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Im Folgenden sind die in dieser Arbeit verwendeten Abkiirzungen aufgefiihrt. Ausgenommen

sind die in der deutschen Sprache iiblichen Abkiirzungen und SI-Einheiten.
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1. Einleitung

1.1 Expressionssysteme

Mikroorganismen produzieren eine grole Anzahl von Naturstoffen, die fiir die
Biotechnologie und Medizin von Bedeutung sind (Wenzel & Miiller, 2005). Mehr als 75%
aller Antibiotika und nahezu 50% aller Medikamente, die zurzeit gegen Krebs eingesetzt
werden, sind urspriinglich Naturstoffe aus Mikroorganismen oder deren Derivate (Newman et
al., 2003; Bode & Miiller, 2005). Zu den natiirlich gebildeten Stoffwechselprodukten der
Bakterien zéhlen u. a. Antibiotika, Fungizide, Virustatika und Zytostatika (Ligon et al., 2000;
Clardy et al., 2006; Newman & Cragg, 2007).

Beinahe tdglich werden durch Metagenom- und Screeningverfahren neue Gene identifiziert,
die fiir die Synthese ungewohnlicher Stoffwechselprodukte mit biomedizinischem Potenzial
verantwortlich sind (Thomson et al., 2004; Streit et al., 2004; Newman & Cragg, 2007).
Dabei zeigt sich, dass fiir die Synthese solcher Stoffwechselprodukte hiufig eine grofere
Anzahl verschiedener Enzyme bendétigt wird, die gemeinsam einen Enzymkomplex oder
metabolic pathway bilden. Die Gene, die fiir solche Enzymsysteme kodieren, liegen meistens
in grofen funktionellen Klustern auf dem Chromosom des natiirlichen Produktionsstammes
vor (Tang et al., 2000; Wenzel et al., 2005a; Diirr et al., 2006). Einige dieser Genkluster
weisen einen komplizierten Aufbau auf und bestehen aus verschiedenen Operons, die in
unterschiedlichen Transkriptionsrichtungen angeordnet sind (Binz et al., 2008).

Aufgrund des biotechnologischen und medizinischen Potenzials der Naturstoffe wird ihre
Herstellung in grofen Mengen angestrebt. Die erfolgreiche Synthese der natiirlichen
Verbindungen wird jedoch haufig dadurch limitiert, dass die bakteriellen Produktionsstimme
spezielle Anforderungen an ihre Kulturbedingungen stellen, lange Generationszeiten besitzen,
oder dass wenig iiber die einzelnen Stimme bekannt ist (Zengler et al. 2002; Keller &
Zengler, 2004). Viele Bakterien konnen, da sie z. B. aus Quellen stammen oder Symbionten
von Schwimmen oder Korallen sind, unter Laborbedingungen iiberhaupt nicht kultiviert
werden (Cragg & Newman, 2002; Riesenfeld et al., 2004; Piel, 2004). Mit den Methoden, die
standardméfig im Labor angewendet werden, konnen nur etwa 1% aller Mikroorganismen
angezogen werden (Amann et al., 1995; Drepper et al., 2006). Somit ist die heterologe
Synthese solcher Verbindungen in alternativen Organismen oft die einzige Mdglichkeit, um

ein neues Stoffwechselprodukt in groBen Mengen zu erhalten.
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1.1.1 Bakterielle Expressionssysteme

Fir die heterologe Synthese von Naturstoffen wurden zahlreiche Expressionssysteme
entwickelt, die zumeist auf einem Vektor, der die zu exprimierenden Gene trégt, und einem
heterologen Expressionsstamm basieren. Zu den heterologen Expressionsstimmen zdhlen
Mikroorganismen wie Bakterien oder Pilze, aber auch hohere Organismen wie Pflanzen oder
Insekten (Cereghino & Cregg, 2000; Pfeifer & Khosla, 2001; Mori, 2002; Mungur et al.,
2005). Von besonderer Bedeutung ist dabei die Expression in prokaryotischen und
eukaryotischen Mikroorganismen, da diese sich genetisch leicht manipulieren lassen, kurze
Generationszeiten besitzen und kostengiinstig zu kultivieren sind (Terpe, 2006). Im Gegensatz
zu dem natiirlichen Produktionsstamm zeichnet sich der heterologe Bakterienstamm u. a.
durch anspruchslose Kulturbedingungen, ein schnelles Wachstum und eine sowohl technisch
als auch genetisch gute Handhabbarkeit aus.

Grundsitzlich konnen bei der Synthese von Naturstoffen in heterologen Bakterienstimmen
zwei unterschiedliche Wege beschritten werden: (a) Es ist moglich, die Gene in einem
verwandten Expressionsstamm des natilirlichen Produzenten zu exprimieren (Wenzel &
Miiller, 2005; Bode & Miiller, 2005). Besteht zwischen dem natiirlichen Produzenten und
dem Expressionsstamm eine nahe Verwandtschaft, &hneln sich haufig auch die
Promotorstrukturen, so dass die Gene relativ einfach exprimiert werden kdnnen. So konnte z.
B. der dpt-Genkluster, der fiir das Antibiotikum Daptomycin kodiert, aus Streptomyces
roseosporus erfogreich in Streptomyces lividans exprimiert werden (Miao et al., 2005). Der
Nachteil dieser Methode besteht jedoch darin, dass fiir die funktionelle Expression ein
verwandter und gut handhabbarer Expressionsstamm zur Verfiigung stehen muss.

(b) Die heterologe Expression komplexer Genkluster kann in nicht-verwandten und
etablierten Expressionsstimmen, wie z. B. E. coli, erfolgen (Kao et al., 1994). So wurde z. B.
das Siderophor Yersiniabactin aus Yersinia pestis erfolgreich in E. coli exprimiert (Pfeifer et
al., 2001; 2003). Die heterologe Expression von Genen in etablierten Expressionsstimmen
bietet entscheidende Vorteile, jedoch werden die wirtsfremden Promotoren und
regulatorischen Elemente in dem neuen Wirtsstamm hdufig nicht erkannt und somit die
Synthese der neuen Verbindung behindert.

Die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Synthese des Zielproteins in dem heterologen
Bakterienstamm ist, dass alle Gene, die fiir die Biosynthese der neuen Verbindung bendtigt
werden, in den neuen Wirt iibertragen werden. Dabei werden die Gene, die hdufig in groB3en

funktionellen Klustern auf dem Chromosom des natiirlichen Produktionsstammes vorliegen,
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durch grundsédtzlich zwei Strategien in dem neuen Expressionsstamm integriert: (a) die Gene
des Klusters werden einzeln in jeweils ein Plasmid inseriert und eine Kotransformation bzw.
Koinfektion einer Zelle mit den verschiedenen Plasmiden wird durchgefiihrt, oder (b) die
Gene liegen vollstidndig in einem Plasmid vor und werden so in den neuen Expressionsstamm
iibertragen. Die pET- und Shuttle-BAC-Vektoren sind zwei Beispiele fiir

Expressionsvektoren, die zur heterologen Expression von Naturstoffen entwickelt wurden:

1. pET-Vektoren

Mit den pET-Vektoren der Firma Novagen wird die Koexpression von Proteinen in einer F.
coli-Zelle moglich. Die pET-Vektoren besitzen eine Antibiotikaresistenz  als
Selektionsmarker, einen origin of replication, ein oder zwei multiple cloning sites und T7
RNA-Polymerase-abhédngige Promotoren, die vor den multiple cloning sites lokalisiert sind.
Zusétzliche Komponenten der Vektoren konnen u. a. Tags oder Signalsequenzen fiir den
Transport des Proteins ins Periplasma sein (Novagen, 2008). Durch eine gezielte Klonierung
konnen bis zu zwei Gene in je einem pET-Vektor integriert werden. Wenn die Vektoren
zueinander kompatible Antibiotikaresistenzen besitzen, konnen mehrere Gene in einer
Bakterienzelle koexprimiert werden.

Die Anzahl der Gene, die auf diesem Weg in einer Zelle koexprimiert werden konnen, ist
jedoch limitiert, da auch die Anzahl der kompatiblen Klonierungsvektoren, die in einer Zelle
vorliegen konnen, begrenzt ist (Monti-Bragadin & Samer, 1975). Weitere Nachteile der pET-
Vektoren sind, dass (a) die Expression auf E. coli als heterologen Bakterienstamm beschriankt
ist, (b) ohne stindigen Selektionsdruck die Plasmide der Zelle verloren gehen und (c) die

Proteinmengen aufgrund der unterschiedlichen Kopienzahlen der Plasmide variieren konnen.

2. Shuttle-BAC-Vektoren

Die Metagenome von komplexen mikrobiellen Gemeinschaften bilden eine reiche Quelle fiir
neue Biokatalysatoren (Daniel, 2004; Langer et al., 2006). Da die Mikroorganismen héufig
unter Laborbedingungen nicht kultiviert werden konnen, werden in der Metagenom-
Forschung die Gene der Organismen direkt aus Umweltproben isoliert. Durch Hydrolyse der
isolierten DNA mit Restriktionsendonukleasen entstehen DNA-Fragmente, die mit einem
bacterial artificial chromosome (BAC) ligiert werden konnen und anschlieBend durch
Transformation in E. coli iibertragen werden (Schloss & Handelsman, 2003; 2005). Der BAC
basiert auf dem F-Faktor aus E. coli und wurde urspriinglich im Rahmen des human-genome-

Projekts entwickelt. Um die DNA-Fragmente nicht nur in E. coli zu exprimieren, sondern
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auch in anderen heterologen Bakterienstimmen, die sich evtl. fiir die Synthese bestimmter
Zielproteine besser eignen als E. coli, wurden Shuttle-BAC-Vektoren konstruiert (Mise &
Avner, 2004; Martinez et al., 2004). Die Shuttle-BAC-Vektoren basieren auf dem BAC-
Vektor und konnen Inserts von mehr als 300 kb beinhalten (Shizuya et al., 1992). In Shuttle-
BAC-Vektoren sind entweder zusitzliche Replikationsurspiinge enthalten, die in anderen
Bakterienstimmen als E. coli erkannt werden, oder Transpositionselemente, um den BAC
zusammen mit den zu exprimierenden Genen in das Genom des neuen Wirtsstammes stabil zu
integrieren. Da die Promotoren der zu exprimierenden Gene in den heterologen
Bakterienstimmen jedoch hiufig nicht erkannt werden, ist ihre erfolgreiche Expression mit

Hilfe der Shuttle-BAC-Vektoren auf einige wenige Wirtsstimme begrenzt.

1.1.2 Limitierungen der bakteriellen Expressionssysteme

Obwohl mit den beschriebenen Expressionssystemen die heterologe Synthese einer Vielzahl
von Naturstoffen mdglich wird, bleiben einige Probleme, insbesondere bei der heterologen
Expression grofler Genkluster, bestehen. Zu den limitierenden Faktoren der heterologen
Synthese von Naturstoffen zéhlen u. a. (a) die Eigenschaften des Expressionsstammes und (b)
die Eigenschaften des Expressionsvektors. Im Folgenden werden die limitierenden Faktoren
der heterologen Expression sowie die entsprechenden Losungsstrategien, die fiir die

Uberwindung der Limitierungen entwickelt wurden, beschrieben.

a) Limitierung durch den Expressionsstamm

Aufgrund einer kurzen Generationszeit, der fehlenden Pathogenitit, der einfachen
Handhabung und der guten genetischen und physiologischen Charakterisierung ist E. coli der
klassische Expressionswirt (Schmidt, 2004; Jana & Deb, 2005; Zhang et al., 2008). Dennoch
treten auch mit E. coli als Expressionsstamm verschiedene Probleme bei der heterologen
Expression von Genen auf. So weisen z. B. verschiedene Mikroorganismen sehr
unterschiedliche Priaferenzen in ihrem Codon-Gebrauch auf (Gutman & Hatfield, 1989;
Santos et al., 2004). Diese Bevorzugung bestimmter Codons wird als ,,Codon-Bias*
bezeichnet (Carbone et al., 2003). Der Codon-Gebrauch ist hauptsidchlich von dem jeweiligen
Organismus abhingig, kann allerdings auch innerhalb einer Zelle variieren (Saier, 1995;
Makrides, 1996). Wenn der Codon-Gebrauch zwischen Ursprungs- und Wirtsorganismus zu
stark voneinander abweicht, kann es zu einer erheblichen Beeintrachtigung der Translation

der heterologen Zielgene kommen (Gustafsson et al., 2004). Es ist moglich, dass durch den
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unterschiedlichen Codon-Gebrauch die Translation des Zielproteins vorzeitig abbricht oder
ein defektes Protein aufgrund von Leserasterverschiebungen oder fehlerhaften Aminosiuren-
einbau entsteht (Kurland & Gallant, 1996; Calderone et al., 1996; Forman et al., 1998;
McNulty et al., 2003).

Ein weiteres Problem ist, dass fremde genetische Elemente wie Promotoren oder
regulatorische Regionen in dem fremden Wirtsorganismus hiufig nicht oder nur unzulénglich
erkannt werden, wodurch die Transkription der Zielgene nicht erfolgen kann.

Die heterologe Synthese von komplexen Stoffwechselprodukten stellt auBerdem sehr
spezifische Anforderungen an den Stoffwechselhintergrund des Wirtsorganismus. So miissen
z. B. fiir die heterologe Produktion von Redoxproteinen Kofaktoren oder prosthetische
Gruppen in dem Expressionswirt in ausreichender Menge vorliegen und in das Protein
eingebaut werden (Kappler & McEwan, 2002). Ahnlich verhilt es sich mit Proteinen, fiir
deren Faltung spezifische Chaperone bendtigt werden (Schlieker et al., 2002; Baneyx &
Mujacic, 2004). Hier erfordert die funktionelle Synthese des Zielproteins eine leistungsstarke
Proteinfaltungsmaschinerie in dem neuen Wirtsstamm (De Marco ef al., 2007). Die inkorrekte
Faltung eines Proteins begiinstigt dessen Abbau durch Proteasen oder kann zu der
Aggregation des Proteins und zu der Bildung von wunldslichen Einschlusskorpern,
sogenannten inclusion bodies, fiihren (Goff & Goldberg, 1985; Wall & Pluckthun, 1995;
Makrides, 1996). Hinzu kommen besondere Anforderungen an die Stoffwechselleistung der
Wirtszelle, wenn fiir die Produktion einer Verbindung eine besondere Vorstufe bereitgestellt
werden muss oder wenn fiir die Aktivierung der Verbindung posttranslationale
Modifikationen durchzufiihren sind (Lambalot et al., 1996). So besitzt E. coli z. B. keine
geeignete  Phosphopantheinyl-Transferase zur posttranslationalen  Aktivierung von
Polyketidsynthasen (Kealey et al., 1998; Pfeifer et al., 2001).

Die beschriebenen Probleme fithren dazu, dass ein rekombinantes Protein nicht oder nur mit
geringem Ertrag in E. coli exprimiert werden kann. Es gibt unterschiedliche Ansétze, um
diese Probleme zu losen. Um den unterschiedlichen Codon-Gebrauch zwischen dem
Produktionsstamm und dem heterologen Wirtsstamm anzugleichen, koénnen Gene
koexprimiert werden, die fiir die tRNAs der seltenen Codons kodieren (Forman et al., 1998;
Serensen et al., 2003; McNulty et al., 2003). Um die Faltung von Proteinen in dem
heterologen Bakterienstamm zu verbessern oder bendtigte Kofaktoren bereitzustellen, konnen
auch zusitzliche Gene koexprimiert werden, die fiir die spezifischen Chaperone kodieren
bzw. fiir die erfolgreiche Synthese der Kofaktoren bendtigt werden (Weickert et al., 1996;
Schlieker et al.,, 2002; Baneyx & Mujacic, 2004). Der proteolytische Abbau von
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rekombinanten Proteinen wird héufig durch die Verwendung von Protease-defizienten
Expressionsstimmen vermieden (Serensen et al., 2005).

Die Nachteile dieser Methoden sind, dass sie sehr zeitaufwindig und kostenintensiv sind.
Hinzu kommt, dass fiir die Synthese jeder interessanten Verbindung eine individuelle
Optimierung des Expressionsstammes vorgenommen werden muss. Ein anderer
Losungsansatz ist daher, die heterologe Expression in alternativen Wirtsstimmen
durchzufiihren, die sich aufgrund von physiologischen, genetischen oder strukturellen
Eigenschaften fiir eine effiziente Synthese der Zielproteine besser eignen als E. coli (Zhang et
al., 2008). Neben E. coli werden z. B. die Gram-positiven Bacillus-Stimme haufig als
heterologe Wirtsstimme genutzt. Im Gegensatz zu E. coli weisen die Bakterien der Gattung
Bacillus keine &uBlere Membran auf, besitzen eine komplexe Sekretionsmaschinerie und
konnen Proteine direkt in das Kulturmedium abgeben (Terpe, 2006). Zusétzlich besitzt B.
subtilis eine Phosphopantetheinyl-Transferase mit einem breiten Substratspektrum, welche
die posttranslationale Aktivierung von Polyketidsynthasen ermoglicht (Mofid et al., 2002).
Pseudomonas putida besitzt einen vielseitigen Stoffwechsel und wird aus diesem Grund auch
hiufig als heterologer Wirtsstamm eingesetzt (Marques & Ramos, 1993; Boivin et al., 1994;
Stephan et al., 2006). Eine kurze Generationszeit, ein vollstindig sequenziertes Genom und
die etablierten Methoden zur molekulargenetischen Handhabung von P. putida begiinstigen
zusétzlich den Einsatz von P. putida als heterologen Wirtsstamm (Nelson et al., 2002). Im
Gegensatz zu E. coli besitzt auch P. putida eine Phosphopantetheinyl-Transferase, die
Polyketidsynthasen aktivieren kann. Zusétzlich ist der GC-Gehalt im Genom von P. putida
relativ hoch, so dass sich P. putida besonders fiir die Expression von Genen aus
Actinomyceten und Myxobakterien eignet (Finking et al., 2002; Gross et al., 2005).

