzen, die aus der Plasmid-Genbank
hervorgingen, konnten 1.344 Sequenzen eine signifikante Ahnlichkeit zu
proteinkodierenden offenen Leserahmen zugeordnet werden (Abb. 7). Dies entspricht
ca. 54 % der qualitativ hochwertigen Sequenzen. Von den verbleibenden 46 % konnten
12 % der Sequenzen keine Ahnlichkeit in den Datenbanken zugewiesen werden und 34
% hatten nur eine geringe Ahnlichkeit (E-value > 10™*) zu bisher bekannten Proteinen.
Dies zeigt, dass in den 2 Mb an isolierter DNA dieses Metagenoms ein grofle Menge an
bisher unbekannter genetischer Information steckt. Vergleicht man die Daten des
Biofilm-Metagenoms mit Sequenzierprojekten anderer Metagenome, wie z. B. dem
Genom von Caulobacter crescentus, einem typischen Siilwasserorganismus, so lassen
sich dhnliche Groenordnungen erkennen. Auf dem Genom von C. crescentus konnten
53,9 % der identifizierten ORFs eine potentielle Funktion zugewiesen werden. 19,2 %
zeigten Treffer zu hypothetischen Proteinen und 26,9 % der mutmalBlichen ORFs
fanden keine Ahnlichkeit zu Proteinen der Datenbanken (Nierman et al., 2001).
Ahnliche Vergleiche wurden auch mit den DNA-Sequenzdaten von dem Metagenom
der Sargasso See durchgefiihrt (Venter et al., 2004) (Tab. 19). Die Anzahl ohne Treffer
in den Datenbanken, die bei der Sequenzanalyse der Sargasso See gefunden wurden,
liegt doppelt so hoch wie bei dem komplett sequenzierten Genom von C. crescentus und
um das 1,5 fache hoher als bei dem Metagenom des Biofilms dieser Arbeit. Dies zeigt,

dass das genomische Potential, das in bisher nicht kultivierten Mikroorganismen und
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Tab. 19: Vergleich der Metagenomdaten des Trinkwasser-Biofilms mit anderen
sequenzierten Genomen.

Offene Leserahmen Biofilm-Metagenom Genom von Sargasso See

(Schmeisser et al., Caulobacter crescentus Metagenom
2003) (Nierman et al., 2001) (Venter et al., 2004)

Generierte Sequenzen 2.496 3.767 1.242.4307

(100 %)

mit potentiellen 41,2 % 53,9 % 33%

Funktionen

Hypothetische Proteine 12,8 % 19,2 % 3%

ohne Treffer in den 46 %' 26,9 % 64 %

Datenbanken

'in diesem Wert wurden die Sequenzen mit schwacher Ahnlichkeit in den Datenbanken mit denen ohne Ahnlichkeit
zu bisher bekannten Proteinen zusammengelegt

Zyon den 1.242.430 zugeordneten Genen wurden 28.023 der Gene mehrer Funktionen zugeordnet. Die Anzahl an
generierten Sequenzen betragt daher 1.214.207 und deckt iiber 700 Mb der gesamten Daten ab

damit in Metagenomen steckt, eine immense Resource an neuem Wissen darstellt.
Allein durch das Metagenom der Sargasso See konnten fast 70.000 neue Gene
identifiziert werden.

Die Sequenzen, denen Proteindhnlichkeiten in den Datenbanken zugewiesen
werden konnten, wurden in neun funktionale Gruppen unterteilt, um die metabolischen
Eigenschaften dieses Konsortiums zu untersuchen (Abb. 7). 33 % der generierten
Sequenzen konnten dem Metabolismus zugeordnet werden. Die genomischen
Informationen zeigten, dass das mikrobielle Konsortium innerhalb dieses Biofilms in
der Lage ist, eine Vielzahl an komplexen Néhrstoffen zu verwerten. Eine mogliche C-
Quelle fiir die Mikroorganismen dieses Biofilms konnten die EPDM (Ethylene
Propylene Diene Monomer, Synthesekautschuk) beschichteten Trinkwasserschieber
darstellen, auf denen sich die Biofilme gebildet haben. Diese gummielastischen
Werkstoffe geben moglicherweise organische Substanzen wie Weichmacher (z. B.
naphthenische Ole) ab, die den Mikroorganismen als Nihrstoffquelle dienen kénnen
(Kilb et al., 2003). Interessanterweise konnten unter den generierten Sequenzen mehrere
ORFs identifiziert werden, die hohe Ahnlichkeiten zu Genen haben, die am
Fettstoffwechsel beteiligt sind. Darunter waren alleine 36 partielle Lipase-Gene, mit
hohen Ahnlichkeiten zu Lipasen aus Pseudomonas fluorescens zu finden und ebenfalls
fiinf partielle Gene zu Esterasen. Vier der fiinf Esterasen zeigten hohe Ahnlichkeit zu
einer Polyurethan-Esterase aus Pseudomonas chlororaphis. Die Expression dieser Gene
kann fiir die Organismen bei der Besiedlung der Oberfliche niitzlich sein, da sie mit

entsprechenden Enzymen in der Lage sind, die besiedelte Oberfliche oder deren
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abgesonderte Substanzen als Nahrungsquelle zu nutzen. In dem gebildeten Biofilm
kommt es dann zur Anreicherung weiterer Stoffwechselprodukte, die anderen
Organismen eine Ansiedelung ermdglichen. Exemplarisch wurden solche Interaktionen
z. B. fiir einen benzoatabbauenden Organismus und E. coli demonstriert (Szewzyk et
al., 1994). Dies kann ebenfalls fiir Mikroorganismen mit hohen Né&hrstoffanspriichen
eine Uberlebensmdglichkeit in unwirtlichen Lebensriumen darstellen (Banning et al.,
2003).