Ein anderes Beispiel fiir einen alternativen Wirtsstamm ist das phototrophe Bakterium
Rhodobacter capsulatus. R. capsulatus bildet unter phototrophen Bedingungen intrazelluldre
Membranvesikel und eignet sich aufgrund der vergrofSerten Membranoberfldche besonders fiir
die Synthese von Membranproteinen (Drepper et al., 2005; 2006). Dariiber hinaus bietet R.
capsulatus Vorteile bei der funktionellen Expression von Redoxproteinen. Unter
phototrophen Bedingungen ist R. capsulatus in der Lage, nahezu alle beschriebenen Redox-
Kofaktoren, z. B. Him-Gruppen, Molybdédn-Kofaktoren und Eisen-Schwefel-Kluster, zu
synthetisieren und in die entsprechenden Proteine einzubauen (Solomon et al., 1999; De Smet
et al., 2001a; Chevallet et al., 2003; Smart et al., 2004). So konnten im Gegensatz zu E. coli
eine Oxidoreduktase (SorAB) aus Stareya novella sowie das Flavocytochrom c¢ aus

Purpurbakterien synthetisiert werden (De Smet et al., 2001b; Kappler & McEwan, 2002).
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b) Limitierung durch den Expressionsvektor

Fir die erfolgreiche Synthese von Naturstoffen wird héufig eine grofere Anzahl
verschiedener Enzyme benétigt, die gemeinsam einen Enzymkomplex oder metabolic
pathway bilden. Die Gene, die fiir solche Enzymsysteme kodieren, liegen meistens in groflen
funktionellen Klustern auf dem Chromosom des natiirlichen Produktionsstammes vor (Ikeda
et al., 2003; Clardy, 2005). Durch die Groe der Genkluster wird ihre molekulargenetische
Handhabung und gezielte Integration in die entsprechenden Expressionsvektoren erschwert.
Die Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen wiederholen sich hdufig in langen
DNA-Fragmenten und deshalb ist die gezielte Restriktion und Ligation von komplexen
Genklustern (> 20 kb) nicht mehr durchfiihrbar (Zhang et al., 1998). Zusitzlich fiihrt die
Fehlerrate von DNA-Polymerasen dazu, dass die Amplifizierung der Kluster mittels PCR
nicht mehr méglich ist. Die Haufigkeit eines falsch eingebauten Nukleotids liegt bei 2,0 x 107
fiir die Tag-Polymerase und bei 1,6 x 10 fiir Proofreading-Enzyme (Lundberg et al., 1991).
Somit ist die Ubertragung groBer DNA-Fragmente durch eine gezielte Klonierung in einen
Expessionsvektor hdufig nicht mdglich. Um dennoch groBe Genkluster molekulargenetisch
handhaben zu konnen, wird héufig die Methode der homologen Rekombination angewendet.

So basiert z. B. das Red/ET-Recombination Kit der Firma GeneBridges auf dem Prinzip der
homologen Rekombination. Das Red/ET-Recombination Kit ermdglicht die schrittweise
Integration zahlreicher Gene, die fiir einen komplexen Biosyntheseweg kodieren, in einem
Plasmid (Zhang et al., 2000; Braatsch et al., 2008). Unter Verwendung der isolierten
Plasmide RecE und RecT des Rac-Prophagen bzw. der homologen Proteine Reda und Redf
des A-Phagen kann die homologe Rekombination von DNA-Fragmenten in vivo durchgefiihrt
werden (Muyrers et al., 1999; 2000; 2001). Mit Hilfe dieser Methode konnte ein Genkluster
aus Streptomyces sp. Ti6071, das flir das Antibiotikum Phenalinolacton kodiert, aus dem
Genom von Streptomyces sp. isoliert und in einen Vektor integriert werden. Der
Phenalinolacton-Genkluster besteht aus insgesamt 35 Genen, die in 11 Operons lokalisiert
sind. Es waren drei Red/ET-Rekombinations-Schritte notwendig, um den vollstindigen
Phenalinolacton-Genkluster sowie regulatorische FElemente, z. B. wirtsspezifische
Promotoren, in einem Plasmid zu integrieren. Darauthin wurde der Vektor in verschiedene
Streptomyceten-Stimme transferiert und der Phenalinolacton-Genkluster heterolog exprimiert
(Binz et al., 2008). Da dieses Verfahren auf der homologen Rekombination beruht, ist die
Integration der einzelnen DNA-Elemente in einem Vektor unabhingig von

Restriktionsschnittstellen und der GréBe der zu klonierenden Genregion.
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Ein weiteres Problem ist, dass grundsétzlich Expressionsvektoren lediglich fiir die Klonierung
und Expression eines Gens oder einer aus wenigen Genen bestehenden Transkriptionseinheit
ausgelegt sind. Um auch groBe DNA-Fragmente in heterologe Wirtsstimme {ibertragen zu
konnen, wurden Cosmide und bacterial artificial cromosomes (BACs) entwickelt (O Connor
et al., 1989; Wang et al., 1995). Cosmide konnen Inserts bis zu einer Gréfle von 40 kb
aufnehmen, BACs erlauben den Einbau von DNA-Fragmenten bis zu einer Grof3e von 300 kb
(Shizuya et al., 1992).

Allerdings liegen Expressionsvektoren, in die ein grof3es Insert integriert wurde, nur instabil
und mit einer geringen Kopienzahl in der Zelle vor. Ohne Selektionsdruck konnen diese
Plasmide der Zelle schnell verloren gehen (Herrero et al., 1990; Kent et al., 1998). Um die
Stabilitdt der Zielgene in dem heterologen Bakterienstamm zu erhéhen, kann der Genkluster
aus dem Klonierungsvektor in die chromosomale DNA des heterologen Bakterienstammes
transferiert werden. Fiir die Integration der Gene in die chromosomale DNA des heterologen
Wirtes wird hiufig der Mechanismus der Transposition gewdéhlt, da andere Methoden, z. B.
die homologe Rekombination oder random recombination, weniger effizient als Transposition
sind (Fu et al., 2008). Zusitzlich ist der Prozess der Transposition unabhingig von der Grofie
des zu transferierenden Genklusters. Mit artifiziellen Transposons war es bereits moglich,
Genkluster mit einer Grofle von 86 kb zu iibertragen (Basu et al., 2005). Haufig basieren die
artifziellen Transposons auf dem ,,cut and paste“-Mechanismus des Transposons Tn5. Fiir
den Prozess der TnS5-Transposition werden nur die Transposase sowie die spezifischen
Erkennungssequenzen der Transposase benétigt (Goryshin & Reznikoff, 1998; Reznikoff,
2008). Im Gegensatz zu dem Transposon Tn7 bendtigt das Transposon Tn5 keine
spezifischen Sequenzen, um in die Ziel-DNA zu integrieren. Dadurch fiihrt die Transposition
mit dem Transposon Tn5 héufiger zum Erfolg (Lichtenstein & Brenner, 1981; McKown et al.,
1988; Reznikoff, 2003).

Fiir die heterologe Uberexpression werden in die Expressionsvektoren hiufig starke und
induzierbare Promotoren integriert. Dadurch wird die gezielte Expression der Zielgene nach
Beendigung einer ersten Wachstumsphase der Bakterien moglich. Diese Promotoren sollten
zusitzlich eine geringe basale Expression aufweisen sowie einfach und kostengiinstig zu
induzieren sein (Terpe, 2006). Beispiele fiir solche Promotoren sind der lac-Promotor
(Polisky et al., 1976; Gronenborn, 1976; Fuller, 1982), der tac-Promotor (De Boer et al.,
1983; Brosius et al., 1985) und der Pgap-Promotor (Guzman et al., 1995). Die lac- und tac-
Promotoren werden durch die Zugabe von IPTG induziert, der Pgap-Promotor durch die

Zugabe von L-Arabinose. Im Vergleich zu dem tac-Promotor ist der /ac-Promotor relativ
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schwach und eignet sich aus diesem Grund besonders fiir die Synthese von toxischen
Proteinen oder Membranproteinen. Der Pgap-Promotor zeichnet sich vor allem durch eine
sehr geringe basale Expression aus (Khlebnikov ef al., 2001). Der Nachteil der beschriebenen
Promotoren ist, dass sie in alternativen Expressionsstimmen zu E. coli hdufig schlecht oder
nicht erkannt werden.

Mit dem T7 RNA-Polymerase-abhingigen Expressionssystem wird dieses Problem
iiberwunden. Die rekombinanten Zielgene stehen hier unter der Kontrolle des T7-Promotors
aus dem T7-Bakteriophagen (Studier & Moftatt, 1986). Der T7-Promotor wird ausschlieBlich
von der spezifischen T7 RNA-Polymerase aus dem T7-Bakteriophagen erkannt (Kochetkov et
al., 1998). Um die T7 RNA-Polymerase-abhéngige Expression der Zielgene in dem
heterologen Bakterienstamm zu erreichen, muss zusitzlich ein T7 RNA-Polymerase-Gen in
den Wirtsstamm integriert werden. In dem E. coli-Stamm BL21(DE3) wurde das T7 RNA-
Polymerase-Gen unter der Kontrolle des /ac-Promotors in das Genom integriert (Studier &
Moftatt, 1986). Fiir andere Bakterien, z. B. Pseudomonas aeruginosa, P. putida, Salmonella
enterica oder Ralstonia eutropha, wurden mittlerweile auch T7-Expressionssysteme
konstruiert (Brunschwig & Darzins, 1992; Herrero et al., 1993; McKinney et al., 2002;
Barnard et al., 2004). Im Vergleich zu bakteriellen RNA-Polymerasen weist die T7 RNA-
Polymerase eine sehr hohe Prozessivitdt auf. Daher konnen mit der T7 RNA-Polymerase sehr
hohe Proteinausbeuten erzielt werden. Neben der spezifischen Promotor-Erkennung und der
hohen Prozessivitit begiinstigt auch der einfache Aufbau der T7 RNA-Polymerase ihren
Einsatz in Expressionssystemen. Die virale Polymerase besteht aus nur einer Untereinheit und
bendtigt keine zusitzlichen Proteinfaktoren. Somit eignet sich die T7 RNA-Polymerase als

RNA-Polymerase fiir heterologe Expressionssysteme.
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1.2. Bakterielle Naturstoffe

Die heterologe Synthese von Naturstoffen wird durch die in Abschnitt 1.1.2 beschriebenen
Faktoren limitiert. In den letzten Jahren wurden zahlreiche Strategien entwickelt, um die
genannten Probleme zu liberwinden, da die Naturstoffe biotechnologisch, medizinisch und
wissenschaftlich von groer Bedeutung sind (Cragg et al., 1997; Newman et al., 2003; Baker
et al.,2007; Zhang et al., 2008).

Durch Metagenom- und Screeningverfahren werden stindig neue Gene identifiziert, die fiir
die Synthese bioaktiver Verbindungen verantwortlich sind (Streit & Schmitz, 2004; Venter et
al., 2004). Neben den Bakterien zdhlen auch Pflanzen und Pilze zu den Produzenten von
Naturstoffen (Croteau et al., 2000; Tobert, 2003). Das Wirkungsspektrum der Naturstoffe ist
sehr vielfdltig. Sie werden in der Medizin u. a. erfolgreich als Antibiotika, Antimykotika und
Zytostatika eingesetzt (Newman & Cragg, 2007). Zu den bekanntesten bakteriellen
Naturstoffen gehoren Polyketide und nicht-ribosomale Peptide. Sie werden durch die modular
aufgebauten Polyketidsynthasen (PKS) und nicht-ribosomale Polyketidsynthasen (NRPS) in
zahlreichen Schritten hergestellt (Cane & Walsh, 1999; Staunton & Weissman, 2001; Walsh,
2004). Weitere groBe Gruppen von Naturstoffen werden liber den Isoprenoid- bzw. den
Shikimat-Biosyntheseweg in Bakterien synthetisiert (Dewick, 2002; Knaggs, 2003).

Ein Beispiel fiir eine natiirliche Verbindung mit antibakterieller Wirkung ist Daptomycin, ein
cyclisches Lipopeptid, das von Streptomyces roseosporus produziert wird und eine
antibakterielle Wirkung gegen Gram-positive Bakterien, z. B. Staphylococcus aureus und
Streptococcus pneumoniae, besitzt (Abb. 1.1a; Debono et al., 1988; Baltz, 1997). Die
Besonderheit von Daptomycin ist, dass dieses Antibiotikum auch gegen antibiotikaresistente
Bakterienstimme wie Vancomycin- und Methicillinresistente S. aureus sowie Penicillin-
resistente S. pneumoniae wirkt (Akins & Rybak, 2001; Cha et al., 2003). In Gegenwart freier
Calciumionen wird das Lipopeptid in die Zellmembran eingebaut und fungiert als Ionenkanal.
Dies fiihrt zur Depolarisation der Zellmembran, zu einer fehlerhaften DNA-, RNA- und
Proteinsynthese und schlieBlich zum Zelltod (LaPlante & Rybak, 2004). Der Daptomycin-
Genkluster umfasst eine Grofle von 128 kb und enthilt u. a. die Gene dptA, dptBC und dptD,
die fiir die Untereinheiten einer nicht-ribosomalen Polyketidsynthase kodieren (Miao et al.,
2005). Unter dem Namen Cubicin ist Daptomycin seit 2003 in den USA und seit 2006 in
Deutschland als Antibiotikum zugelassen. Aufgrund der zunehmenden Resistenzen der

Bakterien gegeniiber Antibiotika, verursacht durch unsachgeméfe Verschreibung und
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Dosierung der Antibiotika, ist gerade die Entdeckung immer neuer Antibiotika von gro3em
Interesse (Clardy et al., 2006; Newman & Cragg, 2007).

Zu den Polyketiden mit einer fungiziden Wirkung zdhlt z. B. Soraphen A, das von dem
Myxobakterium Sorangium cellulosum hergestellt wird (Abb.1.1b) Soraphen A zeigt eine
stark wachstumsinhibierende Wirkung gegeniiber zahlreichen phytopathogenen Pilzen,
wihrend Bakterien gegeniiber Soraphen A unempfindlich sind. Die fungizide Wirkung von
Soraphen A basiert auf der Inhibierung der Acetyl-CoA-Carboxylase von Pilzen und Hefen
(Gerth et al., 1994; Vahlensieck et al., 1994). Der Genkluster, der fiir die Synthese von
Soraphen A bendtigt wird, besitzt eine Gesamtlédnge von 67,5 kb und beinhaltet die zwei Gene
sorA und sorB, die jeweils fiir eine Polyketidsynthase kodieren (Schupp et al., 1995; Ligon et
al., 2002). Diese beiden Gene werden flankiert durch die Gene sorM und orf4 bzw. sorR,
sorC, sorD, sorF und sorE, deren Genprodukte zusétzlich in die Synthese von Soraphen A
involviert sind (Zirkle & Molnar, 2004).

Ein weiteres Beispiel fiir einen bioaktiven Naturstoff ist Epothilon. Wie Soraphen A wird
auch Epothilon von dem Myxobakterium S. cellulosum produziert (Abb.1.1¢c). Aufgrund der
Eigenschaft, Mikrotubuli zu stabilisieren und der daraus resultierenden Storung der
mitotischen Zellteilung gehort Epothilon zu den Zytostatika. Epothilon wird durch eine
Polyketidsynthase synthetisiert, die in verschiedene Module unterteilt werden kann. So
besteht der 56 kb groBe Epothilon-Genkluster aus den Genen epod, epoB, epoC, epoD, epoE,
epoF und epoK, die fiir ein loading modul, eine nicht-ribosomale Polyketidsynthase, acht
Polyketidsynthasen und eine Epoxidase kodieren (Julien et al., 2000; Tang et al., 2000). Seit
2007 ist das Epothilon-Derivat Ixembra in den USA als Zytostatikum zugelassen.

Da die natiirlichen Produzenten von bioaktiven Naturstoffen unter Laborbedingungen héufig
sehr langsam wachsen oder gar nicht kultiviert werden konnen, wird die Synthese der
natiirlichen Produkte héufig in heterologen Bakterienstimmen durchgefiihrt. Die heterologe
Synthese von Naturstoffen fiihrt dazu, dass durch den Transfer eines Genklusters in einen
heterologen Wirt auch Derivate der urspriinglichen Verbindung mit neuen Eigenschaften
entstehen konnen (Walsh, 2002). Die Gene und die Genprodukte unterliegen in dem
heterologen Bakterienstamm anderen regulatorischen Mechanismen als in dem natiirlichen
Produktionsstamm. Diese regulatorischen Mechanismen fiihren dazu, dass die urspriingliche
Verbindung modifiziert werden kann. Der Vorgang wird als kombinatorische Biosynthese
bezeichnet und ist flir die Entdeckung immer neuer Naturstoffe von groer Bedeutung (Cane

et al., 1998; Staunton & Wilkinson, 2001).
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(a)

Soraphen A

Epothilon D

Abb. 1.1: Strukturformeln verschiedener Naturprodukte. (a) Daptomycin aus Streptomyces roseosporus, (b)
Soraphen A aus Sorangium cellulosum, (c) Epothilon D aus Sorangium cellulosum.
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1.3. Beschreibung verschiedener Genkluster mit biotechnologischem Potenzial

Fiir die erfolgreiche Synthese von Naturprodukten werden hiufig zahlreiche Gene bendtigt,
die im Chromosom des Produktionsstammes geklustert vorliegen (Bode & Miiller, 2005; Diirr
et al., 2006). Dabei kodieren diese Gene Enzyme, die entweder gemeinsam einen
Enzymkomplex oder einen metabolic pathway bilden. Die Genkluster besitzen oft einen
komplexen Aufbau und bestehen aus verschiedenen Operons, die in unterschiedlichen
Transkriptionsrichtungen angeordnet sind. Im Folgenden wird anhand des Hydrogenase-
Genklusters aus Rhodobacter capsulatus und des Prodigiosin-Genklusters aus Serratia

marcescens der Aufbau zweier Genkluster beschrieben.