Eine weitere interessante Gruppe an funktionalen Genen innerhalb des Biofilms
stellen die proteinkodierenden Gene dar, die dem Schutz der Zellen dienen. Es konnten
14 Klone identifiziert werden, die z. B. fiir Antibiotika-Resistenzen kodieren. Darunter
auch sechs Klone mit potentiellen B-Laktamasegenen. Es ist bekannt, dass die
Mikroorganismen durch die Ausscheidung von extrazelluldren polymeren Substanzen
(EPS), die zur Biofilmbildung fiihren, gegeniiber antimikrobiellen Wirkstoffen, wie z.
B. Antibiotika, resistenter sind als die planktonischen Zellen (Costerton et al., 2001).
Besonders gut sind in diesem Zusammenhang Biofilme von Pseudomonas aeruginosa
untersucht. Man weil}, dass die Expression der B-Laktamase AmpC aus Pseudomonas
aeruginosa in Biofilmen eine entscheidene Rolle fiir die Resistenz gegeniiber B-
Laktamen spielt (Bagge et al., 2004). Insgesamt liefen sich 2 % der generierten
Sequenzen des Biofilm-Metagenoms der Gruppe der Schutzmechanismen zuordnen,
darunter waren jedoch keine Sequenzen die fiir potentielle Virulenz- oder
Pathogenititsfaktoren kodieren. Vergleicht man diese Daten mit denen pathogener
Biofilme, wie z. B. Gallen-Stents, so ist zu erkennen, dass der Anteil an Genen, die fiir
Schutz- bzw. Abwehrmechanismen kodieren, wesentlich hoher ist (Wenderoth, D. F.,
miindliche Mitteilung). In diesen Biofilmen wird somit auch der Anteil an pathogenen
Mikroorganismen wesentlich grofler sein. Ein Anteil von 2 % an Genen die fiir
Schutzmechanismen kodierenden, deutet daher eher auf einen als nichtpathogen

einzuschéitzenden Biofilm hin.

4.2.1.2 Phylogenetische Verteilung der Sequenzdaten

Nachdem die Sequenzdaten, die aus der Plamid-Genbank des Biofilm-
Metagenoms hervorgegangen sind, nach ihren potentiellen Funktionen analysiert
wurden, sollten die Sequenzen ebenfalls auf ihre moglichen phylogenetischen

Abstammung hin analysiert werden. Die Abgleiche in den Datenbanken, die auf DNA-
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Ebene durchgefiihrt wurden, zeigten keine oder nur sehr geringe Ahnlichkeiten zu den
in den Datenbanken vorhandenen DNA-Sequenzen. Schon die Analyse der 16S rRNA-
Klone, die aus dem Biofilm hervorgingen (4.1.1) zeigte, dass keiner der Klone eine 100
%ige Ahnlichkeit zu den bisher bekannten 16S rRNA-Klone in den Datenbanken hat.
Man kann daher davon ausgehen, dass auch innerhalb dieses Biofilms eine Vielzahl an
bisher nicht kultivierbaren Mikroorganismen existiert. Zur phylogenetischen Analyse
der Sequenzen wurde die Ahnlichkeiten zu Organismen ausgewertet, die auf
Proteinebene zu finden waren. Der grofite Anteil (39,2 %) der Sequenzen war dabei
innerhalb der Gruppe der o-Proteobakterien zu finden. Untersuchungen an
unterschiedlichen Biofilmen zeigten, dass den a-Proteobakterien, besonders auch in
herangereiften Biofilmen, eine groBere Bedeutung zukommt, als bisher angenommen
(Manz et al., 1999; Chen et al., 2004). Den B-Proteobakterien konnten bei dieser
Analyse nur 8,8 % der Sequenzen zugeordnet werden. Die y-Proteobakterien waren mit
35,1 % deutlich starker vertreten. Untersuchungen von Trink- und Grundwasser, sowie
der darin entstandenen Biofilme zeigten, dass -, - und y-Proteobakterien zu den am
meisten vorkommenden Vertretern gehoren (Williams et al., 2004; Utlee et al., 2004,
Chen et al., 2004; Manz et al., 1999). Dies konnte auch fiir die Biofilme dieser Arbeit
gezeigt werden.

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Auswertung mit der phylogenetischen
Verteilung, die aus der Analyse der 16S rRNA-Gene hervorgegangen ist, so sind
deutliche Unterschiede festzustellen (Abb. 36). Wihrend die Analyse der 16S rDNA-
Klone zeigte, dass der grofite Teil der Klone den B-Proteobakterien zuzuordnen ist, so
lieBen sich die meisten proteinkodierenden Sequenz aus der Plasmid-Genbank den o-
Proteobakterien zuteilen. Den B-Proteobakterien kam hierbei ein kleinerer Anteil zu,
wohingegen bei der Analyse der 16S rDNA die meisten Klone Vertretern der B-
Proteobakterien dhnlich waren. Die Anzahl der 16S rDNA-Klone mit Ahnlichkeiten zu
den y-Proteobakterien lag ebenfalls deutlich niedriger, als der Anteil an
proteinkodierenden Sequenzen, die dieser Gruppe zuzuordnen waren. Ahnlichkeiten zu
den Firmicutes und den Aquificae konnten nur iiber die BlastX Analyse der Plasmid-
Bank nachgewiesen werden, wihrend aus der Analyse der 16S rRNA-Gene auch
Ahnlichkeiten zu Vertretern der CFB-Gruppe und den Acidobakterien gefunden werden
konnten. Durch den Vergleich dieser beiden Analysen wird deutlich, dass man iiber die

Ermittlung der 16S rDNA-Klone eine Vielfalt der vorkommenden Arten innerhalb der
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unterschiedlichen Gruppen feststellen kann. So kann man wahrscheinlich davon

ausgehen, dass in der gepoolten Biofilm-DNA die Diversitdt innerhalb der

40
O Sequenzanalyse der
Plasmid-Banken
30
B Analyse der 16S rRNA

Verteilung der
generierten Sequenzen [%)]

Bakteriengruppen

Abb. 36: Vergleich der phylogenetischen Analyse der 16S rRNA-Gene mit der
statistischen Auswertung der Plasmid-Genbank

B-Proteobakterien sehr groB ist, diese aber nur einen geringen Anteil der Population des
Biofilms einnehmen, da iiber die Analyse der Sequenzdaten aus der Plasmid-Genbank
relativ wenige Treffer mit Ahnlichkeiten zu Proteinen der B-Proteobakterien gefunden
wurden. Es ist bekannt, dass sich mit dem Heranwachsen des Biofilms, bedingt durch
die Verianderung der morphologische Struktur und den duBeren Einfliissen, auch die
Zusammensetzung der Population verdndert (Martiny et al., 2003). So ist anzunehmen,
dass zum Zeitpunkt der Biofilmentnahme das Konsortium von den o- bzw. y-
Proteobakterien dominiert wurde.

Die Sequenzanalyse der Plasmid-Genbank zeigt, wie schon die Analyse der 16S
rDNA-Daten, dass es sich bei dem Biofilm aus dem Trinkwasserverteilungssystem um
ein sehr komplexes Konsortium handelt. Gerade in einem eher néhrstoffarmen System
wie dem Trinkwasser scheinen Biofilme eine ideale Lebensform darzustellen, die es den
Mikroorganismen ermdglicht mit und voneinander zu leben. Die Auswertung der

BlastX-Treffer hat gezeigt, dass die Bewohner des Biofilms in der Lage sind eine
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Vielzahl an Substraten umzusetzten. Dennoch werden weitere Versuche notwendig sein,
um eine Aussage lber mogliche Stoffwechselvorginge machen zu koénnen. Durch
umfangreiche Sequenzierprojekte (Tyson et al., 2004; Venter et al., 2004;) erhdlt man
einen enormen Einblick in die mikrobiellen Gemeinschaften, dennoch bleiben die
Informationen, die man daraus ableiten kann, abhingig von den bislang annotierten
Genen in den Datenbanken. Daher ist eine Kombination aus sequenzbasierten Methoden
und funktionalen Screenings erforderlich, um die funktionale Vielfalt der Genen in den

Datenbanken erschlieBen zu konnen.

4.3. Aktivitasbasierende Analyse des Biofilm-Metagenoms
Durch die Verfiigbarkeit des Metagenoms in Form von klonierten

Genomfragmenten kann eine immense Ressource an neuen Biokatalysatoren und

Tab. 20: Funktionale Gene und Enzyme, die in Metagenomen identifiziert werden konnten
und fiir industrielle und pharmazeutische Anwendungen von grofiem Nutzen sein kénnen.

Funktionale Gene/Enzyme Referenz

Lipasen/Esterasen Voget et al., 2003; Rondon et al., 2000; Henne
et al., 2000; Schmeisser et al., 2003; Bell et al.,
2002

o-Amylasen Voget et al., 2003; Rondon et al., 2000;
Schmeisser et al., 2003; Richardson et al.,
2002

Chitinasen Cottrel et al., 1999

Cellulasen Healy et al., 1995; Rees et al., 2003

Alkohol Oxidoreduktase Knietsch et al., 2003

4-Hydroxybutyrat Dehydrogenasen Henne et al.,1999

Proteasen Santosa, 2001

Nitrilasen DeSantis et al., 2002

Biotin Biosynthese Entcheva et al., 2001

Polyketid Synthasen Courtois et al., 2002; Piel, 2002

Turbomycin A,B Gillespie et al., 2002

Violacein Brady et al., 2001

Indirubin MacNeil et al., 2001

Langkettige N-Acyltyrosine Brady et al., 2002, 2003
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Wirkstoffen —erschlossen werden. Zum einen kann auf der Basis von
Sequenzédhnlichkeiten oder konservierten Sequenzmotiven eine Umwelt-Genbank durch
Hybridisierung oder PCR-Amplifikation mit entsprechenden Sonden durchmustert
werden. Zum anderen kann eine Durchmusterung des Metagenoms aktivitdtsbasierend
erfolgen. In Tabelle 20 sind funktionale Gene und Enzyme dargestellt, die kiirzlich aus
Metagenomen identifiziert werden konnten und fiir die Industrie bzw. Pharmazie von
groem Interesse sind. Die Funktionalitit der Gene bzw. Enzyme konnte durch
biochemische Versuche sowie genetische Komplementation gezeigt werden. Keines der
identifizierten Gene bzw. Enzyme ist identisch zu einem bisher bekannten. So kdnnen
iber funktionale Screening-Methoden Gene identifiziert werden, die basierend auf ihrer

Sequenz noch nicht identifiziert werden konnten.

4.3.1. Durchmusterung der Cosmid-Banken nach lipolytischen Enzymen

In dieser Arbeit wurden Cosmid-Banken aus der DNA der Trinkwasser-Biofilme
angelegt, um das Metagenom nach neuartigen Biokatalysatoren zu durchmustern.
Small-Insert Genbanken sind dazu geeignet Metagenome zu rekonstruieren oder
sequenzbasierend Gene mit neuen metabolischen Funktionen zu identifizieren, die
moglicherweise in dem verwendeten Wirtsstamm nicht exprimiert werden konnen
(Tyson et al., 2004; Venter et al., 2004). Im Gegensatz dazu eignen sich Large-Insert
Genbanken, wie Cosmid-Banken, mogliche Stoffwechselwege zu identifizieren, an
denen eventuell auch mehrere Gene beteiligt sein konnen. Die durchschnittliche Insert-
Grofle, der in dieser Arbeit angelegten Cosmid-Bank, lag zwischen 20 und 35 kb. Der
Fokus bei der Durchmusterung der Klone richtete sich auf hydrolytische Enzyme wie
Lipasen und Esterasen. Vorangegangene Arbeiten zeigten, dass sich Esterasen und
Lipasen rekombinant aus E. coli isolieren lieBen (Talker-Huiber et al., 2003; Ro et al.,
2004; Petersen et al., 2001; Rashid et al., 2001). Lipasen und Esterasen katalysieren die
Spaltung und Bildung von Esterbindungen. Sie sind in Tieren, Pflanzen (Huang, 1993;
Mukherjee und Hills 1994), Pilzen (Iwai und Tsujisaka, 1984) und Bakterien (Brune
und Goetz, 1992; Jeager et al., 1994; Jiager und Reetz, 1998) weit verbreitet. Als
Biokatalysatoren in der organischen Industrie sind sie von groer Bedeutung, denn sie
sind auch in organischen Losungsmitteln zum Teil aktiv und zeichnen sich durch ihre
hohe Regio- und Stercospezifitit aus; ebenfalls benétigen diese Enzyme keine Co-