1.3.1 Der Hydrogenase-Genkluster aus R. capsulatus

Der Hydrogenase-Genkluster hup (hydrogen-uptake) aus R. capsulatus kodiert flir eine
membrangebundene uptake-Hydrogenase, die zu der Klasse der [NiFe]-Hydrogenasen gehort
und die Oxidation von molekularem Wasserstoff nach folgender Formel katalysiert:
H,—2H"+2¢e (Vignais et al., 2001; Vignais & Colbeau, 2004). Mit Hilfe der Hydrogenase
wird es fiir die Zelle moglich, H, aufzunehmen und unter autotrophen Bedingungen mit H, als
alleiniger Elektronenquelle zu wachsen (Colbeau et al., 1993). Hydrogenasen sind unter den
Bakterien und Archaea weit verbreitet, aber sind gelegentlich auch in Eukaryonten zu finden
(Maroéti et al., 2003; Vignais & Billoud, 2007). Die Bakterien, in denen Hydrogenasen
identifiziert wurden, zdhlen u. a. zu den Proteobakterien, Cyanobakterien und Rhizobien
(Meyer et al., 1978; Lambert & Smith, 1981; Vignais et al., 2001). Aufgrund des stetig
wachsenden Interesses an der biologischen Wasserstoffproduktion als erneuerbare
Energiequelle sind die Hydrogenasen auch fiir die Biotechnologie von Bedeutung (Vignais &
Colbeau, 2004; Mealli & Rauchfuss, 2007).

Die Hydrogenase aus R. capsulatus besteht aus einer grolen (HupL; 65,8 kDa) und kleinen
(HupS; 34,2 kDa) Untereinheit, die beide komplexe Metallkluster enthalten (Richaud et al.,
1990). In Abbildung 1.2 ist die Hydrogenase aus Desulfovibrio gigas dargestellt, die zu der
Hydrogenase aus R. capsulatus groBe Ahnlichkeiten aufweist. Die groBe Untereinheit HupL
besitzt einen [NiFe]-Kluster, die kleine Untereinheit HupS drei FeS-Kluster (Vignais, 2008).
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HupS HupL

Abb. 1.2: Struktur der kleinen (HupS) und grofien (HupL) Untereinheit der [NiFe]-Hydrogenase aus
Desulfovibrio gigas (nach: Volbeda et al., 1995).

Die Strukturgene hupL und hupS, die fiir die grole und kleine Untereinheit der Hydrogenase
kodieren, sind in dem Hydrogenase-Genkluster hup lokalisiert. Der Genkluster mit einer
Gesamtgrofle von 25 kb ist vollstandig sequenziert und beinhaltet neben den Strukturgenen
noch 17 weitere hup- und hyp-Gene, deren Produkte in die Regulation der Synthese der
Hydrogenase sowie in die Synthese und den Einbau der Kofaktoren involviert sind (Abb. 1.3;
Colbeau et al., 1998; Vignais et al., 2005). Die Gene hupU und hupV z. B. kodieren fiir die
grole und kleine Untereinheit einer cytoplasmatischen Sensor-Hydrogenase. Die Sensor-
Hydrogenase HupUV kann H, binden und ist {iber die Interaktion mit dem Zwei-
Komponenten-System HupT/HupR, deren Gene auch in dem hup-Genkluster vorliegen, an
der Regulation der Synthese der uptake-Hydrogenase beteiligt (Vignais et al., 1997; Dischert
et al., 1999; Elsen et al., 2003). Die Proteine, die durch die 4yp-Gene kodiert werden, konnen
dagegen die Kofaktoren binden und in die uptake-Hydrogenase einbauen (Lutz et al., 1991;
Jacobi et al., 1992; Colbeau et al., 1993).

Durch Sequenzanalysen und Gen-Fusionen wurde die Struktur des Hydrogenase-Genklusters
untersucht (Vignais et al., 2005). Alle Gene des hup-Klusters liegen in einer Orientierung vor
und der Kluster kann in fiinf verschiedene Operons unterteilt werden, die teilweise

voneinander durch Transkriptionsterminatoren getrennt werden. Vor jedem Operon ist ein
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spezifischer Promotor integriert, der fiir die Transkription des jeweiligen Operons

verantwortlich ist (Abb. 1.3; Leclerc et al., 1988; Cauvin et al., 1991; Elsen et al., 1996).

o o)

hupT U V hypF hupS L C hupD FG H J K hypAB hupR hypCD E

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Hydrogenase-Genklusters aus R. capsulatus. Die groflen Pfeile
stellen die einzelnen Aup- und hyp-Gene des Klusters dar, die kleinen Pfeile symbolisieren Promotoren. Die
Loops bilden die Transkriptionsterminatoren, die in dem Kluster lokalisiert sind.

Die Regulation der Biosynthese der Hydrogenase in R. capsulatus erfolgt sowohl {iber eine
spezifische Signal-Transduktions-Kaskade als auch iiber ein globales Zwei-Komponenten-
System (Vignais et al., 2005). Die sensorische Hydrogenase HupUV, die Histidin-Kinase
HupT und der Response-Regulator HupR bilden die Signal-Transduktions-Kaskade, die
spezifisch auf die Konzentration an H; in der Zelle reagiert (Elsen et al., 1996; Vignais et al.,
1997). H, wird durch die cytoplasmatische Sensor-Hydrogenase HupUV detektiert und
beeinflusst die Bindung zwischen der Sensor-Hydrogenase HupUV und der Histidin-Kinase
HupT. Bei einer hohen Konzentration von H, wird die Bindung zwischen den Proteinen
HupUYV und HupT geschwicht (Elsen et al., 2003). Dadurch wird auch der Phosphotransfer
von HupT auf den Responseregulator HupR reduziert (Davies et al., 2006). Im Gegensatz zu
herkdmmlichen Zweikomponentensystemen, in denen der Response-Regulator durch die
Phosphorylierung aktiviert wird, bindet HupR in unphosphoryliertem Zustand an eine
enhancer site vor dem hupS-Promotor und aktiviert die Transkription der Strukturgene hupS
und hupL (Dischert et al., 1999). Ist die Konzentration an H, in der Zelle niedrig, fiihrt die
starke Bindung zwischen HupUV und HupT zu einer verstirkten Phosphat-Ubertragung von
der Histidin-Kinase HupT auf den Response-Regulator HupR. Der Regulator HupR ist in
phosphoryliertem Zustand inaktiv und kann die Transkription der uptake-Hydrogenase nicht
mehr induzieren (Toussaint et al., 1997).

Neben dieser spezifischen Signal-Transduktions-Kaskade ist auch ein globales Zwei-
Komponenten-System an der Regulation der Synthese der Hydrogenase beteiligt. Das globale
Zwei-Komponenten-System basiert auf der membrangebundenen Histidin-Kinase RegB und
dem Response-Regulator RegA (Vignais et al., 2005). RegA bindet unphosphoryliert an den
Promotor, der vor dem Operon hupSLC lokalisiert ist und verhindert dadurch die

Transkription der Strukturgene hupS und hupL der Hydrogenase. Unter anaeroben
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Bedingungen ist die membrangebundene Histidin-Kinase RegB fahig, sich selbst zu
phosphorylieren und die Phosphatgruppe darauthin auf RegA zu iibertragen (Elsen et al.,
2000). Die Phosphorylierung von RegA fiihrt dazu, dass sich der Response-Regulator von der
DNA-Sequenz vor AupSL 16st und der Hydrogenase-Genkluster transkribiert werden kann
(Elsen et al., 2004). Neben der Regulation der Transkription des Hydrogenase-Genklusters ist
das Zwei-Komponenten-System RegA/RegB u. a. auflerdem in die Regulation der
Photosynthese, CO,-Fixierung und N,-Assimilation involviert (Joshi & Tabita, 1996; Elsen et
al., 2004).

1.3.2 Der Prodigiosin-Genkluster aus S. marcescens

Der Prodigiosin-Genkluster pig aus S. marcescens enthdlt die pig-Gene, die fiir die
Biosynthese des roten Pigments Prodigiosin erforderlich sind. Prodigiosin gehort zu der
Familie der Prodiginine, die sich durch eine Tripyrrol-Struktur auszeichnen, und wird als
Sekundirmetabolit in S. marcescens gebildet (Thomson et al., 2000). Neben S. marcescens
stellen weitere Bakterien der Gattung Serratia sowie Actinomyceten, Pseudoalteromonas
denitrificans und zahlreiche marine Bakterien, darunter auch Hahella chejuensis, Prodiginine
her (Kawauchi et al., 1997; Jeong et al., 2005). Die Bedeutung von Prodigiosin fiir die Zelle
sowie die Lokalisierung in der Zelle sind zurzeit noch unbekannt (Harris et al., 2004).
Prodigiosin ist von groem Interesse fiir die Biotechnologie, weil es aktiv gegen Bakterien,
Pilze und Protozoen wirkt (Williams & Quadri, 1980; Demain, 1995). AuBBerdem wurde
gezeigt, dass Prodigiosin und Derivate von Prodigiosin in Krebszellen Apoptose auslosen
konnen, wihrend gesunde Zellen nicht beeinflusst werden (Montaner ef al., 2000; Williamson
etal.,2007).

Die Biosynthese von Prodigiosin erfolgt iiber zwei Biosynthesewege, deren Endprodukte, 2-
Methyl-3-n-amyl-pyrrol (MAP) und 4-Methoxy-2,2"-bipyrrol-5-carbaldehyd (MBC), in
einem letzten Schritt zu Prodigiosin kondensiert werden (Abb. 1.4; Williamson et al., 2005;

2006a; Chawrai et al., 2008).
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung des Biosyntheseweges von Prodigiosin in Serratia marcescens.
Prodigiosin wird iiber einen gegabelten Biosyntheseweg hergestellt. Die Endprodukte der Biosynthesewege
MAP (2-Methyl-3-n-amyl-pyrrol) und MBC (4-Methoxy-2,2 -bipyrrol-5-carbaldehyd) werden im letzten Schritt
zu Prodigiosin kondensiert (nach: Williamson ef al., 2006a).

Die Enzyme, welche die Biosynthese von Prodigiosin katalysieren, werden durch 14 Gene
kodiert, die in der chromosomalen DNA von S. marcescens gemeinsam in dem pig-
Genkluster vorliegen (Harris ef al., 2004). Der Genkluster mit den Genen pig4-pigN umfasst
eine Linge von 21,4 kb und wird durch die Gene cueR und copA flankiert (Abb. 1.5;
Williamson et al., 2006b). Ausgehend von einem Promotor vor pig4 wird der Prodigiosin-
Genkluster transkribiert. Die flankierenden Gene cueR und copA besitzen eigene Promotoren.
Durch die Inaktivierung der einzelnen Gene des pig-Klusters, LC-MS-Analysen der
entstandenen Zwischenprodukte und Komplementationsversuche wurden die Funktionen der
einzelnen Pig-Enzyme in der Biosynthese von Prodigiosin ermittelt (Williamson et al., 2005).
Wie in Abbildung 1.4 dargestellt, erfolgt die Synthese von Prodigiosin ausgehend von den
Vorstufen Pyruvat und 2-Octenal bzw. Prolin. An den einzelnen Schritten der Umsetzung
dieser Vorstufen zu dem Endprodukt Prodigiosin sind die Pig-Enzyme beteiligt. Die Pig-
Enzyme bilden somit einen metabolic pathway. Die Enzyme, die durch die Gene cueR und
copA kodiert werden, sind nicht direkt an der Biosynthese von Prodigiosin beteiligt, sondern

sind in die Regulation der Biosynthese von Prodigiosin involviert.
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung des Prodigiosin-Genklusters aus Serratia marcescens. Der pig-Kluster
besteht aus 14 pig-Genen und wird durch cueR und copA (gelbe Pfeile) flankiert. Die Gene, die in die Synthese
von MAP involviert sind, werden durch die dunkelblauen Pfeile symbolisiert; die Gene, die in die Synthese von
MBC involviert sind, werden durch die hellblauen Pfeile dargestellt. Das pigC-Genprodukt (roter Pfeil)
katalysiert die Kondensation von MAP und MBC zu Prodigiosin.

Die Regulation der Biosynthese der Prodiginine ist sehr komplex. Abhingig von dem
jeweiligen Produktionsstamm sind sowohl physiologische wie auch dullere Einfliisse in ihre
Regulation involviert (Williamson et al., 2006a).

So wird z. B. durch spezifische Transkriptions-Regulatoren die Transkription der Prodiginin-
Kluster beeinflusst (Takano et al., 1992; Guthrie et al., 1998). Beispiele fiir solche
Transkriptions-Regulatoren sind die Proteine PigP und PigR aus Serratia 39006. Das
regulatorische Protein PigP aus Serratia 39006 besitzt eine helix-turn-helix-Doméne, mit der
das Protein sequenzspezifisch an DNA binden kann. Durch die spezifische Bindung von PigP
an die DNA wird die Synthese sechs weiterer Prodigiosin-Regulatoren (PigQ, PigR, PigS,
PigV, PigX und Rap) sowie die Transkription des Prodigiosin-Genklusters beeinflusst. Das
fiihrt zu einer verstdrkten Prodigiosin-Synthese (Fineran et al., 2005a). PigR, eine Adenylat-
Cyclase, aktiviert dagegen die Prodigiosin-Produktion durch die Umwandlung von ATP in
zyklisches Adenosin-3",5 -monophosphat (cAMP) (Fineran et al., 2005a). Das durch PigR
synthetisierte zyklische AMP bindet an ein Katabolit-Aktivator-Protein (CAP), das daraufhin
an den Promotor des Prodigiosin-Genklusters binden kann. Durch die Bindung des CAP-
cAMP-Komplexes an den Promotor wird die Transkription des Klusters gesteigert (Fineran et
al., 2005b).

Die Phosphat-Konzentration im Medium wirkt sich ebenfalls auf die Prodigiosin-Produktion
in der Zelle aus (Slater ef al., 2003). Wenig Phosphat fiihrt zu einer verstarkten Pigmentierung
der Zellen. Die Phosphat-Konzentration im Medium wird durch die Sensor-Kinase PhoR
ermittelt. Eine geringe Phosphat-Konzentration fiihrt dazu, dass der Response-Regulator
PhoB durch die Kinase PhoR phosphoryliert und somit aktiviert wird. PhoB kann an die
»Pho-Box“, eine konservierte 7 bp Sequenz upstream des pig-Klusters, binden und die
Transkription des Klusters verstirken (Williamson et al., 2006a).

Neben den genannten Regulationsmechanismen wirken sich auBerdem Temperatur, pH, Licht,
Sauerstoff und Quorum Sensing auf die Produktion der Prodiginine aus (Williams & Quadri,

1980; Bennett & Bentley, 2000; Coulthurst ez al., 2004).
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1.4 Das ,,in vivo auto cloning and expression*“-System

Um die in Abschnitt 1.1.2 beschriebenen Probleme der heterologen Expression zu 16sen und
die simultane Expression mehrerer Gene eines Genklusters in einem heterologen
Bakterienstamm zu ermoglichen, wurde das ,,in vivo auto cloning and expression“-System
(IVAC) entwickelt. Basierend auf den Erfahrungen mit anderen Expressionssystemen wurde
das IVAC-Expressionssystem konstruiert. Mit dem neuen [VAC-Expressionssystem soll es
moglich werden, (a) einen Genkluster durch homologe Rekombination einer linken (L-IVAC)
und rechten (R-IVAC) Kassette zu markieren (Abb. 1.6, Schritt 1), (b) die markierten Gene
durch Konjugation in einen beliebigen Gram-negativen Bakterienstamm zu {ibertragen (Abb.
1.6, Schritt 2), (c¢) durch Transposition die Gene des Klusters stabil in das Genom eines
heterologen Wirtes zu integrieren (Abb. 1.6, Schritt 3) und (d) abhéngig von der T7 RNA-
Polymerase zu exprimieren (Abb. 1.6, Schritt 4).

Das IVAC-Expressionssystem basiert auf zwei Kassetten, der L-IVAC- und der R-IVAC-
Kassette. Der Aufbau der IVAC-Kassetten ist in Abbildung 1.7 dargestellt. Beide IVAC-
Kassetten sind aus zahlreichen Komponenten zusammengesetzt, mit deren Hilfe die
beschriebenen Schritte ermdglicht werden sollen. Sie enthalten je einen Selektionsmarker
(Tc®, Gm®), ein Reportergen (Km"®, YFP), einen T7 RNA-Polymerase-abhéngigen Promotor
und Transpositions-Elemente. Der T7-Promotor der R-IVAC-Kassette wird durch einen lac-
Operator kontrolliert. Ein zusétzlicher Bestandteil der L-IVAC-Kassette ist der origin of
transfer (oriT). Die IVAC-Kassetten werden durch die Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen Scal bzw. Smal flankiert (Abb. 1.7). Durch die Hydrolyse mit
diesen Restriktionsenzymen ist es moglich, die IVAC-Kassetten durch Restriktion gezielt aus
einem Vektor zu isolieren.