Faktoren (Jager und Reetz, 1998; Jiger et al., 1999; Jager und Eggert, 2002). Die grof3e
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Vielseitigkeit von hydrolytischen Enzymen wie Esterasen und Lipasen hinsichtlich der
Verwertbarkeit von Substraten und Reaktionsmechanismen macht sie fiir industrielle
Anwendungen sehr interessant. Die beiden groften Gruppen der Hydrolasen stellen die
Lipasen (EC 3.1.1.3, Triglycerol Hydrolasen) und die Esterasen (EC 3.1.1.1,
Carboxylester Hydrolasen) dar. Die meisten der Lipasen, die in der Industrie
Verwendung finden stammen aus Mikroorganismen. Die grofle Vielseitigkeit der aus
Pilzen (Candida, Geotrichum, Rhizopus, Thermomyces) stammenden Lipasen und deren
Anwendungsmoglichkeiten in der Biotechnologie ist ausfiihrlich beschrieben (Gandhi,
1997; Benjamin und Pandey, 1998; Pandey et al., 1999). Unter den bakteriellen Lipasen
wurden besonders die Lipasen der Gattung Pseudomonas eingehend untersucht, die
interessant fiir biotechnologische Anwendung sind (Gilbert, 1993; Svendsen et al.,
1995) und die Esterasen, die an pathogenen Prozessen beteiligt sind (Upton et al.,
1995). Jéhrlich werden beispielsweise iiber 1000 Tonnen an Lipasen in
Reinigungsmittel zum Abbau von Fetten verwendet.

Die Durchmusterung der Cosmid-Genbank nach hydrolytischen Enzymen
erfolgte auf Tributyrin enthaltenen Agarplatten. Aus 1.600 getesteten rekombinanten
Klonen konnten sechs Cosmide identifiziert werden, die in der Lage waren Tributyrin
zu hydrolysieren, was sich in einer Aufklarung das Agars um die Kolonie zeigte. Die
sechs identifizierten Cosmide wurden mit pCosCS2-A3, pCosCSS5-ES5, pCosCS1-CS,
pCosCS7-G4, pCosCS3-B1 und pCosCS3-B8§ bezeichnet.

4.3.2 Charakterisierung der lipolytischen Gene

Die fiir die lipolytische Aktivitit kodierenden Leserahmen wurden auf den
Cosmiden pCosCS2-A3, pCosCS5-E5 und pCosCS1-C5 identifiziert (s. 3.4). Die
abgeleiteten Genprodukte zeigten auf Aminosiurebasis keine Ahnlichkeiten
untereinander. Dies zeigt, dass aus der Metagenom-Bank des Trinkwasser-Biofilms
Enzyme isoliert werden konnten, die nicht miteinander verwandt sind. Mit Hilfe von
Aminosédureabgleichen zu schon bekannten Enzymen in den Datenbanken und der
Analyse von vorhandenen konservierten Bereichen innerhalb der Sequenzen lielen sich
die potentiellen Genprodukte in entsprechende Familien der lipolytischen Enzyme
einordnen.

Auf dem Cosmid-Klon pCosCS2-A3 konnte ein offener Leserahmen von

1.191 bp ermittelt werden, der fiir ein Protein von 396 Aminosduren mit einem
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errechneten Molekulargewicht von 43,3 kDa kodiert. Das entsprechende Enzym wurde
mit EstA3 bezeichnet. Im Abgleich in den Datenbanken findet man die hoéchsten
Ahnlichkeiten zu einer B-Laktamase der Klasse C aus Rhodopseudomonas palustris
(Identitét 54 %; Ahnlichkeit 68 %). Nach der Klassifizierung von Arpigny und Jiger
(1999) gehoren Esterasen mit Ahnlichkeiten zu B-Laktamasen der Klasse C in die
Familie VIII der bakteriellen lipolytischen Enzyme. Ebenfalls findet man in der
Aminosduresequenz von EstA3 das fiir Vertreter dieser Familie typische konservierte
Motiv ~ Ser-X-X-Lys. In der Amioséuresequenz der B-Laktamase aus
Rhodopseudomonas palustris ist ebenfalls das fiir die Lipasen bzw. Esterasen typische
konservierte Serin-Hydrolase Motiv Gly-X-Ser-X-Gly zu finden, welches in der
abgeleiteten Aminosduresequenz von EstA3 jedoch nicht vorkommt. Ein fehlendes
Serin-Hydrolase-Motiv konnte ebenfalls fiir eine stereoselektive Esterase aus
Arthrobacter globiformis gezeigt werden (Arpigny und Jéger, 1999). Die Esterasen aus
Arthrobacter globiformis, Streptomyces chrysomallus und Pseudomonas fluorescens,
die die Familie VIII bilden, bestehen aus ca. 380 Aminosduren, womit auch EstA3 mit
einer Lange von 396 Aminosdure-Resten dieser Gruppe zugeordnet werden kann.
Interessanterweise findet man in der abgeleiteten Aminosduresequenz (EstES) des
lipolytischen offenen Leserahmens auf dem Cosmid-Klon pCosCS5-E5 ebenfalls das
konservierte Motiv Ser-X-X-Lys. Ansonsten weisen die potentiellen Aminoséuren von
EstA3 und EstES keine Ahnlichkeiten zueinander auf. Der offene Leserahmen, der auf
dem Cosmid pCosCS5-ES ermittelt werden konnte, besteht aus 1.250 bp und ist mit
einem errechneten Molekulargewicht von 44,6 kDa etwas groler als EstA3. In der
Aminoséduresequenz von EstES fehlt ebenfalls das fiir Lipasen bzw. Esterasen typische
konservierte Pentapeptid. Die groBte Ahnlichkeit konnte fiir EstES zu einer D-Alanyl-
D-Alanin Carboxypeptidase (Penicillin-Binde Protein 4) aus Polaromonas sp. JS666
(Identitéit 55 %; Ahnlichkeit 71 %) gefunden werden. Vergleiche des konservierten
Bereichs um das aktive Serin der Esterasen EstA3 mit einer 3-Laktamase der Klasse C
aus Rhodopseudomonas palustris und der Esterase EstB aus Burkholderia gladioli
(Abb. 37) zeigten, dass zwischen der B-Laktamase und EstA3 eine 100 %ige
Ubereinstimmung in der Aminosiureabfolge um das aktive Serin zu erkennen ist. In der
Esterase EstB ist an der variablen Stelle, die auf das aktive Serin folgt, ein Valin
anstelle eines Methionins zu finden. Ebenso ist die Ahnlichkeit iiber den gesamten
konservierten Bereich zwischen EstA3 und der B-Laktamase groBer als die Ahnlichkeit
zu EstB. Trotz der Ahnlichkeit zu einer B-Laktamase konnte fiir EstA3 keine B-

Laktameseaktivitdt nachgewiesen werden (s. 3.6.1). Durch gerichtete Mutagenese
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wurde fur EstA3 das Serin aus dem konservierten B-Laktamase Motiv als aktives Serin
identifiziert (s. 3.7). Dazu wurde das Serin an Position 61 gegen ein Alanin

ausgetauscht, wodurch das Enzym inaktiviert werden konnte.

EstES 88 MMN P A VMELY TTVYAAL 104
Carboxy 74 MMN P A VM LY TTY AL an
E=tB 70 F R LA VT PI WAL VL s6
Estd3 5 FRIA M T P¥T S5 v Fm 72
B-Lact B0 F R I Y MT PITES VW L M a6

Abb. 37: Alignment der konservierten Motive (Ser-X-X-Lys) der Esterasen EstA3 und EstES
mit einer D-Alanyl-D-Alanin Carboxypeptidase (Carboxy) aus Polaromonas sp. JS666, einer
Esterase (EstB) aus Burkholderia gladioli und einer B-Laktamase aus Rhodopseudomonas
palustris. Dargestellt ist der konservierte Bereich von B-Laktamasen. Die dunkelgrauen Bereiche
markieren die Aminosduren, die in allen Sequenzen vorhanden sind, die hellgrau unterlegten
Bereiche stellen Ubereinstimmungen mit dem Konsensusmotiv von B-Laktamasen dar. Der Stern
markiert das aktive Serin im Konsensus-Motiv.

Zwischen der Esterase EstES und der D-Alanyl-D-Alanin Carboxypeptidase aus
Polaromonas sp. JS666 ist auf Aminosiureebene eine 100 %ige Ubereinstimmung {iber
den konservierten Bereich zu erkennen. Ebenso weisen alle fiinf Enzyme einen
Alaninrest an der variablen, 14. Position der Konsensussequenz auf. Eventuell liegt die
variable 14. Position innerhalb dieser Gruppen von Enzymen sehr konserviert vor und
deutet moglicherweise auf einen gemeinsamen Ursprung hin. Vergleiche einer D-
Alanyl-D-Alanin Peptidase aus Streptomyces R61 mit einer B-Laktamase aus Bacillus
licheniformis 749/C zeigten beispielweise, dass die beiden Enzyme trotz ihrer
unterschiedlichen katalytischen Eigenschaften und der fehlenden Ahnlichkeit auf
Aminosédurebasis, mit Ausnahme des Bereichs um das aktive Serin, phylogenetisch
verwandt sind. Durch Rontgen-Strukturanalyse konnte gezeigt werden, dass die beiden
Enzyme deutliche Ahnlichkeiten in der rdumlichen Anordnung ihrer Sekundirstruktur
haben (Kelly et al., 1986; Samraoui et al., 1986; Knox et al., 1996).

Der lipolytische offene Leserahmen, der auf dem Cosmid pCosCSI1-C5
identifiziert werden konnte, ist 960 bp lang und kodiert fiir 319 Aminosduren mit einer
kalkulierten Molekularmasse von 35 kDa. Es ist somit das kleinste der drei
identifizierten Enzyme. Anders als bei EstA3 und EstES5 liegt in der abgeleiteten
Aminosduresequenz von EstC5 das in der Gruppe der lipolytischen Enzyme hoch

konservierte Motiv Gly-X-Ser-X-Gly vor. Das in dem Motiv enthaltene Serin ist an der
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katalytischen Triade, die durch das Serin, ein Histidin und ein Aspartat gebildet werden,
beteiligt. Das von Brenner (1988) fiir die Lipase/Esterase/Thioesterase-Familie
beschriebene Motiv wurde von Blow (1990) zu dem Motiv [LIV]-X-[LIVFY]-
[LIVMST]-G-[HYWV]-S-X-G-[GSTAC] erweitert. Dieses Motiv ist in der
Aminosduresequenz von EstC5 jedoch nicht vollstindig vorhanden. Die hdochste
Ahnlichkeit konnte fiir EstC5 zu einer Esterase/Lipase aus Magnetospirillum
magnetotacticum MS-1 (Identitit 40 %, Ahnlichkeit 50 %) ermittelt werden, in der

ebenfalls das vollstindige Konsensusmotiv nach Blow nicht vorhanden ist (Abb. 38).

158
147
169

M. magneto 148 AML A
EstCS 138 LWV WA
P oputida 160 LANNV

Abb. 38: Alignment von EstC5 mit Lipasen/Esterasen aus Magnetospirillum
magnetotacticum (M. magneto) und Pseudomonas putida (P. putida) im Bereich des an
der Katalyse beteiligten Serins. Ubereinstimmungen mit dem von Blow (1990)
beschriebenen Konsensusmotiv sind grau unterlegt. Die dunkelgrauen Bereiche markieren
die Aminosduren, die in den drei Sequenzen identisch sind. Das an der katalytischen
Triade beteiligte Serin ist durch einen Stern markiert.

Die Aminosduresequenzanalysen der drei Esterasen EstA3, EstES und EstC5, die in
dieser Arbeit exemplarisch fiir ein wesentlich groferen Anteil an in Metagenomen
verkommenden Biokatalysatoren durchgefiihrt wurden, zeigten, dass sie keinem bisher
bekannten Enzym identisch sind. Vielmehr gab es zu den Enzymen der bisher
bekannten Gruppen zum Teil groe Abweichungen. Das Potential an neuartigen

Biokatalysatoren scheint daher auch in diesem Biofilm-Metagenom immens zu sein.