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte, die durch das neue IVAC-Expressionssystem

vermittelt werden sollen, detailliert beschrieben.
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1. Integration der IVAC-Kassetten durch homologe Rekombination
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4. T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der neuen IVAC-Technologie. Schritt 1: Die IVAC-Kassetten werden
durch homologe Rekombination neben einem Genkluster integriert. Schritt 2: Der markierte Genkluster wird
durch Konjugation in einen Rezipienten iibertragen. Schritt 3: In der Rezipientenzelle wird der Genkluster
zusammen mit den IVAC-Kassetten durch Transposition in das Genom integriert. Schritt 4: Alle Gene des
Klusters werden abhingig von der T7 RNA-Polymerase transkribiert.
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L-IVAC
< TcR ﬂl—'l'—lm H  OE-L > KmR M Pw>
Scal Scal
R-IVAC

F<PT7 H _ YFp >— mR mp. OE-R

Smal Smal

Abb. 1.7: Schematische Darstellung der L-IVAC- und der R-IVAC-Kassette. Die einzelnen funktionellen
Elemente der IVAC-Kassetten werden durch Pfeile dargestellt. In den IVAC-Kassetten sind je ein
Selektionsmarker (Tc®, Gm®; griin), ein Reportergen (Km®, YFP; gelb), ein T7 RNA-Polymerase-abhéngiger
Promotor (orange) sowie Transpositions-Elemente (das fiir die Transposase kodierende Gen tnp und die
spezifischen Erkennungssequenzen OE-L und OE-R der Transposase; blau) integriert. Der T7 RNA-Polymerase-
abhingiger Promotor der R-IVAC-Kassette steht unter der Kontrolle des lac-Operators (rot) und in der L-IVAC-
Kassette ist zusétzlich ein origin of transfer (oriT; rot) lokalisiert. Die IVAC-Kassetten werden durch die
Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen Scal bzw. Smal flankiert.

1.4.1 Die Markierung eines Genklusters durch die IVAC-Kassetten

Der erste Schritt der neuen IVAC-Technologie besteht in der Flankierung der zu
exprimierenden Gene durch die IVAC-Kassetten. Um die IVAC-Kassetten in den Vektor, der
die zu exprimierenden Gene trigt, integrieren zu konnen, wurde der Mechanismus der
homologen Rekombination gewahlt (Abb. 1.6, Schritt 1). Die gezielte Klonierung der IVAC-
Kassetten in den Expressionsvektor durch Restriktion mit anschlieBender Ligation ist nur
dann moglich, wenn sich die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme nicht in dem zu
exprimierenden  Genkluster wiederholen. Die Héufigkeit, mit der sich eine
Restriktionsschnittstelle wiederholt, hidngt vor allem von ihrer Lénge, aber auch von ihrer
Zusammensetzung ab. Spezifische Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen mit
einer Grofle von 6 bp wiederholen sich statistisch alle 4096 bp (Lottspeich & Zorbas, 1998).
Dadurch wird die Grofe des Genklusters, das durch gezielte Klonierung mit den IVAC-
Kassetten markiert werden kann, begrenzt (Fu et al., 2008).

Die Methode der homologen Rekombination ist der alternative Weg zu Restriktion und
Ligation und ist vor allem im Umgang mit groBen DNA-Fragmenten vorteilhaft. Im
Gegensatz zu einer Klonierung ist die homologe Rekombination spezifisch und gleichzeitig
unabhingig von der Lange des zu flankierenden Genklusters (Kuzminov, 1999; Rocha et al.,
2005). So nutzt z. B. auch das in Abschnitt 1.1.2 beschriebene Red/ET-Recombination Kit

von der Firma GeneBridges die Methode der homologen Rekombination und ermdéglicht so
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die schrittweise Integration von zahlreichen Genen, die fiir einen komplexen Biosyntheseweg
kodieren, in einem Plasmid (Zhang et al., 2000; Braatsch et al., 2008)

Der Nachweis der Integration der [IVAC-Kassetten neben dem zu exprimierenden Genkluster
soll iiber Selektionsmarker erfolgen. In der L-IVAC-Kassette ist als Selektionsmarker ein
Tetracyclin-Resistenzgen und in der R-IVAC-Kassette ein Gentamycin-Resistenzgen
enthalten (Abb. 1.7). Durch die sukzessive Integration der IVAC-Kassetten in den Vektor
werden der Zelle spezielle Antibiotikaresistenzen verliehen, auf die selektioniert werden

kann.

1.4.2 Der Transfer des markierten Genklusters in einen heterologen Bakterienstamm

durch Konjugation

Der von den IVAC-Kassetten flankierte Genkluster soll anschlieBend durch Konjugation in
einen beliebigen Gram-negativen Expressionsstamm iibertragen werden (Abb. 1.6, Schritt 2).
Durch diese Ubertragung kann ein zu E. coli alternativer Expressionsstamm ausgesucht
werden, der sich aufgrund von physiologischen, genetischen oder strukturellen Eigenschaften
fiir eine effiziente Synthese der Zielproteine besser eignet als E. coli. Fiir den Transfer wurde
die Methode der Konjugation und nicht die Transformation gewéhlt, da mit einer Konjugation
eine hohere Ausbeute als mit Transformation erzielt werden kann. Die Konjuagtionsrate
betrigt durchschnittlich 10 bis 10 (Pinedo & Smets, 2005).

Bei einer Konjugation konnen mobilisierbare Plasmide oder chromosomale DNA zwischen
einem Donor und einem Rezipienten iibertragen werden. Die fiir den komplexen Prozess der
Konjugation benétigten Genprodukte werden durch die tra-Gene kodiert. Die Produkte der
meisten fra-Gene sind in die Konstruktion des Pilus involviert, der den Kontakt zwischen
Donorzelle und Rezipientenzelle herstellt (Kohler e al., 2001). Sobald der Kontakt zwischen
Spender und Empfanger hergestellt ist, induziert eine spezifische DNA-Endonuklease, die
ebenfalls durch die #ra-Gene kodiert wird, einen Einzelstrangbruch am oriT (origin of
transfer) in dem Plasmid, das transferiert werden soll (Grohmann et al., 2003). Anschlieend
entwindet eine Helicase die Doppelstringe des Plasmids. Der linearisierte Einzelstrang wird
durch den ,rolling-circle-Mechansimus in den Rezipienten TUbertragen, der zirkuldre
FEinzelstrang verbleibt in der Donorzelle (Waters, 2001). Durch Replikation werden die
Einzelstrdnge in beiden Zellen wieder zu Doppelstrangen aufgefiillt (Snyder & Champness,

1997).
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Da eine Komponente der L-IVAC-Kassette der oriT ist, entsteht durch die Flankierung des
Genklusters mit den [VAC-Kassetten ein Vektor, der bei einer Konjugation mobilisiert und in

einen heterologen Wirt transferiert werden kann (Abb. 1.7).

1.4.3 Die stabile Integration des Genklusters in die chromosomale DNA des

Rezipientenstammes durch Transposition

Nach der erfolgreichen Ubertragung des IVAC-Expressionsvektors in den heterologen
Bakterienstamm durch Konjugation soll der Genkluster zusammen mit den [VAC-Kassetten
durch Transposition stabil in die chromosomale DNA des neuen Wirtsstammes integriert
werden (Abb. 1.6, Schritt 3). Da gerade grofle Plasmide nur instabil in einer Zelle vorliegen,
soll durch die Transposition die Stabilitit, mit der die Gene in dem heterologen
Bakterienstamm vorliegt, erhoht werden. Die Integration soll dabei {iber den Mechansimus
der Transposition erfolgen, da die Transposition unabhingig von der Grofle der zu
tibertragenden DNA-Sequenz und effizienter als homologe Rekombination ist (Goryshin &
Reznikoff, 1998; Fu et al., 2008). Die IVAC-vermittelte Transposition basiert auf dem
Mechanismus des Tn5-Transposons, d.h. die Transposition verlduft iiber eine aus dem Genom
ausgeschnittene DNA-Zwischenstufe (,,cut and paste “-Transposition) und ist unabhéngig von
spezifischen Sequenzen in der Ziel-DNA.

Der Prozess der Transposition ist eine Folge von mehreren Schritten. Im ersten Schritt binden
zwei Transposasen an spezifische Erkennungssequenzen, welche die zu iibertragende DNA-
Sequenz flankieren (Reznikoff er al., 2004; Klenchin et al., 2008). Diese aus 19 bp
bestehenden Erkennungssequenzen werden als outside-ends (OE) bezeichnet (Reznikoff,
2003). Nach der Bindung der Transposasen werden die Erkennungssequenzen OE-L (outside-
end leff) und OE-R (outside-end right) durch eine Oligomerisierung in direkte Nihe
zueinander gebracht. Die dazwischenliegende DNA-Sequenz bildet eine Haarnadelstruktur
aus, die aus der Donor-DNA herausgeschnitten werden kann (Gueguen et al., 2005; Gradman
et al., 2008). Im letzten Schritt wird die DNA in eine Ziel-DNA integriert.

Fiir den Prozess der Transposition werden nur die Transposase sowie die spezifischen 19 bp-
Erkennungssequenzen der Transposase (OE-L, OE-R) benétigt (Reznikoff, 2008). Um die
stabile Integration des zu exprimierenden Genklusters und der IVAC-Kassetten in die
chromosomale DNA des neuen Wirtsstammes durch Transposition zu ermdglichen, wurden
sowohl das Gen tnp, das fiir die Transposase kodiert, als auch die Erkennungssequenzen OE-

L und OE-R in die IVAC-Kassetten inseriert (Abb. 1.7). Somit entsteht durch die Markierung
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eines Genklusters mit den IVAC-Kassetten ein artifizielles Tn5-Transposon, das den Transfer
des Genklusters zusammen mit den IVAC-Kassetten iiber den ,,cut and paste “~-Mechanismus

in die chromosomale DNA des neuen Wirtes ermdglichen sollte.

1.4.4 Die T7 RNA-Polymerase abhiingige Expression des Genklusters

Die spezifischen bakteriellen Promotorstrukturen von Genen unterscheiden sich stark in
verschiedenen Bakterienstimmen und werden daher in heterologen Bakterienstimmen haufig
nicht erkannt (Kanhere & Bansal, 2005). Um die funktionelle Expression der Zielgene mit
dem IVAC-Expressionssystem in jedem beliebigen Wirtsstamm zu erreichen, wurde je ein T7
RNA-Polymerase-abhédngiger Promotor in beiden IVAC-Kassetten integriert (Abb. 1.7).

Es gab verschiedene Griinde, warum die T7 RNA-Polymerase als RNA-Polymerase fiir das
IVAC-Expressionssystem ausgewihlt wurde: (a) Die T7 RNA-Polymerase ist ein sehr einfach
aufgebautes Enzym. Sie besteht aus nur einer Untereinheit und bendtigt keine zusdtzlichen
Proteinfaktoren, (b) aufgrund der hohen Prozessivitit der T7 RNA-Polymerase koénnen mit
der viralen T7 RNA-Polymerase hohe Proteinausbeuten erzielt werden (Studier & Moffatt,
1986) und (c) =zusitzlich unterscheiden sich virale Transkriptionsterminatoren von
bakteriellen Transkriptionsterminatoren (He et al., 1998; Lyakhov et al., 1998). Aufgrund
dieser Unterschiede in der Transkriptionstermination wurde vermutet, dass die virale T7
RNA-Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht erkennt und sich somit
besonders fiir die Expression komplexer Genkluster mit Operonstruktur, die durch
Transkriptionsterminatoren unterbrochen sind, eignet.

Die T7-Promotoren der IVAC-Kassetten werden zueinander gegensitzlich angeordnet, um
alle Gene des Klusters, unabhéngig von ihrer Orientierung, transkribieren zu koénnen (Abb.
1.6, Schritt 4). Der T7-Promotor in der R-IVAC-Kassette wurde zusitzlich unter die
Kontrolle eines lac-Operators gestellt. Die IVAC-vermittelte vollstindige Transkription der
Gene soll anhand von Reportergenen nachgewiesen werden. In der L-IVAC-Kassette ist das
Kanamycin-Resistenzgen, in der R-IVAC-Kassette das Gen YFP als Reportergen integriert
(Abb. 1.7).
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1.5 Zielsetzung

Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit (Markert, 2005) wurden die beiden IVAC-
Kassetten erfolgreich konstruiert. Das Ziel dieser Doktorarbeit bestand darin, die Fahigkeiten
des IVAC-Expressionssystems in Bezug auf die funktionelle Expression komplexer
Genkluster zu iiberpriifen.

Dabei sollte zundchst untersucht werden, ob die T7 RNA-Polymerase bakterielle
Transkriptionsterminatoren in vivo ignoriert und und sich somit fiir die funktionelle
Uberexpression komplexer Genkluster eignet. Zur Uberpriifung dieser Fragestellung wurde
der Hydrogenase-Genkluster aus R. capsulatus abhidngig von der T7 RNA-Polymerase
exprimiert.

Anhand des /ac-Operons aus E. coli und des Prodigiosin-Genklusters aus S. marcescens sollte
schlieBlich die Funktionsfiahigkeit des [VAC-Expressionssystems getestet werden. Es sollte
iiberpriift werden, ob es mit Hilfe des IVAC-Expressionssystems moglich wird, (a) einen
Genkluster mittels Konjugation in einen beliebigen Gram-negativen Bakterienstamm zu
iibertragen, (b) alle Gene durch Transposition stabil in das Genom des neuen Wirtes zu
integrieren und (c) anschlieBend alle Gene des Klusters abhingig von der T7 RNA-

Polymerase zu transkribieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Antibiotika, Chemikalien und Enzyme wurden von den
folgenden Firmen in p.A.-Qualitét bezogen:

Antibiotika:
Chemikalien:

Enzyme:

Medienkomponenten:

2.2 Bakterienstimme

2.2.1 Escherichia coli

Gerbu (Geilberg), Serva (Heidelberg), Sigma (Deisenhofen)

Roth (Karlsruhe), Gibco BRL (Eggenstein), Amersham Pharmacia
(Freiburg), Sigma (Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Merck
(Darmstadt)

Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Fermentas (St. Leon-
Roth) und New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. T4-DNA-
Ligase und T4-DNA-Polymerase wurden ebenfalls von der Firma
Fermentas sowie von der Firma Roche (Mannheim) erworben.
Lysozym, RNase und Proteinase K wurden von Sigma-Aldrich
erworben, DNase wurde von Qiagen und Promega bezogen

Difco (Detroit, USA), Fluka (Sternheim), Roth (Karlsruhe), Sigma
(Deisenhofen)

Tab. 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten E. coli-Stimme

Stamm relevante Eigenschaften Quelle / Referenz

DH5a F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 | Hanahan, 1983
deoR nupG (D80AlacZM15) A(lacZYA-
argFU169 hsdR17

JM110 rpsL thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA Yanisch-Perron et
tsx dam dem supE44 A(lac-proAB) al., 1985
[F'traD36 proAB laclgZAMI5] St"

S17-1 Ec294::.[RP4-2(Tc::Mu)(Km::Tn7)] pro res, | Simon et al., 1983
recA Tp' Sm'

BL21(DE3) F ompT gal dem hsdSp(rgmp’) MDE3[lacl | Studier & Moffatt,
lacUV5-T7 genel indl sam7 nin3]) 1986

2.2.2 Pseudomonas putida

Tab. 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten P. putida-Stimme

Stamm relevante Eigenschaften Quelle / Referenz
KT2440 Wildtyp, katabolisiert Toluen Nelson ef al., 2002
P. putida::1.>lac<R P. putida::pl.>lacZY A<R diese Arbeit
P. putida::R>lac<L P. putida::pR>lacZY A<L diese Arbeit
P. putida::1. >PIG<R P. putida::pL>PIG<R diese Arbeit
P. putida::R>PIG<L P. putida::pR>PIG<L diese Arbeit
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2.2.3 Rhodobacter capsulatus

Tab. 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten R. capsulatus-Stimme