4.4 Aufreinigung und Charakterisierung einer Esterase aus dem Biofilm-
Metagenom

Die Esterase EstA3 wurde kloniert und in E. coli iiberexprimiert. Durch ein C-
terminales His-7ag war es moglich das Enzym fiber Affinitdtschromatographie
aufzureinigen. Eine Grofenbestimmung mittels Gelfiltration ergab fiir EstA3 ein

Molekuargewicht von ca. 260 kDa. Diese Grofe deutet darauf hin, dass es sich bei



113 IV. Diskussion

EstA3 um ein Hexamer handelt. Aktivitétstests (s. 3.5.4) zeigten, dass EstA3 nur in
dieser hexameren Form aktiv ist. Bisher sind durchaus Esterasen aus Pseudomonas
bekannt, die als Homodimer vorkommen (Kim et al. 1997; Krebsfianger et al., 1998).
Ebenfalls konnten Esterasen identifiziert werden, die als Tetramere aktiv sind, wie
beispielsweise eine Heroin-Esterase aus Rhodococcus sp. H1 (Rathbone et al., 1997)
oder eine 4-Hydroxybenzoyl-CoA Thioesterase aus Arthrobacter sp. (Thoden et al.,
2003). Esterasen mit einer hexameren Struktur sind in der Literatur bisher noch nicht
beschrieben. EstA3 ist somit die erste Esterase, von der eine hexamere Form bekannt
ist. Zur Aufkldrung der Struktur und um Aufschliisse liber die Reaktionsmechanismen
dieser neuartigen Esterase zu erhalten, wird die Kristallstruktur dieses Enzyms zur Zeit
gelost.

Biochemische Charkterisierungen zeigten, dass EstA3 Triglyceride und
Nitrophenylester mit Acylketten bis C6 (s. 3.6.4) gut umsetzten kann. Dies spricht
dafiir, dass es sich bei EstA um eine typische Carboxylesterase handelt, denn
Carboxylesterasen hydrolysieren vorzugsweise wasserlosliche kurzkettige Ester,
wihrend ,,echte” Lipasen die ldngerkettigen Substrate bevorzugen. Einer der Griinde,
warum lipolytische Enzyme fiir die Industric von grolem Interesse sind, ist die
Tatsache, dass sie keine Co-Faktoren bendtigen. Fiir EstA3 konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Aktivitit in Anwesenheit von Co" (s. 3.6.5) um bis zu 40 % gesteigert
werden kann, wihrend andere Salze wie z. B. Ca2+, Mg2+, Zn*" und Cu®" einen stark
hemmenden Einflu auf die Aktivitit von EstA3 haben. Als typischer Co-Faktor ist
Cobalt aus dem Co-Enzym B12 bekannt, das entscheidender Bestandteil des Fettsaure-,
Kohlenhydrat- und Nukleinsdure-Stoffwechsels ist. Im Gegensatz zu den Lipasen
wurden Esterasen hinsichtlich ihrer physiologischen Eigenschaften bisher sehr wenig
untersucht. Untersuchungen an einer extrazelluldren Lipase, LipA, aus Acinetobacter
sp. RAG-1 zeigten, dass Cobalt in 1 mM Konzentration ebenfalls einen aktivierenden
EinfluB auf das Enzym nimmt (Snellman et al., 2002). Anders als bei EstA3 wird die
Aktivitit von LipA jedoch auch von Mg®* und Ca*" in ImM Konzentration in geringen
MaBen gesteigert, wohingegen die Aktivitit von EstA3 durch Zugabe von Mg*" und
Ca”*" gehemmt wird. Es sind ebenfalls Beispiele aus der Literatur bekannt, bei denen
Co”" einen hemmenden EinfluB auf die enzymatische Aktivitit nehmen kann, wie es fiir
eine Lipase aus Pseudomonas sp. gezeigt werden konnte. Durch Zugabe von Cobalt (5
mM) wurde dieses Enzym bis auf 5 % seiner Aktivitdt gechemmt (Rashid et al., 2001).
Es zeigte sich, dass die verschiedene Salze sehr unterschiedlichen Einfliisse auf die

Aktivitdt der Enzyme nehmen konnen. Fiir EstA3 ist anzunehmen, dass die hexamere



114 IV. Diskussion

Form im Zusammenhang mit dem Einflufl der unterschiedlichen Salze auf die Aktivitit
steht.

Stabilitdt und Aktivitdt in organischen Losungsmitteln sind entscheidene
Charakteristika fiir lipolytische Enzyme, was vor allem fiir industrielle Anwendungen
von groflem Interesse ist. Bei Lipasen soll diese Eigenschaft jedoch stirker ausgeprégt
sein als bei den Esterasen. Interessanterweise zeigte EstA3 eine hohe Aktivitdt in den in
dieser Arbeit getesteten organischen Losungsmitteln. Lediglich eine 30 %ige
Acetonitril-Losung hatte eine hemmende Wirkung auf die Aktivitit von EstA3. In
Isoropanol und Aceton lieB sich die Aktivitdt von EstA3 sogar noch um bis zu 50 %
steigern (s. 3.6.6). Vergleiche der Stabilitit bzw. Aktivitdt unterschiedlicher
lipolytischer Enzyme zeigen, dass auch hier sehr groBe Differenzen zwischen den
Enzymen bestehen. Die zuvor beschriebene Lipase, LipA, aus Acinetobacter sp. ist in
15 %igen und 30 %igen Isopropanol bzw. Aceton- Losungen lediglich stabil (Snellman
et al,, 2002). Eine weitere Lipase aus Pseudomonas sp. zeigte in einer 15 %igen
Methanol-Losung eine Steigerung der Aktivitit um fast 100 % (Choo et al., 1998).
Natiirlich sind die Reaktionsmechanismen zwischen Lipasen und Esterasen sehr
unterschiedlich, denn Lipasen benétigen eine sogenannte Interphasenaktivierung, die zu
einer Konformationsédnderung des Enzyms fiihrt und das aktive Zentrum frei gibt. Diese
Interphasenaktivierung konnte fiir Esterasen nicht beobachtet werden (Jidger und
Wohlfahrt, 1993). Die hexamere Struktur von EstA3 kann ebenfalls eine wesentliche
Rolle hinsichtlich seiner Stabilitit und Aktivitét in organischen Losungsmitteln spielen.
Die Kiristallstruktur von EstA3 wird dariiber Aufschliisse geben konnen. Weiterhin
ergaben die biochemischen Untersuchungen fiir EstA3 ein Temperaturoptimum von 50
°C (s. 3.6.2) und zeigten ebenfalls, dass EstA3 iiber einen relativ weiten pH-Bereich
(pH 6-11) sehr aktiv ist (s. 3.6.8).

Neben der Fahigkeit in organischen Losungsmittel stabil bzw. aktiv zu sein,
zeichnen sich Lipasen bzw. Esterasen ebenfalls durch ein breites Substratspektrum und
hohe Stereo- und Regioselektivitit aus. Das Substratspektrum von EstA3 wurde in
Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. Jean-Louis Reymond an der Universitét Bern
untersucht. Interessanterweise konnte dabei fiir EstA3 ein Substratspektrum mit
Ahnlichkeit zu eukaryontischen Enzymen ermittelt werden. Unter anderem zeigt EstA3
ein dhnliches Substratspektrum wie eine Esterase aus Schweineleber oder eine ebenfalls
aus dem Pankreas von Schweinen stammende Lipase. Weitere signifikante
Ahnlichkeiten traten auch zu Lipasen aus Candida, Mucor und zu einer

Acetycholinesterase aus Electroporus electricus auf (s. 3.6.9). Da man davon ausgehen
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kann, dass schitzungsweise 99 % der in der Natur vorkommenden Mikroorganismen
bisher mit klassischen Kultivierungsmethoden nicht kultiviert werden konnten (Amann
et al., 1995) und deren genomische Information daher bis heute unerschlossen ist, ist es
sehr wahrscheinlich, dass es sich bei EstA3 um eine neuartige Esterase handelt, die sich
in ihren biochemischen Eigenschaften stark von den bisher bekannten bakteriellen

Esterasen unterscheidet.



116 V. Zusammenfassung

V. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde erstmalig ein Biofilm-Metagenom durch Kombination
unterschiedlicher DNA basierender Methoden phylogenetisch und physiologisch
analysiert. Basierend auf diesen Daten konnte aus diesem Metagenom eine neuartige
Esterase isoliert, aufgereinigt, charakterisiert und zur Kristallisierung vorbereitet
werden. Um diese Ziele zu erreichen wurden unterschiedliche Strategien verfolgt:

(D Phylogenetische Analyse des Metagenoms

(I)  Konstruktion von DNA-Banken zur genomischen Analyse und
Durchmusterung nach lipolytischen Enzymen

(Il)  Heterologe Uberexpression und biochemische Charakterisierung
der Metagenomesterase EstA3

(I) Zur Metagenom-Analyse wurden Modell-Biofilme aus Trinkwasserssystemen
verwendet. Die DNA aus drei Biofilmproben wurde isoliert und gepoolt. Die
phylogenetische Analyse der 16S rDNA-Klone zeigte, dass es sich bei den untersuchten
Biofilmen um hoch diverse Konsortien handelte. Aus 650 sequenzierten Klonen
konnten 81 unterschiedliche identifiziert werden, von denen die meisten den nicht
pathogenen Proteobakterien zugeordnet werden konnten. Bei dem Grofteil der in
diesem Biofilm vorkommenden Organismen handelte es sich um neue, bisher nicht
kultivierte Arten. Interessanterweise konnten neben der Sequenzdhnlichkeit zu
typischen SiiBwasserorganismen, wie z. B. Caulobacter oder Aquabacterium auch
Ahnlichkeiten zu Rhizobien entdeckt werden, die in aquatischen Habitaten bisher eher
unbekannt waren. Ein kleinerer Anteil der Klone zeigte groBe Ahnlichkeit zu 16S
rRNA-Genen aus Acinetobacter, der Cytophaga-Flavobacter-Bakteroides-Gruppe und
Organismen mit geringem GC-Gehalt bzw. Gram-positiven Organismen.

(IT) Mit der Erstellung einer Plasmid-Bank wurden 2 Mb metagenomische DNA
sequenziert. Die Sequenzen wurden auf mogliche Proteindhnlichkeiten in den
Datenbanken hin verglichen. Der grofite Teil der protein-kodierenden Gene zeigte
Ahnlichkeit zu Proteinen aus Rhizobium, Pseudomonas und Escherichia. Weiterhin
gaben diese Genom-Daten einen ersten Einblick in die physiologischen und
metabolischen Fiahigkeiten des Konsortiums. Die genetischen Informationen deuten
darauf hin, dass die Mikroorganismen innerhalb des Konsortiums einen gro3en Teil an
komplexen Néihrstoffen verwerten konnen. Interessanterweise konnten relativ viele
potentielle lipolytische Gene identifiziert werden. Dies konnte in Zusammenhang mit

der Beschichtung der Oberflichen und den darin enthaltenen Weichmachern stehen, von
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denen die Biofilme geerntet wurden. Unter den protein-kodierenden Genen gab es nur
geringe Ahnlichkeit zu Proteinen, die an pathogenen Prozessen beteiligt sind.

Der Fokus bei der Durchmusterung der Cosmid-Genbank wurde auf Klone mit
lipolytischer Aktivitdt gerichtet. Unter den untersuchten Cosmid-Klonen konnten sechs
Klone identifiziert werden, die die Féhigkeit besallen, Tributyrin zu hydrolysieren. Eine
vollstindige DNA-Sequenzanalyse wurde exemplarisch fiir das Cosmid pCosCS2-A3
durchgefiihrt. Weitere lipolytische Gene konnten auf den Cosmiden pCosCS5-E5 und
pCosCS1-C5 durch Transposonmutagenese identifiziert werden. Die potentiellen Gene
wurden entsprechend ihrer Aktivitdt mit estA3, estE5 und estC5 bezeichnet.