Stamm relevante Eigenschaften Quelle /
Referenz
B10S spontane Sm"-Mutante des R. capsulatus B10 | Klipp et al., 1988
Pr7>hup B10S hupV ::Qspc.T7 Drepper et al.,
2005
Paphll>hup B10S hupV ::Paphll Arvani, S.,
unverdffentlicht
AUVSL B10S hupU ::Sp" hupS :Gm" Arvani, S.,
unverdffentlicht
R. capsulatus::1.>lac<R | R. capsulatus::pl.>lacZY A<R diese Arbeit
R. capsulatus::R>lac<L | R. capsulatus::pR>lacZYA<L diese Arbeit
R. capsulatus::1. >PIG<R | R. capsulatus::p. >PIG<R diese Arbeit
R. capsulatus::R>PIG<L | R. capsulatus::pR>PIG<L diese Arbeit
2.2.4 Serratia marcescens
Tab. 2.4: Verwendeter S. marcescens-Stamm
Stamm relevante Eigenschaften Quelle / Referenz
W838 Wildtyp pig" Laborstamm
2.3 Vektoren und Plasmide
Tab. 2.5: Ubersicht iiber die verwendeten Vektoren
Vektoren fiir E. coli Genotyp Quelle / Referenz
pASK-IBA3 Amp", Strep-tag IBA, Géttingen
pET22b ColE1 Pro10 lacl® Amp" Novagen, USA
pFS21 lacZYA Cm" Tc" Masepohl et al., 1992
pHP45Q Sm", Sp*, Amp", 4,3 kbp Prentki & Krisch, 1984
pIC20H pUCI8, Amp" Marsh et al., 1984
pSVBI10 Amp, lacZa Arnold & Piihler, 1988
pUCI8 Amp" lacZo Vieira & Messing, 1982
pUCI19 Amp" lacZo. Vieira & Messing, 1982
Vektoren mit Genotyp Quelle / Referenz
weitem
Wirtsbereich
pML5 RSF1010 Tc" lacZYA Labes et al., 1990
pMLS5-T7 pML5-Derivat Tc" T7pol lagl? Drepper et al., 2005
pMLS5-Pfru-T7 pML5-Derivat Tc" T7pol Arvani, S., unveroffentl.
rekombinante Genotyp Quelle / Referenz
Plasmide
pASK-lac 6727 bp Fragment (lacZYA) aus pFS2I in | diese Arbeit
pASK-IBA3, Amp®
pIC20HL 3562 bp Scal-Fragment (L-IVAC) aus pL- | diese Arbeit
IVAC3 in pIC20H, Amp®, Tc®
pIC20HRL 3227 bp Smal-Fragment (R-IVAC) aus diese Arbeit
pR-IVAC3 in pIC20HL, Amp", Tc¥, Gm"
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Fortsetzung Tab. 2.5:

rekombinante Genotyp Quelle / Referenz
Plasmide

pL>GFP 3562 bp Scal-Fragment (L-IVAC) aus pL- | diese Arbeit
IVAC3 in pSWGEP, Amp", Tc®

pL>GFP<R 6789 bp Xbal-Fragment (IVAC- diese Arbeit
Kassetten) aus pIC20HRL in pSWGEFP,
AmpR, Tc®, Gm®

pL-IVAC3 3562 bp Scal-Fragment (L-IVAC) in Markert, A.,
pUC18, Amp®, Tc® Diplomarbeit

pL>lacZYA<R 6789 bp Xbal-Fragment (IVAC- diese Arbeit
Kassetten) aus pIC20HRL in pASK-lac,
Amp®, Tc®

pL>PIG<R 6789 bp Xbal-Fragment (IVAC- diese Arbeit
Kassetten) aus pIC20HRL in pPIG,
AmpR, Tch

pPIG pig-Kluster aus S. marcescens in pUCI19, | diese Arbeit
AmpR

pR>GFP 3227 bp Smal-Fragment (R-IVAC) aus | diese Arbeit
pR-IVAC3 in pSWGFP, Amp", Gm"

pR>GFP<L 6789  bp  Xbal-Fragment (IVAC- | diese Arbeit
Kassetten) aus pIC20HRL in pSWGFP,
AmpR, Tc®, Gm®

pR>IVAC3 3226 bp Smal-Fragment (R-IVAC) in | Markert, A.,
pUC19, Amp~, Gm" Diplomarbeit

pR>lacZYA<L 6789  bp  Xbal-Fragment (IVAC- | diese Arbeit
Kassetten) aus pIC20HRL in pASK-lac,
AmpR, Gm®

pR>PIG<L 6789  bp  Xbal-Fragment (IVAC- | diese Arbeit
Kassetten) aus pIC20HRL in pPIG,
Amp®, Gm®

pSWGFP pTZ110 mit promotorlosem gfp, Amp" Wilhelm, S.,

unverdffentlicht

2.4 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG bezogen und
sind in Tab. 2.6 aufgefiihrt. Die Oligonukleotide wurden jeweils in dem vom Hersteller
angegebenen Volumen A. dest. aufgenommen, so dass sie in einer Konzentration von 100

pmol/uL vorlagen.

Tab. 2.6: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide

Name Nukleotidsequenz (5" — 37)
CueR-up AGTTCGCTGATGTGCCTTTC
CueR-down AGCTGGTGGCGTTATTCAAC
GFP-RT-up TGGAGAGGGTGAAGGTGATGC
GFP-RT-down GGGCATGGCACTCTTGAAAA
Gm-RT-up GCGGGCTGCTCTTGATCTTT
Gm-RT-down AGAACGTAAGCCGCGAGAGC
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Fortsetzung Tab. 2.6:

Name Nukleotidsequenz (5 — 3°)
hupC-up GCTTTTTCGGCCGCATCTAC
hupC-down TACCAGCGCAGCTCGAAGAC
hupD-up GAGGCGCTGATCGTCTTTGA
hupD-down GTGGCGATGACGTCCTGAAA
hupG-up GTGCTGAAAACCCCCTCGTT
hupG-down TTCGCGGCAAGGATATGAGA
hupH-up CGAGGACAGCTCTGCCGTTA
hupH-down CAGATCGAAACTGGCCATGC
hupJ-up GACGAATTCCGCCAGGTTCT
hupJ-down GGATCGCTTTGCACGATGAA
hupK-up CCGCGGCTCTTCAATCTGT
hupK-down CAGAAGCTTCGGCCAGATCA
hupL-up AACCTGCAGATCCACGACCA
hupL-down TCTGCTGCAGTTCCGAGGTC
hupR-up GCGGCTTCTCAATTCCACCT
hupR-down CGTCGAAACTGGCAAACTGC
hupS-up GGCAATTCGTCGAACACTGG
hupS-down CGGTCGAACAGGCGTTGTAG
hupT-up GCCTCATCGGCTATGTGCTG
hupT-down AGCGAAGCCAGCTTTTCGTT
hupU-up GTGACCGAGACGCTGATGCT
hupU-down CGCCGAGGCCTTGTATTCAT
hupV-up GCCGACGACCTGGAACTTTT
hupV-down ATCGAAACTGCGCACGACAT
hypA-up CGGTGCAGATCATCGACCTT
hypA-down TCCTTGATCCGCATCTCGTC
hypB-up TGCAACCAACCTCGTGTCCT
hypB-down GGCATCATTCGTCGTCTGCT
hypC-up ATGGCCTTGGCCGATGTCT
hypC-down CAAAGCCGACATGGATCAGC
hypD-up CTACGGGCTCGACAAGCTCA
hypD-down CATCGCCAAAGGTGCAAAAG
hypE-up CTGTGACGGGGTTTTCGTCA
hypE-down CATTGACAATCGCCACATCG
hypF-up CCTGTCTGGGCGAGAACCTT
hypF-down CCGCTCGAAGCCCTTGTAAT
lacA-RT-up CCTGGGTAGAACCGCCTGTC
lacA-RT-down GGGTGTCCCGTAACGGAAAG
lacY-RT-up TTCCCGTTTTTCCCGATTTG
lacY-RT-down AAAGAACGGCGCAAACATCA
lacZ-RT-up TCCATGTTGCCACTCGCTTT
lacZ-RT-down TCGGGTTTTCGACGTTCAGA
PigA-up GCCTGTCGGCTCTGTTTATC
PigA-down CTGTTCCAGACGCAGTTTCA
PigB-up CGGGACAACTATTCCTGCAT
PigB-down GGTATCCAGGAAGGCGTACA
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Fortsetzung Tab. 2.6:

Name Nukleotidsequenz (5 — 3°)
PigC-up GTTGAACTTTCCGGCGATAA
PigC-down ACGGCGAATTCGATAAACTG
PigD-up CAGGAACGCATTCTGTTCAA
PigD-down ATGCGTAAGCGTTTTGCTCT
PigE-up ATTCGGATTCATCGCTCATC
PigE-down AGGTTTTGTCGTTCCCACAG
PigF-up CATGGGGTATCTCGACCAAC
PigF-down GCGGATACAGGAAGGTATCG
PigG-up GCATATCGCCACCCAGTATC
PigG-down CATGAGACTCCTGACGCAGA
PigH-up CGGTTTTGACCTTGAGCATT
PigH-down ACCACGGTCTGGCAGAATAG
Pigl-up CGACATGGTGAAAATCAACG
Pigl-down GATCACGGCGATCAGTTTTT
PigJ-up TCAGGTTTTCTGCCATCTCC
PigJ-down GAAGCCGTCGGTTTTAATGA
PigK-up GTCATCGAAGTCAGCCCTTC
PigK-down TTCCGCCAACTGATTAAAGC
PigL-up ACGTTTCCCTCAGCCATTC
Pigl.-down ATGTGTCCCAATCGCTGTTC
PigM-up AGCATTCAAGCGCTTCTTTC
PigM-down TTTCGTCGTTCAGACACAGC
PigN-up GCCGTTGTTTTGTTGATCCT
PigN-down CCTCGCCGAAATAGCAATAG
PprpoD-up AGAAGAATCCGAAAGCGGTGAC
PprpoD-down TTGCGACCATTTTTCTTCAGGA
PR-1.1 ATATTCTAGAATCGGCACCCGCGCCACG
PR-1.11 ATATAAGCTTACTAGTCTAGCCATCGGCACGTTCTCCGC
PR-2.1 ATATTCTAGATCAGCACCACATCCGGCGAAGGTAAA
PR-2.11 ATATAAGCTTACTAGTTTATTTTTCGCCGACGATCAGGGTG
PR-3.1 ATATTCTAGACCAGTTAGCAACGGGAGCTCGC
PR-3.11 ATATAAGCTTACTAGTTTACAGCACGAAAGGAATGAAACAC
PR-4.1 ATATTCTAGACCCCAATGCGGCAGCGGTT
PR-4.11 ATATAAGCTTTCATTTCCTGGGTTTAAAACGCAGCA
RcrpoD-up TACATCACCATCGACCAGCTCA
RerpoD-down CTTCGCTTTCCTCGACCTCTTC
RT-Kan-up GATTGAACAAGATGGATTGC
RT-Kan-down TCGGTCTTGACAAAAAGAAC
RT-YFP-up CAGCCACAACGTCTATATCA
RT-YFP-down TGGTAGCTCAGGTAGTGGTT
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2.5 Nihrmedien und Zuséitze

Alle Nahr- und Testmedien wurden 20 min bei 121°C und 200 kPa autoklaviert. Hitzelabile
Komponenten wurden sterilfiltriert (Millipore-Membranfilter mit Porendurchmesser von 0,45
um) und dem autoklavierten Medium bei einer Temperatur unterhalb von 60°C nachtriaglich
zugesetzt.

2.5.1 Nihrmedien fiir E. coli, P. putida und S. marcescens

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

Trypton 10g

NaCl 10g
Hefeextrakt 5S5g

A. dest. ad 1000 mL
LB-Agar

Agar I5¢g

LB-Medium ad 1000 mL

a-Komplementations-Agar (Sambrook et al., 1989)
1 mL 100 mM IPTG in 70% (v/v) Ethanol; 3 mL 2% (w/v) X-Gal in DMF; 300 mL LB-Agar

TB-Medium

Caseinhydrolysat 12¢g
Hefeextrakt 24 ¢
Glycerin 5¢g

Lactose (20 g/L) 100 pl
Glucose (50 g/L) 10 ul
Kpi-Puffer (100 mM,  ad 1000 mL
pH7)

2.5.2 Medien fiir R. capsulatus

PY-Vollmedium
Bacto Peptone 10g

Hefeextrakt 0,5¢g

IM MgCl, 2 mL

1M CaCl, 2mL

0,5% FeSOy4 2,4 mL

A. dest. ad 1000 mL
PY-Agar

Agar I5¢g
PY-Medium ad 1000 mL
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RCV-Minimalmedium

10% DL-Malat 40 mL

20% MgSO4 1 mL

7,5% CaCl, 1 mL

1% EDTA 2 mL

0,5% FeSOy4 2,4 mL
0,1% Thiamin 1 mL
Spurenelementlosung I mL

IM Phosphat-Puffer 9,6 mL

A. dest. ad 1000 mL
pH 6,8

RCV +N

10% (NH4)2SO4 10 mL
RCV-Medium ad 1000 mL
RCYV + Serin

IM Serin 10 mL
RCV-Medium ad 1000 mL

Spurenelementlosung fiir RCV-Medium

MnSO; (x 1H,0) 04¢g
H3BO4 0,7 g
Cu(NOs), (x 3H,0) 0,0l g
ZnSO4 (x TH,0) 0,06 g
NaMoOy (x 2H,0) 0,02 ¢g

A. dest. ad 1000 mL

2.5.3 Antibiotika

Tab. 2.7: Endkonzentrationen der zur Selektion verwendeten Antibiotika

Antibiotikum | Konzentration in | Konzentration in | Konzentration in | Konzentration in
E. coli-Medien P. putida- R. capsulatus- S. marcescens-
Medien Medien Medien
Ampicillin 100 pg/mL - - 100 pg/mL
Gentamycin 10 pg/mL 25 pg/mL 4 pg/mL -
Kanamycin 50 pg/mL 25 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL
Spectinomycin 100 pg/mL - 10 pg/mL 50 pg/mL
Streptomycin - - 200 pg/mL 100 pg/mL
Tetracyclin 50 pg/mL 25 pg/mL 1,5 pg/mL (PY) 10 pg/mL
0,25 pg/mL
(RCV)
Irgasan - 25 pg/mL - -
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2.6 Kultivierung und Lagerung von Bakterien
2.6.1 Anzucht von E. coli, P. putida und S. marcescens

Die Anzucht der Bakterien erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37°C (E. coli) bzw.
30°C (P. putida, S. marcescens). Ubernachtkulturen (UK) wurden fiir mindestens 16 h
inkubiert. Kulturen mit einem Volumen bis zu 5 mL wurden im Reagenzglas auf einem
Brutroller, groBere Kulturen im Erlenmeyerkolben (Kulturvolumen: max. l 10 des
GefaBvolumens) auf einem Inkubationsschiittler bei 200 UpM bebriitet. Vorkulturen wurden
in LB-Medium (2.5.1) angelegt und entweder mit einer Einzelkolonie oder mit 1 100 Volumen
aus einer Gefrierkultur inokuliert. Hauptkulturen wurden aus einer UK auf eine Zelldichte, die
einer O.D.sgo nm von 0,05 entsprach, angeimpft. Die Zelldichten von Kulturen wurden durch
Trilbungsmessungen in einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 580 nm gegen
das entsprechende Medium als Referenz ermittelt. Eine O.D.sgp nm von 1 entspricht einer
Zellzahl von etwa 2 x 10° pro mL Kultur. Zur Lagerung von Bakterien wurden diese auf
Festmedium ausgestrichen und nach erfolgter Bebriitung bei 4°C gelagert. Zur dauerhaften
Lagerung von Bakterien wurden UK mit 7,5% (v/v) DMSO versetzt und bei —80°C gelagert.
Stamme mit plasmid- oder genomkodierten Resistenzen wurden unter Selektionsdruck durch
Zugabe des jeweiligen Antibiotikums (Tab. 2.7) kultiviert. Fiir den qualitativen Nachweis der
B-Galaktosidase-Aktivitit wurde a-Kompletmentationsagar nach Sambrook et al. verwendet
(2.5.1).

2.6.2 Phototrophe Anzucht von R. capsulatus unter Starklichtbedingungen

R. capsulatus wurde vorzugsweise anaerob im Licht (photoheterotroph) angezogen. Die
anaerobe Anzucht erfolgte als Einzelkolonieausstrich auf Festmedium in einem speziellen
Anaerob-Inkubationstopf unter Verwendung des Gas-Pack Anaerobic-Systems (BBL). Die
anaerobe Anzucht im Fliissigmedium wurde in gasdicht verschlieBbaren Rohrchen
(Hungates), die mit Hilfe eines im Deckel befindlichen Septums mit Argon bzw. N, begast
wurden, durchgefiihrt. Unter diesen Wuchsbedingungen wurde R. capsulatus fiir drei Tage im
Starklicht (sechs Glithbirnen mit je 60 W; entspricht 2500 lux) inkubiert.

2.6.3 Aerobe Anzucht von R. capsulatus im Dunkeln

Die Inkubation von R. capsulatus Einzelkolonieausstrichen konnte auerdem unter aeroben
Bedingungen im 30°C-Brutschrank und bei Dunkelheit erfolgen.

Mit Zellmaterial von anaerob angezogenen Plattenkulturen konnte R. capsulatus aerob in
Fliissigmedium kultiviert werden. Dabei erfolgte die Inkubation in einem Reagenzglas iiN im
Dunkeln auf einem Brutroller.

2.7 Isolierung von Nukleinsiiuren

2.7.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli und P. putida erfolgte nach der von Birnboim
und Doly (1979) beschriebenen Methode der alkalische Lyse oder durch die Verwendung von
Mini- und Midiprép-Kits der Firmen Eppendorf (Hamburg) und Qiagen (Hilden) nach
Angaben der Hersteller.

Die Konzentration von DNA-Priparationen wurde durch analytische Gelelektrophorese
bestimmt.

33



2. Material und Methoden

2.7.2 Isolierung von chromosomaler DNA

Chromosomale DNA aus E. coli, P. putida oder S. marcescens wurde mit Hilfe des DNeasy
Tissue Kits der Firma Qiagen (Hilden) isoliert.

2.8 Gelelektrophorese von Nukleinsiduren

Zur Analyse sowie zur préiparativen Isolierung wurden DNA-Fragmente in Agarosegelen mit
einer Konzentration von 0,6 % - 2 % (w/v) nach Sambrook et al. (1989) elektrophoretisch
getrennt. Als Elektrophoresepuffer wurde 0,5 x TBE (45 mM Tris-Base; 45 mM Borat; 1,25
mM Na2-EDTA, pH 8,3) verwendet. Als Langenstandard wurde die ,,1kb-ladder* der Firma
Fermentas eingesetzt. Zur Dokumentation der Ergebnisse wurde das Videodokumentations-
system ,,EagleEye II* der Firma Stratagene (Heidelberg) zusammen mit der Software ,,Gel Jet
Imager Plus* der Firma Intas (Gottingen) genutzt. Die Elution von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des ,,Perfectprep Gelcleanup“-Kits der Firma
Eppendorf (Hamburg) nach Angaben des Herstellers.

2.9 In-vitro-Rekombination von DNA

Die Restriktion von DNA, Modifikation von DNA-Enden und Ligation von DNA-
Fragmenten wurden nach Sambrook et al. (1989) sowie nach Angaben des Herstellers unter
Verwendung des jeweiligen Enzyms in den mitgelieferten Puffern durchgefiihrt.

2.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten wurde nach Saiki et al. (1988)
durchgefiihrt. Es wurden standardméfig PCR-Ansidtze mit einem Volumen von 50 pl
angesetzt, die sich wie folgt zusammensetzten: 1 ng Plasmid- oder 10 ng genomische DNA
als Matrizen-DNA, 25 pmol pro Oligonukleotid, 0,2 mM dNTPs und 2,5 U Pfu- oder
Phusion-Polymerase im jeweiligen Reaktionspuffer des Herstellers. Die PCR wurde in dem
PCR-Automaten ,Mastercycler Gradient® der Firma Eppendorf (Hamburg) mit dem
jeweiligen von den Herstellern empfohlenen Programm durchgefiihrt. Die Reinigung der
PCR-Produkte erfolgte unter Verwendung des ,,Perfectprep Gelcleanup“-Kits der Firma
Eppendorf (Hamburg).

2.11 Real-time PCR
2.11.1 Isolierung von RNA

Zur Isolierung bakterieller Gesamt-RNA wurde ein Aliquot der Bakterienkultur (~ 2 mL) in
der exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Das Zellpellet wurde entweder direkt
weiterverarbeitet oder bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Isolierung von RNA aus E. coli und P. putida erfolgte durch die Verwendung des RNeasy
Mini-Kits der Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben der Hersteller. R. capsulatus wurde vor
der Behandlung mit dem RNeasy Mini-Kit in fliissigem Stickstoff schockgefroren, um die
Kapsel, die R. capsulatus umgibt, aufzubrechen und die RNA isolieren zu kénnen.

Die Entfernung der DNA aus den Proben erfolgte mit Hilfe des RNase-Free DNase Sets der
Firma Qiagen und der RQ1 RNase-Free DNase der Firma Promega nach Angaben der
Hersteller.

Die préiparierte RNA wurde bei -80°C gelagert.
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2.11.2 Synthese der cDNA (reverse Transkription)

Die Synthese der cDNA erfolgte ausgehend von 500 ng Gesamt-RNA, die durch reverse
Transkription mit den in Tabelle 2.6 angegebenen Oligonukleotiden und reverser
Transkriptase (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas) in cDNA
umgeschrieben wurde.

Die synthetisierte cDNA wurde als template in der Real-time PCR eingesetzt.

2.11.3 Real-time PCR

Die Real-time PCR wurde mit dem RealMasterMix SYBR ROX Kit (5 Prime) nach Angaben
der Hersteller durchgefiihrt. Als Reaktionsvolumen wurden 20 pl gewdhlt. Um ausschlieen
zu konnen, dass die bei der Real-time PCR detektierten PCR-Produkte auf Verunreinigungen
der isolierten mRNA zuriickzufiihren sind, wurde die isolierte RNA, die nicht mittels reverser
Transkriptase in ihre cDNA umgeschrieben wurde, direkt als template in der Real-time PCR
eingesetzt.

2.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma Sequiserve
(Vaterstetten) durchgefiihrt.

2.13 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Die Transformation sowie die Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen wurde
nach Hanahan (1983) durchgefiihrt.

2.14 Ubertragung von Plasmid-DNA durch Konjugation und Transposition
2.14.1 Konjugation von E. coli S17-1 mit P. putida und Transposition

Zum konjugativen Transfer von mobilisierbaren Plasmiden wurde die Methode des
,biparentalen matings® genutzt. Der als Donor verwendete E. coli-Stamm S17-1 tragt die tra-
Gene des RP4-Plasmids (Simon ef al., 1986) stabil im Genom integriert.

Als Rezipient diente der P. putida-Stamm KT2440. Die Anzucht der P. putida- und E. coli-
Stimme erfolgte in LB-Medium (2.5.1) unter entsprechendem Selektionsdruck iN bei 30°C
(P. putida) bzw. 37°C (E. coli).

Je 0,5 mL der Rezipientenkultur und der Donorkultur wurden in einem EPG gemischt und
zentrifugiert. Anschlieend wurde das Pellet mit 1 mL LB-Medium gewaschen, um die Zellen
von den entsprechenden Antibiotika zu befreien. Die Zellen wurden erneut zentrifugiert (8000
UpM, EZ, RT), in ihrem Restiiberstand resuspendiert und auf einen Kreuzungsfilter auf LB-
Medium gegeben. Nach einer Inkubationszeit von vier Stunden bei 30°C wurde der Filter in
ein EPG mit LB-Medium gegeben und die Zellen wurden durch vortexen von dem Filter
gelost. Sollte das Plasmid nicht nur durch Konjugation {ibertragen, sondern durch
Transposition stabil in dem Genom des Rezipienten integriert werden, verldngerte sich die
Inkubationszeit von 4 auf 8 Stunden. Verdiinnungen von 10°-107* dieser Zellen wurden auf
entsprechendem Selektivagar (2.5.1) ausplattiert. Zur Kontraselektion des E. coli-
Donorstamms wurde Irgasan (Ciba Geigy, Basel) in einer Endkonzentration von 25 pg/mL
eingesetzt.
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2.14.2 Konjugation von E. coli S17-1 mit R. capsulatus und Transposition

Von einer anaeroben Stammplatte des R. capsulatus Rezipienten wurde eine aerobe iiN-
Kultur in 5 mL Minimalmedium (RCV + N) angesetzt. Der plasmidtragende S17-1
Donorstamm wurde in Form eines Einzelkolonieausstrichs selektiv auf Festmedium
angezogen. Nach der Inkubation wurde von der S17-1-Stammplatte Zellmaterial aus dem
Einzelkoloniebereich abgenommen und in 2 mL PY-Medium (ohne FeSO,) vorsichtig
suspendiert.

1 mL der Rezipientenkultur und 0,5 mL der Donorkultur wurden in einem EPG gemischt und
abzentrifugiert (8000 UpM, EZ, RT). Das Sediment wurde im Riicklauf resuspendiert, auf
einen Kreuzungsfilter auf PY-Platten aufgetragen und N bei 30°C inkubiert. Nach der
Inkubationszeit wurde der Filter in ein EPG mit 1 mL RCV-Medium gegeben und die Zellen
wurden durch vortexen von dem Filter gelost. Von der Bakteriensuspension wurde eine
Verdiinnungsreihe angelegt und die Zellen auf Selektivagar ausplattiert.

Bei der Integration eines Transposons in das Genom des Rezipienten wurde in gleicher Weise
vorgegangen.

2.15 Gewinnung von Gesamtzellextrakten

Gesamtzellextrakt wurde durch Zentrifugation (15 min, 6.000 Upm, 4°C) gewonnen. Das
Zellsediment wurde entsprechend einer O.D.sgp = 20 in 1 mL Zellaufschlusspuffer (50 mM
Kpi, pH 6.5) aufgenommen und anschlie8end einer Ultraschallbehandlung unterzogen. Die so
erhaltenen Gesamtzellextrakte (GZE) wurde bei -20°C gelagert.

2.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in Anwesenheit von
SDS in einem diskontinuierlichen Gelsystem nach Laemmli et al. (1970) bestehend aus einem
5 % Sammel- und einem 12 % Trenngel. Die Proben wuden in SDS-Probenpuffer (50 mM
Tris/HCI, pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerin; 2 % (v/v) B-Mercaptoethanol; 0,03 %
(w/v) Bromphenol-Blau R-250) aufgenommen und vor dem Auftragen 10 min bei 99°C
inkubiert. Die elektrophoretische Trennung in der Gelapparatur ,,Mini Protean II Dual Slap
Cell“ der Firma BioRad (Miinchen) erfolgte bei einer Spannung von 100-200 V. Die
aufgetrennten Proteine wurden nach Merril (1990) mit Coomassie Blue R-250 (Serva,
Heidelberg) oder mittels ,,SimplyBlue SafeStain® (Invitrogen, Karlsruhe) geférbt.

2.17 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden unter Verwendung der Apparatur
»Mini-Trans-Blot, Electrophoretic Transfer Cell“ (BioRad, Miinchen) auf eine PVDF-
Membran (BioRad, Miinchen) {ibertragen. Der Proteintransfer erfolgte mittels Elektroblot in
einem nach Dunn (1986) beschriebenen Puffer (10 mM NaHCOs3, 3 mM Na,COs, 20 % (v/v)
Methanol) bei 150 mV fiir 15 min und bei 300 mV fiir weitere 20 min. Die PVDF-Membran
wurde anschlieBend fiir 2,5 h in TBST (50 mM Tris/HCI pH 6,8, 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl,, 0,2 % (v/v) Tween 20) mit 1 % (w/v) Milchpulver blockiert.

Der indirekte immunologische Nachweis wurde unter Verwendung eines spezifischen
Antiserums durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem
,»ECL-Western Blotting Detection“-System (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, UK)
unter Verwendung des Zweit-Antikorpers.
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2.18 Messung der Fluoreszenz von GFP und YFP

Bei YFP (,yellow fluorescent protein*) handelt es sich um eine Mutante des GFP (,,green
fluorescent protein‘) aus der Qualle Aequorea victoria. Sowohl YFP als auch GFP werden als
in-vivo-Fluoreszenzmarker verwendet. Die Testkulturen wurden UGN auf dem Schiittler
inkubiert und am darauffolgenden Tag auf eine O.D.sgy von 1 eingestellt. Die Zellen, gelost in
Tris-HCI, wurden entweder als Ganzzellextrakt oder erst nach einem Ultraschallaufschluss fiir
die Messung verwendet. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte mit einem
Fluoreszenzphotometer. Nach der Anregung mit Licht von einer Wellenldnge von 488 nm
emittieren YFP und GFP bei einer Wellenldnge von 527 nm (YFP) bzw. 509 nm (GFP).
Durch die Bestimmung der maximalen Emission kann die relative Fluoreszenz pro Zellzahl
bestimmt werden und ist ein MaB fiir die Expression.

2.19 Nachweis der p-Galaktosidase-Aktivitit (ONPG-Test)

Das lacZ-Gen aus E. coli codiert fiir die B-Galaktosidase. Beim ONPG-Test ersetzt das
synthetische Galactosid O-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG) Laktose als das
natiirliche Substrat der B-Galaktosidase. Es wird wie Laktose durch die Galaktosid-Permease
in die Zelle hineingebracht und durch die B-Galaktosidase hydrolysiert. Hierbei entstehen die
Reaktionsprodukte Galaktose und o-Nitrophenol. Letzteres verursacht eine Gelbfarbung und
ist photometrisch messbar (440 nm). Die Berechnung der B-Galaktosidase-Aktivitdt in Miller-
Units erfolgt nach folgender Formel: U = (E429 / O.D.580) X ((Vges X 1000) / (Vprobe X t [min]))

2.20 Bestimmung der Hydrogenase-Aktivitit

Hydrogenasen katalysieren die Umsetzung von molekularem Wasserstoff (H,) in 2H" und 2¢.
Mit Hilfe des Viologens Benzylviologen als Redoxindikator konnte diese Reaktion
nachgewiesen werden. Dafiir wurden R. capsulatus-Hauptkulturen 3 Tage in 50 mL-Hungates
photoheterotroph angezogen. Als Medium diente RCV mit Serin als Stickstoffquelle.
Zusétzlich wurden 8 mM Fruktose zur Induktion der T7 RNA-Polymerase, 100 uM NiCl, und
die entsprechenden Antibiotika zu dem Medium gegeben. Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurden die Zelldichten der Kulturen durch Triibungsmessungen in einem
Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 660 nm ermittelt und die Zellen entsprechend
einer O.D.gsp = 0,5 in 2 mL KH,PO4 (pH 9; 20 mM) aufgenommen. Es folgten eine
Zentrifugation (8000 UpM, EZ, RT) und ein Waschschritt mit 1 mL KH,PO,. Die Zellen
wurden in 1950 pl KH,PO, resuspendiert und in Anaerob-Kiivetten gegeben. Zu der
Zellsuspension wurde 50 ul Benzylviologen (40 mM) gegeben, die Kiivetten wurden luftdicht
verschlossen und erst 5 min mit Argon, dann 5 min mit Wasserstoff begast. Die Zunahme des
reduzierten Benzylviologens wurde in dem Spectrophotometer DU650 (Beckmann) bei 555
nm {iber 60 min verfolgt.
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2.21 Messung von Absorptionsspektren

Zur Identifizierung von Prodigiosin wurden die Absorptionsspektren der unterschiedlich
pigmentierten Kulturen gemessen. Prodigiosin zeigt ein Absorptionsmaximum bei 534 nm.
Die Testkulturen wurden iiN unter induzierten Bedingungen inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zelldichten der einzelnen Kulturen durch Triibungsmessungen in einem
Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 580 nm bestimmt und definierte Zellmengen
(O.D.sgo = 0,5) entnommen. Die Kulturen wurden zentrifugiert (8000 UpM, EZ, RT) und der
Uberstand wurde verworfen. Mit acidifiziertem Ethanol (4% 1 M HCIl) wurden die Pigmente
aus den Zellen extrahiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (8000 UpM, EZ, RT)
und die Absorption des Uberstandes wurde am Spektralphotometer in dem
Wellenldngenbereich von 300 nm bis 900 nm bestimmt.

2.22 Bestimmung der relativen Prodigiosin-Produktion (Williamson ez al., 2006b)

Zur Bestimmung der relativen Prodigiosin-Produktion pro Zelle wurden die Testkulturen iiN
angezogen. Die O.D.sgo der UK wurde bestimmt und 1 mL jeder Kultur durch Zentrifugation
(8000 UpM, EZ, RT) sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und Prodigiosin mit
acidifiziertem Ethanol (4% 1 M HCI) aus den Zellen extrahiert. Die Proben wurden erneut
zentrifugiert (8000 UpM, EZ, RT) und die Absorption des Uberstands bei 534 nm gemessen.
Die relative Prodigiosin-Produktion wurde mit folgender Formel berechnet: (O.D.sg0/A s34) X
50.

2.23 ESI-FTICR-MS

Zum Nachweis von Prodigiosin mittels Massenspektrometrie wurde Prodigiosin mit
acidifiziertem Ethanol (4% 1M Essigsdure) aus der Kultur extrahiert. Die Analyse der Probe
wurde mit einem LTQ FT Ultra Massenspektrometer (Thermo Fisher) durch das Zentrale
Analytiklabor des Forschungszentrum Jiilich durchgefiihrt.

2.24 Computerprogramme und Online-Datenbanken

Die Analyse von DNA- und Aminosduresequenzen wurde durch die Computerprogramme
»CLONE Manager for Windows 7 (Scientific and Educational Software) und diversen
Anwendungen des ,Expert Protein Analysis“-Systems (http://expasy.org/) unterstiitzt.
Homologievergleiche wurden mit den BLAST-Algorithmen des NCBI-Servers
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt. Alignments wurden mit Bio-Edit (Hall, 1999)
erstellt. Das Design von Primern wurde mit Hilfe des Primer3 Tools durchgefiihrt (Rozen &
Skaletsky, 2000).
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3. Ergebnisse

I. Die T7 RNA-Polymerase-abhiingige Expression aller Gene eines Genklusters

3.1 Die Etablierung eines neuen Expressionssystems zur koordinierten Expression aller

Gene eines Genklusters

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Etablierung eines neuen Expressionssystems, das sich
insbesondere fiir die heterologe Expression komplexer Genkluster in beliebigen Gram-
negativen Bakterienstimmen eignet. Mit Hilfe des neuen Expressionssystems soll es erstmals
moglich werden, (a) groBe Genkluster durch die Integration einer linken (L-IVAC) und
rechten (R-IVAC) Kassette zu markieren, (b) den markierten Abschnitt mittels Konjugation in
einen Gram-negativen Bakterienstamm zu iibertragen und (c) durch Transposition die zu
exprimierenden Gene stabil in das Genom des neuen Wirtes zu integrieren. Mit der T7 RNA-
Polymerase soll (d) die vollstindige Expression aller Gene des Klusters, unabhéngig von ihrer
Anzahl und Orientierung, gewédhrleistet werden.