(ITII) Der ORF est43 auf dem Cosmid-Klon pCosCS2-A3 wurde kloniert und
heterolog in E. coli iiberexprimiert. Das 396 Aminosduren grole Enzym (EstA3) mit
einer kalkulierten Molekularmasse von 43,3 kDa wurde gereinigt und biochemisch
charakterisiert. Die abgeleitete Aminosiuresequenz zeigte signifikante Ahnlichkeit zu
einer B-Laktamase aus Rhodopseudomonas palustris. EstA3 besitzt das flr B-
Laktamasen typische konservierte Motiv Ser-X-X-Lys und kann der Familie VIII der
bakteriellen lipolytischen Enzyme zugeordnet werden.

Fiir EstA3 konnte ein Molekulargewicht von 260 kDa ermittelt werden, womit
EstA3 in seiner aktiven Form vermutlich als Hexamer vorliegt und die erste Esterase ist,
die in dieser multimeren Form vorkommt. EstA3 hat sein Temperaturoptimum bei 50
°C und ist lber einen weiten pH-Bereich aktiv (6-11). Die hochste Aktivitit zeigte
EstA3 gegeniiber p-NP-Butyrat (513,6 U/mg), aber auch lidngere Acylester wie p-NP-
Valerat und - Caproat (je 425,7 U/mg) wurden von EstA3 umgesetzt. Interessanterweise
war es moglich die Aktivitdt von EstA3 durch die Zugabe von Cobalt (5 mM) um bis zu
30 % zu erhohen. Ebenso zeigte EstA3 eine sehr hohe Stabilitét in vielen organischen
Losungsmitteln. In Aceton und Isopropanol konnte die Aktivitdt von EstA3 sogar noch
um bis zu 50 % gesteigert werden. Durch gerichtete Mutagenese wurde das Serin an
Position 61 in dem B-Laktamase Motiv (Ser-X-X-Lys) ausgetauscht und somit als
aktives Sering; im katalytischen Zentrum nachgewiesen.

In einer Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. Jean-Louis Reymond an der
Universitidt Bern (Schweiz) wurde das Substratspektrum von EstA3 mit dem anderer
Esterasen verglichen und detailliert charakterisiert. Die Analysen zeigten, dass EstA3
hinsichtlich seiner Substratverwertung groBe Ahnlichkeiten zu eukaryotischen Lipasen
bzw. Esterasen aufweist. In einer weiteren Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr.
Bauke Dijkstra der Universitdt Groningen (Niederlande) wird die Struktur von EstA

charakterisiert. Kristalle liegen vor und erste Strukturdaten werden zur Zeit ausgewertet.
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VII. Anhang

In diesem Anhang sind die Stammbaume der a-, B-, y- und d-Proteobakterien
noch einmal ausfiihrlich dargestellt (Abb. 39, A) — D)). Ebenso liegt der Arbeit eine CD
mit den Sequenzdaten der 16S rDNA-Analyse, der generierten Sequenzdaten der

Plasmid-Genbank und der vollstindig sequenzierten Cosmide bei.

A 497|_— csbio160227
81 Hyphomicrobium hollandicum
99 csbio160381
100 Pedomicrobium australicum
csbio160133

499|— Hyphomicrobium facilis

Xanthobacter tagetidis

|: csbio160171
— 100 csbio160325

csbio160152
csbio160115
100 csbio160315
o9 |[ Bradyrhizobium spec. (LMG 9980)
csbio160276
csbio160156
100 — csbio160386
Afipia genosp.
L 49”_7 csbio160393
Sphingomonas sp. JSS-28
54 csbio160392
100 csbio160223
i 100 — Sphingomonas sp. (strain DhA-33)
L csbio160241
92 csbio160302
59 5_0_’—: Sphingomonas sp. KT-1
Erythromonas sp.
87 csbio160333
Wommsm
65 csbio160270
4|— Rhizobium sp.
[ csbio160192
% o0 L csbio160357
63 — csbio160326
csbio160376

0.10
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75?0 Aquabacterium commune str.B8

100

cshio160121
csbio160180

csbio160365
csbio160301

csbio160330

Aquabacterium citratiphilum str. B4
csbio160390

csbio160206

Leptothrix discophora str. SP-6 ATCC

99— oshio160307
Csbio160367
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H:csbim 60329

csbio160166
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Rubrivivax gelatinosus str. IL144

csbio160344

97

69

100 csbio160165

95

£|7 Aquaspirillum delicatum str. 146 LMG 4328

csbio160145

Acidovorax facilis CCUG 2113

csbio160310
Acidovorax G8B1 str. G8B1

csbio160106

csbio160373

63 | csbio160204

Aquabacterium parvum str. B6

L csbio160346

csbio160160

97

0.05

100— csbio160231

100

87

L Haemophilus paraphrophilus str. ATCC 29242

— csbio160331

100 = Serratia proteamaculans DSM 4597

— csbio160375

100" Acinetobacter Iwoffii DSM 2403 (T)

csbio160232

I csbio160316
Legionella wadsworthii NCTC 11532

99 csbio160324
7568 csbio160353
csbio160271

100 "
100 — csbio160132

csbio160128

72

92

L Pseudomonas azotoformans IAM 1603 (T)

100— csbio160382

L csbio160361
csbio160368
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0.05
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100 —— csbio160363
1

100 7|_|2 csbio160144
Chondromyces apiculatus str. Cm a14

L sbio160377

csbio160274
—— csbio160183

100 — csbio160266

0.05

Abb. 39: Stammbaum der 16S rDNA-Klone (csbio) der untersuchten Trinkwasser-Biofilme im
Verhiltnis zu ihren nichsten Nachbarn. Dargestellt sind die Stammb&ume der Proteobakterien, A) a-
Proteobakterien, B) B-Proteobakterien, C) y-Proteobakterien, D) &-Proteobakterien. Diese Stammbédume
wurden mit dem Programm MEGA Version 2.1 erstellt und mit dem Programm Phylip; Version 3.5 des
Ribosomalen Database Projekts (RDP) verifiziert (Maidak et al., 2001). Die Nummern geben die
Bootstrap Values wieder, Werte unter 50 % wurden nicht angegeben.
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