Bislang gibt es kein Expressionssystem, das die funktionelle Expression von komplexen
Genklustern in beliebigen heterologen Bakterienstimmen ermdoglicht. Ein Problem der
heterologen Expression ist, dass verschiedene Bakterienstimme unterschiedliche
Promotorstrukturen besitzen und die wirtsfremden Promotoren in den heterologen
Bakterienstimmen héufig nicht erkannt werden. Somit ist die heterologe Expression von
Genen hiufig auf einige wenige nahe verwandte Wirtsstimme limitiert. Um eine heterologe
Expression eines Gens auch in nicht verwandten Bakterienstimmen zu erreichen, muss ein
wirtsspezifischer Promotor vor dem zu exprimierenden Gen integriert werden (Fu et al.,
2008). Fiir die Synthese vieler bakterieller Naturstoffe wird jedoch eine grofle Anzahl von
Genen bendtigt, die natlirlicherweise in geklusterten Genregionen vorliegen. Die Genkluster
weisen héufig eine komplexe Struktur auf und sind in verschiedene Operons unterteilt. Fiir die
heterologe Expression solcher Kluster reicht es nicht, einen Promotor vor dem gesamten
Genkluster zu integrieren. Durch die Operonstruktur der Kluster sind auch
Transkriptionsterminatoren in dem Genklustern lokalisiert, an denen die Transkription der
RNA-Polymerase abbricht. Es wire notwendig, hinter jedem Transkriptionsterminator einen
neuen wirtsspezifischen Promotor zu integrieren. Aufgrund der molekularbiologischen

Handhabung der Kluster ist dies jedoch sehr zeitaufwéndig oder sogar unmoglich.
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Es ist bekannt, dass die viralen Transkriptionsterminatoren sich von den bakteriellen
Transkriptionsterminatoren unterscheiden (He et al., 1998). Daher wurde vermutet, dass
virale Polymerasen, z. B. die T7 RNA-Polymerase, bakterielle Transkriptionsterminatoren
nicht erkennen und sich somit fiir die funktionelle Expression komplexer Genkluster eignen.
Anhand des Hydrogenase-Genklusters aus Rhodobacter capsulatus wurde diese Hypothese
tiberpriift. Die uptake-Hydrogenase aus R. capsulatus katalysiert die reversible Oxidation von
molekularem Wasserstoff nach folgender Formel: Hy«»2H +2¢” und ermdglicht so der Zelle,
H, aufzunehmen und autotroph mit H, als alleiniger Elektronenquelle zu wachsen (Vignais &
Billoud, 2007). Der Hydrogenase-Genkluster besteht aus insgesamt 19 Genen, die auf dem
Chromosom von R. capsulatus in der hup-Region (hydrogen-uptake) vorliegen (Abb. 3.1a).
Neben den Strukturgenen hupS und hupL sind Gene in dem Kluster lokalisiert, deren
Genprodukte u. a. in die Regulation der Hydrogenase-Expression oder in die Synthese und
den Einbau von Kofaktoren (HupS: drei Fe-S Kluster; HupL: [NiFe]-Kluster) involviert sind.
Die gesamte Genregion umfasst eine Gro3e von 25 kb (Vignais & Colbeau, 2004). Alle hup-
und /hyp-Gene liegen in einer Orientierung vor. Der Kluster ist in fiinf Operons unterteilt, die
voneinander durch Transkriptionsterminatoren getrennt werden (Abb. 3.1a). Sowohl der
Nachweis der Transkription des Hydrogenase-Genklusters mit einer RT-PCR als auch der
Nachweis der funktionellen Synthese der Hydrogenase sind moglich, da der Hydrogenase-
Kluster vollstindig sequenziert und ein Hydrogenase-Aktivitétstest etabliert ist. Aufgrund des
stetig wachsenden Interesses an der biologischen Wasserstoffproduktion, ist die Expression
der Hydrogenase auflerdem fiir die Biotechnologie von Bedeutung. Somit ist der
Hydrogenase-Genkluster das ideale Beispiel, um zu iiberpriifen, ob die T7 RNA-Polymerase
bakterielle Transkriptionsterminatoren ignoriert und sich fiir die funktionelle Expression von

komplexen Genklustern eignet.
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3.1.1 Konstruktion eines T7 RNA-Polymerase-basierten Expressionssystems in R.

capsulatus

Fiir die funktionelle Uberexpression der uptake-Hydrogenase aus R. capsulatus miissen neben
den Strukturgenen AupS und hupL, die fiir die kleine und grof3e Untereinheit der Hydrogenase
kodieren, auch die akzessorischen Aup- und hyp-Gene des Klusters iiberexprimiert werden,
deren Genprodukte u. a. in den Einbau und die Synthese der Kofaktoren oder die Faltung der
Hydrogenase-Untereinheiten involviert sind.

Um zu iiberpriifen, ob sich die T7 RNA-Polymerase fiir die funktionelle Uberexpression des
Hydrogenase-Genklusters eignet, wurde ein T7 RNA-Polymerase-abhdngiger Promotor
upstream der Strukturgene hupS und hupL und der akzessorischen Gene in das Gen hupV
inseriert (Abb. 3.1a). Das Gen hupl kodiert fiir die groBe Untereinheit der Sensor-
Hydrogenase HupUV. Die Sensor-Hydrogenase ist, aufgrund ihrer Fahigkeit H, zu binden
und durch die Interaktion mit dem Zweikomponenten-System HupT/HupR, direkt an der
Regulation der Transkription der uptake-Hydrogenase beteiligt, aber nicht an ihrer
funktionellen Expression. Die Untereinheiten der Sensor-Hydrogenase HupU und HupV
zeigen groBe Ahnlichkeiten zu den Untereinheiten HupS und HupL der uptake-Hydrogenase,
im Gegensatz zu der membrangebundenen uptake-Hydrogenase liegt die Sensor-Hydrogenase
jedoch im Cytoplasma vor (Vignais et al., 1997). Die Oxidation von molekularem H, kann
auch durch die Sensor-Hydrogenase katalysiert werden. Durch die Deletion des Gens hupV
wird das spezifische Regulationssystem ausgeschaltet, was zu einer verminderten uptake-
Hydrogenase-Expression in dem neuen Expressionsstamm fiihrt (Elsen et al., 1996). Der
Vorteil der Deletion des Gens hupV ist jedoch, dass in dem Hydrogenase-Aktivititstest zum
Nachweis der funktionellen Expression der uptake-Hydrogenase, der auf der Umsetzung des
Substrats H; basiert, nur die spezifische Aktivitit der uptake-Hydrogenase gemessen wird und
nicht zusitzlich die Aktivitit der Sensor-Hydrogenase HupUV. Als Kontrolle fiir das T7-
Expressionssystem wurde ein bakterieller Promotor, der Promotor Paphll des Kanamycin-
Resistenzgens, anstatt des T7-Promotors in das Gen AupV integriert (Abb. 3.1b).

Es wurden zwei Kassetten konstruiert, um die beiden Promotoren durch homologe
Rekombination in das Gen hupl inserieren zu konnen. Die Kassetten besallen folgende
Eigenschaften: (a) in beiden Kassetten war je ein Resistenzgen als Selektionsmarker
vorhanden (Spc®, Km®), (b) in beiden Kassetten war ein Promotor zur Transkription des
Hydrogenase-Klusters lokalisiert (T7-Promotor, Paphll) und (c) vor den Promotoren wurde je

ein Transkriptionsterminator inseriert, um auszuschlieBen, dass, ausgehend von Promotoren
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vor den Kassetten, zusidtzliches Transkript der Hydrogenase-Gene gebildet wird. Durch
homologe Rekombination wurden die Kassetten erfolgreich in dem Gen AupV integriert (Abb.
3.1a, b; Arvani, S., unverdffentlicht). Die durch die Integration der Kassetten konstruierten
Stimme werden im Folgenden als Pr7>hup bzw. Paphll>hup bezeichnet.

Da der Stamm Pr7>hup keine T7 RNA-Polymerase enthilt, wurde zusdtzlich der Vektor
pMLS5-Pfru-T7 konstruiert. Der Vektor enthélt neben einer Tetracyclinresistenz und einem
broad-host-range ori ein T7 RNA-Polymerase-Gen (Abb. 3.2). Das T7 RNA-Polymerase-Gen
wurde unter die Kontrolle des R. capsulatus fru-Promoters gestellt. Somit ist die Expression
der T7 RNA-Polymerase in R. capsulatus durch die Zugabe von Fruktose induzierbar. Als
Kontrolle wurde der Leervektor pMLS5, der kein T7 RNA-Polymerase-Gen besitzt, genutzt.
Die Vektoren pMLS5-Pfru-T7 bzw. pMLS wurden fiir die funktionelle Expression der
Hydrogenase in den Stamm Pp7>hup durch Konjugation (2.14.2) iibertragen.

Mittels RT-PCR und eines Hydrogenase-Aktivitétstests wurden im Folgenden sowohl die
Transkription als auch die funktionelle Synthese der Hydrogenase in den neuen
Expressionsstimmen Pr7>hup und Paphil>hup untersucht. Als Kontrolle wurde auch der R.
capsulatus Wildtypstamm B10S in Bezug auf Transkription und Synthese der Hydrogenase
analysiert. Wenn die Vermutung bestdtigt wird, dass die T7 RNA-Polymerase bakterielle
Transkriptionsterminatoren nicht erkennt, ist in dem Stamm Pr;>hup mit dem T7 RNA-
Polymerase tragendem Plasmid pMLS5-Pfru-T7 zusétzliches Transkript zu dem Transkript, das
durch die natiirlichen Promotoren des Hydrogenase-Klusters synthetisiert wird, vorhanden
(Abb. 3.1a). Im Gegensatz dazu sollte in dem Stamm Paphll>hup kein zusétzliches Transkript
zu dem Wildtyp-Transkript detektiert werden. Der Transkriptionsterminator, der hinter dem
Gen hupV lokalsiert ist, verhindert die fortlaufende Transkription der bakteriellen Polymerase
(Abb. 3.1b).
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Hydrogenase-Genklusters aus R. capsulatus und Konstruktion der
Expressionsstimme Pr;>hup und Paphll>hup. (a) Konstruktion des T7-Expressionsstamms Pr;>hup. Durch
homologe Rekombination wurde eine Kassette mit einem T7-Promotor in das Gen hupl des Hydrogenase-
Genklusters in R. capsulatus B10S inseriert. Wenn die Vermutung bestitigt wird, dass die T7 RNA-Polymerase
keine bakteriellen Transkriptionsterminatoren erkennt, wird zusitzlich zu dem Wildtyp-Transkript (schwarze
Linien) Transkript der T7 RNA-Polymerase synthetisiert (rote Linie). (b) Konstruktion des Expressionsstamms
Paphil>hup durch die Integration der Kassette Paphll in das Gen hupV von R. capsulatus B10S. Der
Transkriptionsterminator, der hinter dem Gen huplV lokalisiert ist, sollte die Transkription der bakteriellen
Polymerase unterbrechen (griine Linie). Die groen Pfeile stellen die einzelnen sup- und hyp-Gene des Klusters
dar, die kleinen Pfeile die Promotoren. Die Strukturgene hupS und hupL sind blau markiert. Die Loops
symbolisieren die Transkriptionsterminatoren, die im Kluster lokalisiert sind. Die durch homologe
Rekombination integrierten Kassetten sind rot hervorgehoben. Die wellenformigen Linien stellen die vermuteten
Transkripte im Wildtyp (schwarz), im Stamm Pr;>hup (rot) und im Stamm Paphll>hup (griin) dar.

‘—%K

Pfru

pMLS5-Pfiu-T7

Abb. 3.2: Schematische Darstellung des Vektors pML5-Pfiu-T7. Das T7 RNA-Polymerase-Gen (77 pol)
steht unter der Kontrolle des Fruktose-Promotors (Pfiu). ori = origin of replication; Tc® = Tetracyclinresitenz-
Gen
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3.1.2 Analyse der T7 RNA-Polymerase-abhingigen Transkription des Hydrogenase-

Genklusters in R. capsulatus

Um zu untersuchen, ob die T7 RNA-Polymerase die bakteriellen Transkriptionsterminatoren,
die in dem Hydrogenase-Genkluster lokalisiert sind, ignoriert, wurden mit einer RT-PCR die
Transkriptkonzentrationen aller Gene des Hydrogenase-Klusters in dem R. capsulatus
Wildtyp und den neuen Expressionsstimmen Pr;>hup und Paphll>hup bestimmt. Erkennt die
T7 RNA-Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht, ist in dem Stamm Pr7>hup
mit dem T7 RNA-Polymerase tragenden Plasmid pMLS-Pfru-T7 zusétzlich zu der vom
Wildtyp gebildeten mRNA Transkript vorhanden. Die gesteigerten Transkriptkonzentrationen
der einzelnen Gene im Vergleich zu dem R. capsulatus Wildtyp sind dann mit einer RT-PCR
nachweisbar (Abb. 3.1a). Der zusitzliche bakterielle Promotor Paphll in dem Stamm
Paphll>hup sollte dagegen zu keiner Steigerung der Transkription des Hydrogenase-
Genklusters im Vergleich zum Wildtyp fiihren. Ein Transkriptionsterminator, der direkt
hinter dem Gen hupV lokalisiert ist, verhindert die fortlaufende Transkription der bakteriellen
Polymerase (Abb. 3.1b).

Der R. capsulatus Wildtyp und die Expressionsstimme Pr7>hup und Paphll>hup wurden
unter Bedingungen inkubiert, welche die natiirliche Expression der Hydrogenase induzieren,
d. h. die Stdimme wurden heterotroph im Licht unter Ausschluss von Sauerstoff angezogen
(2.6.2) und dem Medium wurde Serin als Stickstoff-Quelle zugesetzt. Mit Serin als einziger
Stickstoff-Quelle im Medium fixiert R. capsulatus Luftstickstoff und durch die
Stickstofffixierung wird Wasserstoff gebildet, der als Induktor fiir die Synthese der
Hydrogenase dient.

Die Expression der T7 RNA-Polymerase wurde durch die Zugabe von 8§ mM Fruktose
induziert. Am Ende der exponentiellen Wachstumsphase (O.D.gs0 = 1) wurden jeweils 2 ml
Kultur der verschiedenen R. capsulatus-Stimme fiir die Analyse in der RT-PCR entnommen.
Die mRNA der verschiedenen Stimme wurde isoliert (2.11.1) und als femplate in der
reversen Transkription zur Synthese der cDNA eingesetzt (2.11.2). Als Primer in der reversen
Transkription wurden jeweils nur die spezifischen down-Primer der einzelnen Hydrogenase-
Gene verwendet, die an das gebildete Transkript binden. Die Transkription der Gene hupF,
hupK und hupR konnte nicht analysiert werden, da fiir diese Gene keine geeigneten Primer
synthetisiert werden konnten. Zur Bestimmung der Transkription des Aup-Klusters wurde die
bei der reversen Transkription gebildete cDNA als template in der RT-PCR (2.11.3)

verwendet.
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Wie erwartet konnte Transkript aller hup- und hyp-Gene in dem R. capsulatus Wildtyp
nachgewiesen werden (Abb. 3.3). Die RNA-Konzentrationen der einzelnen Gene des
Hydrogenase-Klusters lagen zwischen 0,005 pg (4ypC) und 0,46 pg (hypB). Wie in Abschnitt
3.1 beschrieben, kann der Hydrogenase-Genkluster in unterschiedliche Operons unterteilt
werden. Unerwarteterweise wurde jedoch nicht jeweils das erste Gen eines Operons, das sich
direkt hinter einem Promotor befindet, am stdrksten transkribiert. Stattdessen wurden die
Strukturgene hupS und hupL und die Gene hupG, hypA und hypB, deren Genprodukte am
Einbau und der Synthese der Kofaktoren beteiligt sind (Colbeau et al., 1993), verhéltnismaBig

stark exprimiert.

R. capsulatus Wildtyp

0,67
0,51
0,41
0,31

0,27

RNA-Konzentration [pg]

0,11

hypF hupS hupL hupC hupD hupG hupJ hypA hypB hypC hypD hypE

Operon 1 2 3 4

Abb. 3.3: Nachweis der Transkription des Hydrogenase-Genklusters in dem R. capsulatus Wildtypstamm
B10S. Mit einer RT-PCR konnte die Transkription aller Gene des Hydrogenase-Genklusters bestétigt werden.
Der R. capsulatus Wildtypstamm B10S wurde dazu unter Hydrogenase-induzierenden Bedingungen inkubiert,
die mRNA isoliert und jeweils 150 ng als template in der reversen Transkription eingesetzt. In der RT-PCR
wurde dann die synthetisierte cDNA als template verwendet. Die Abbildung stellt die unterschiedlichen RNA-
Konzentrationen der einzelnen hup- und hyp-Gene des Klusters dar. Die Daten reprisentieren Mittelwerte aus
drei unabhéngigen Messungen.

Um zu tiberpriifen, ob die unterschiedlichen RNA-Konzentrationen der Gene auf die
natiirliche Regulation der Hydrogenase-Expression in der Zelle oder auf unterschiedliche RT-
PCR-Effizienzen aufgrund der verschiedenen Primerpaare zuriickzufiihren sind, wurden zwei
Kontrollexperimente durchgefiihrt. (a) Alternative Primerpaare fiir die Gene hupL und hupC
wurden synthetisiert und in einer RT-PCR eingesetzt, um am Beispiel dieser zwei Gene zu
testen, ob andere Primer zu unterschiedlichen Ergebnissen in der RT-PCR fithren. Wie in
Abbildung 3.4a dargestellt, fithrten die alternativen Primer jedoch zu dhnlichen Ergebnissen

wie die ersten Primerpaare. (b) Die Féhigkeiten aller eingesetzten Primer, an ein template zu
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binden, wurden getestet. Dafiir wurden in einer PCR die verschiedenen Primer jeweils mit
einer definierten Konzentration an chromosomaler DNA aus R. capsulatus als template
eingesetzt. Im Gegensatz zu der RT-PCR sind die femplate-Konzentrationen jetzt in allen
Ansitzen konstant und je mehr PCR-Produkt entsteht, desto besser bindet das beteiligte
Primerpaar. In Abbildung 3.4b ist das Ergebnis dieser Kontrolle dargestellt. Die weillen
Balken zeigen die unterschiedlichen RNA-Konzentrationen der sup- und hyp-Gene in dem R.
capsulatus Wildtyp, die grauen Balken stellen die gebildeten Produkt-Konzentrationen aus
dem  Kontrollexperiment  dar. Im  Vergleich zu  den  unterschiedlichen
Transkriptkonzentrationen  blieben die Konzentrationen der PCR-Produkte mit
chromosomaler DNA als template stabil. Die verschiedenen Primer unterscheiden sich somit
nicht erheblich in ihrer Fihigkeit, an ein femplate zu binden. Die unterschiedlichen RNA-
Konzentrationen der hup- und hyp-Gene im R. capsulatus Wildtyp sind somit auf die
natiirliche Regulation der Expression der Hydrogenase-Gene zuriickzufithren und nicht auf
die Bedingungen in der RT-PCR. Es wire moglich, dass Endonukleasen die synthetisierte
mRNA  prozessieren und  diese  Prozessierung zu den  unterschiedlichen

Transkriptkonzentrationen der Gene fiihrt.
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Abb. 3.4: Uberpriifung der einzelnen Primerpaare, die in der reversen Transkription zum Nachweis der
Transkription der Gene des Hydrogenase-Genklusters im R. capsulatus Wildtypstamm B10S eingesetzt
wurden. (a) Vergleich der PCR-Effizienzen, die durch den Einsatz zweier alternativer Primerpaare in der RT-
PCR entstehen. (b) Vergleich der unterschiedlichen Transkriptionkonzentrationen der einzelnen Aup- und hyp-
Gene im R. capsulatus-Wildtyp B10S (weile Balken) mit der PCR-Effizienz, die durch den Einsatz
verschiedener Primer in der reversen Transkription hervorgerufen wird (graue Balken). Zur Bestimmung der
PCR-Effizienz wurde als femplate in der PCR eine definierte Konzentration (150 ng) von chromosomaler DNA

eingesetzt.

47



3. Ergebnisse

In den Expressionsstimmen Paphll>hup und Pr7>hup wurde das Gen hupV durch die
Integration von Kassetten, in denen der Promotor Paphll bzw. der T7-Promotor vorlag,
deletiert. Es wurde erwartet, dass in diesen Expressionsstimmen die Transkription der
einzelnen Gene des Hydrogenase-Genklusters im Vergleich zu dem R. capsulatus Wildtyp
reduziert ist. Durch die Deletion des Gens hupV wird die Sensor-Hydrogenase HupUV, die in
die Regulation der uptake-Hydrogenase-Expression involviert ist, ausgeschaltet. Dadurch
wird die Synthese der uptake-Hydrogenase reduziert (Elsen et al., 1996). Der zusitzliche
bakterielle Promotor Paphll sollte gleichzeitig zu keiner Steigerung der Hydrogenase-
Transkription fiithren, da ein Transkriptionsterminator downstream von hupV die fortlaufende
Trankription der bakteriellen Polymerase verhindert. In dem Expressionsstamm Pr7>hup ohne
das T7 RNA-Polymerase-Gen tragende Plasmid pMLS5-Pfru-T7 wurde auch keine zusétzliche
Transkription des Klusters erwartet, da in diesem Stamm keine T7 RNA-Polymerase vorliegt.
In Abbildung 3.5 sind die Ergebnisse der RT-PCR mit den Expressionsstimmen Paphll>hup
und Pp7>hup dargestellt. In dem Stamm Paphll>hup wurde ebenso wie in dem R. capsulatus
Wildtyp Transkript von nahezu allen Genen des Klusters detektiert (Abb. 3.5a). Wie erwartet
fiihrte die Deletion des Gens hupV durch die Integration einer Kassette jedoch zu einer
verminderten Transkription des Hydrogenase-Genklusters. Die RNA-Konzentrationen der
einzelnen Gene des Hydrogenase-Klusters lagen jetzt zwischen 1,54 x 107 pg (hypF) und
0,06 pg (hypA). Die mRNA einiger Gene (hupC, hupD, hypC, hypD, hypE) konnte nicht
nachgewiesen werden. Diese Gene werden im Wildtyp am schwiéchsten exprimiert und liegen
wahrscheinlich aufgrund der Reduktion der Transkription des gesamten Klusters im Stamm
PaphlIl>hup unter der Nachweisgrenze der RT-PCR.

Die Untersuchung der Transkription des Hydrogenase-Klusters in dem Stamm Pr7>hup mit
dem Plasmid pMLS5, das kein T7 RNA-Polymerase-Gen enthélt, fiihrte zu vergleichbaren
Ergebnissen wie in dem Stamm Paphll>hup. AuBler den Genen hupC, hupD, hypC, hypD und
hypE konnte Transkript aller im Hydrogenase-Kluster lokalisierter Gene aufgezeigt werden
(Abb. 3.5b). Die einzelnen RNA-Konzentrationen der Gene lagen zwischen 1,02 x 107 pg
(hypF) und 0,09 pg (hypA).

Wie erwartet wurde durch die Deletion des Gens Aupl sowohl in dem Expressionsstamm
Paphll>hup als auch in dem Stamm Pr;>hup die Transkription des gesamten Klusters
reduziert. Interessanterweise &dnderten sich jedoch in beiden Expressionsstimmen die
Verhiltnisse der mRNA-Konzantrationen der einzelnen Gene zueinander im Vergleich zum

Wildtyp kaum. Die Strukturgene AupS und hupL, sowie hupG, hypA und hypB werden auch in
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den Stimmen Paphll>hup und Pr7>hup am stérksten exprimiert. Im Gegensatz zu dem
Wildtyp wird nur das Gen hypB verhéltnisméBig gering exprimiert.

Die Ergebnisse der RT-PCR belegen, dass mit dem bakteriellen Promotor Paphll in dem
Stamm Paphll>hup keine zusidtzliche Transkription des Hydrogenase-Genklusters im
Vergleich zu dem R. capsulatus Wildtyp erzielt werden konnte. Durch die Deletion des Gens
hupV in dem Stamm Paphll>hup wurde die Transkription des Klusters sogar vermindert. Eine
bakterielle Polymerase eignet sich somit nicht fiir die funktionelle Uberexpression komplexer
Genkluster, da eine fortlaufende Transkription der bakteriellen RNA-Polymerase durch

Transkriptionsterminatoren verhindert wird.
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Abb. 3.5: Nachweis der Transkription des Hydrogenase-Genklusters in den R. capsulatus-Stimmen (a)
PaphlIl>hup und (b) Pr;>hup. Mit einer RT-PCR konnte die Transkription der Gene des Hydrogenase-
Genklusters in den Stimmen Paphll>hup (B10S hupV::Paphll) und Pr>hup (B10S hupV::QspcT7)
nachgewiesen werden. Dazu wurden die Stimme unter Hydrogenase-induzierenden Bedingungen inkubiert, die
mRNA isoliert und jeweils 150 ng als femplate in der reversen Transkription eingesetzt. Die Abbildung stellt die
unterschiedlichen mRNA-Konzentrationen der einzelnen Aup- und Ayp-Gene des Klusters dar. Die Daten
reprasentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen.
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Um zu iberpriifen, ob die T7 RNA-Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren
ignoriert und sich fiir die funktionelle Uberexpression komplexer Genkluster eignet, wurde
das Plasmids pML5-Pfru-T7, in dem das Gen der T7 RNA-Polymerase inseriert ist, in den
Stamm Pp7>hup durch Konjugation (2.14.2) iibertragen. Wenn sich die Vermutung bestitigt,
dass die T7 RNA-Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht erkennt, sollte in
dem T7-Expressionsstamm mit der RT-PCR zusitzliches Transkript zu dem Wildtyp-
Transkript nachzuweisen sein.

In Abbildung 3.6 sind die Ergebnisse der RT-PCR des T7-Expressionsstamms Pr7>hup mit
T7 RNA-Polymerase dargestellt. Wie erwartet wurde abhéngig von der T7 RNA-Polymerase
die Transkription aller Gene des Hydrogenase-Genklusters im Vergleich zum Wildtyp
gesteigert. Die RNA-Konzentrationen der einzelnen Gene lagen jetzt zwischen 0,083 pg
(hupC) und 4,93 pg (hypA) und iibertrafen damit deutlich die Transkript-Konzentrationen im
R. capsulatus Wildtyp-Stamm (Abb. 3.7). Die Steigerung der Transkription aller Gene des
Klusters durch die T7 RNA-Polymerase verdeutlicht, dass die T7 RNA-Polymerase
bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht erkennt. Im Gegensatz zu der bakteriellen
Polymerase im Stamm Paphll>hup wird zusétzliches Transkript gebildet. Die bakterielle
Polymerase dagegen ist nicht in der Lage, die Gene des Hydrogenase-Genklusters zu
iiberexprimieren, da eine fortlaufende Transkription durch Terminationen verhindert wird.
Unerwartet wurden jedoch auch in dem Stamm Pr7>hup mit T7 RNA-Polymerase &hnliche
Verhiltnisse der mRNA-Konzentrationen der einzelnen Hydrogenase-Gene zueinander
beobachtet wie in dem R. capsulatus Wildtyp und in den Stammen Paphll>hup und Pr7>hup
ohne T7 RNA-Polymerase. Die T7 RNA-Polymerase bildet somit nicht ein langes und
stabiles Transkript, wie es in Abbildung 3.1a dargestellt ist. Ein langes Transkript wiirde zu
einer konstanten Uberexpression aller Gene mit gleicher RNA-Konzentration fiihren.
Stattdessen unterliegt wahrscheinlich auch das von der T7 RNA-Polymerase synthetisierte
Transkript den natiirlichen Regulationsprozessen in der Zelle und wird von Endonukleasen

prozessiert.
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Abb. 3.6: Nachweis der T7 RNA-Polymerase-abhéingigen Transkription aller Gene des Hydrogenase-
Genklusters in dem R. capsulatus-Stamm P1,>hup mit T7 RNA-Polymerase. Durch Konjugation wurde das
T7 RNA-Polymerase tragende Plasmid pMLS5-Pfru-T7 in den T7-Expressionsstamm P, >hup (B10S
hupV::QspcT7) ibertragen und die T7 RNA-Polymerase abhidngige Expression der Hydrogenase durch die
Zugabe von 8 mM Fruktose induziert. Der Stamm wurde unter Hydrogenase-induzierenden Bedingungen
inkubiert, die mRNA isoliert und jeweils 150 ng als template in der reversen Transkription eingesetzt. In der RT-
PCR wurde dann die synthetisierte cDNA als template verwendet. Die Abbildung stellt die unterschiedlichen
RNA-Konzentrationen der einzelnen Ahup- und hyp-Gene des Klusters dar. Die Daten repriasentieren Mittelwerte
aus drei unabhédngigen Messungen.

In Tabelle 3.1 werden die Ergebnisse der RT-PCR zum Nachweis der Transkription des
Hydrogenase-Genklusters zusammengefasst. Wie aus Tabelle 3.1 hervorgeht, wird durch die
Integration des Promotors Paphll bzw. des T7-Promotors die Expression aller Gene des
Hydrogenase-Klusters im Vergleich zum Wildtyp reduziert. Es konnte eine Verminderung der
Transkription um den Faktor 0,02 (hypB) bis 0,43 (hypF) festgestellt werden. Mit dem
zusétzlichen bakteriellen Promotor Paphll konnte somit keine Steigerung der Transkription
der Gene des Hydrogenase-Klusters erzielt werden, da vermutlich die Transkription der
bakteriellen RNA-Polymerase durch Transkriptionsterminatoren unterbrochen wird.

Die T7 RNA-Polymerase-abhidngige Expression des Hydrogenase-Klusters in dem Stamm
Pr7>hup fiihrte dagegen zu einer erhohten Transkription aller Gene des Hydrogenase-
Klusters. Im Vergleich zu dem R. capsulatus Wildtyp wurde die Transkription maximal um
den Faktor 81 (hupL) erhoht. Dieses Ergebnis ldsst die Aussage zu, dass die T7 RNA-
Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht erkennt und sich somit fiir die

koordinierte Expression aller Gene einer Genregion eignet.
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Pr7>hup Pr7>hup
Gen PaphlIl>hup — T7 Polymerase | + T7 Polymerase
hypF 0,35 0,43 74
hupS 0,08 0,1 59
hupL 0,16 0,25 81
hupC . - 40
hupD - - 8
hupG 0,25 0,1 16
hupJ 0,15 0,11 20
hypA 0,25 0,5 18
hypB 0,02 0,03 3
hypC - - 33
hypD - - 38
hypE - - 4l

Tabelle 3.1: Verinderung der Transkription einzelner Hydrogenase-Gene durch die artifizielle
Expression des Hydrogenase-Klusters mit einem zusitzlichen bakteriellen (PaphII>hup) bzw. viralen
Promotor (Pr;>hup) im Vergleich zu dem R. capsulatus Wildtyp.

@ T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression der Gene des Hydrogenase—Genkluster%
dem T7-Expressionsstamm Pr7>hup fiihrte zu einer verstdrkten Transkription aller Gene des
Klusters. Die Ergebnisse der RT-PCR belegen, dass die T7 RNA-Polymerase im Gegensatz
zu bakteriellen Polymerasen bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht erkennt. Wider
Erwarten fiihrte die Transkription mit der T7 RNA-Polymerase nicht zu einer konstanten
Uberexpression aller Gene des Klusters. Stattdessen wurde das durch die T7 RNA-

Polymerase gebildete Transkript wahrscheinlich durch Endonukleasen wie in dem R.

@sulatus Wildtyp modifiziert. /
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3.1.3 Einfluss der verstirkten Transkription des Hydrogenase-Genklusters auf die

funktionelle Synthese der Hydrogenase

Die T7 RNA-Polymerase-abhidngige Expression des Hydrogenase-Genklusters in dem Stamm
Pr7>hup fiihrt zu einer gesteigerten Transkription aller Gene des Hydrogenase-Klusters. Eine
verstirkte Transkription von Genen bedeutet jedoch nicht unbedingt auch die Erhéhung der
funktionellen Synthese des Zielproteins. Die exprimierten Proteine konnen durch Proteasen
abgebaut oder in inclusion bodies angereichert werden. Bei der Synthese von Redox-
Enzymen, wie z. B. der Hydrogenase, miissen auBlerdem die Kofaktoren der Enzyme
synthetisiert und in die Enzyme eingebaut werden. Ohne die Kofaktoren sind die Enzyme
nicht funktionell und es wird keine gesteigerte Enzymaktivitit erreicht.

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigen, dass mit der T7 RNA-Polymerase die Transkription der
Strukturgene AupS und AupL um den Faktor 59 (hupS) bzw. 81 (hupL) im Vergleich zu dem
R. capsulatus Wildtyp gesteigert werden konnte. Somit konnte maximal eine 59-fache
Steigerung der Hydrogenase-Aktivitét in dem T7-Expressionsstamm Pr;>hup im Vergleich zu
dem R. capsulatus Wildtypstamm erwartet werden.

Um die funktionelle Expression der Hydrogenase in dem T7-Expressionsstamm Pr7>hup zu
untersuchen, wurde ein Hydrogenase-Aktivititstest (2.20) durchgefiihrt. Dafiir wurden der R.
capsulatus Wildtyp sowie der Stamm Pr;>hup unter den in 3.1.2 beschriebenen Bedingungen
inkubiert. Durch die Zugabe von 8 mM Fruktose wurde die Expression der Zielgene induziert.
Als Kontrolle dienten der T7-Expressionsstamm Pr7>hup ohne das T7 RNA-Polymerase-
tragende Plasmid pML5-Pfru-T7 und der Stamm Paphll>hup. Als Kontrollstamm wurde
aullerdem die R. capsulatus Mutante AUVSL angezogen, die aufgrund von Deletionen in den
Gene hupUV und hupSL weder eine aktive Sensor- noch uptake-Hydrogenase synthetisieren
kann. Im Gegensatz zu der RT-PCR wurden die Proben fiir den Hydrogenase-Aktivitétstest
(2.20) in der stationdren Phase der Kulturen entnommen. Die Aktivitdt der Hydrogenase in
den unterschiedlichen Stammen wurde am Spectrophotometer indirekt durch die Reduktion
des Viologens Benzylviologen bestimmt (2.20). Die fiir die Reduktion des Benzylviologens
benétigten Elektronen stammen aus der Oxidation des Hydrogenase-Substrates H, zu 2H" und
2¢. Die Reduktion von Benzylviologen fiihrt zu einem Farbumschlag, der photometrisch
messbar ist.

Abbildung 3.7 fasst die Ergebnisse des Hydrogenase-Aktivititstests zusammen. Zur
Bestimmung der Spezifitit des Enzymtests wurde als Negativkontrolle der Stamm R.

capsulatus AUVSL verwendet, der weder eine aktive uptake-Hydrogenase noch die Sensor-
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Hydrogenase HupUV synthetisiert. Wie erwartet, wurde keine Hydrogenase-Aktivitit
nachgewiesen. Als eine weitere Negativkontrolle zur Bestimmung der Spezifitit der
Viologen-Reduktion wurde der T7-Expressionsstamm Pr7>hup, zu dem kein Wasserstoff als
Substrat zugegeben wurde, genutzt. Auch mit dieser Kontrolle konnte keine Hydrogenase-
Aktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 3.7).

In dem R. capsulatus Wildtyp wurde eine Hydrogenase-Aktivitit von 23 mUnits/min
detektiert. Trotz einer deutlich geringeren Transkription des hup-Klusters, wiesen die HupV-
Mutanten Paphil>hup und Pr7>hup im Verhiltnis zu dem R. capsulatus Wildtyp eine
vergleichbare Aktivitdt der Hydrogenase auf. Es wurden Hydrogenase-Aktivititen von 22
mUnits/ min (Paphll>hup) bzw. 21 mUnits/min (Pr7>hup) gemessen.

In den Stamm Pr7;>hup mit dem T7 RNA-Polymerase-Gen tragenden Plasmid pML5-Pfru-T7
wurde eine Hydrogenase-Aktivitit von 34 mUnits/min nachgewiesen. Das entspricht einer
Steigerung der Hydrogenase-Aktivitidt im Vergleich zu dem R. capsulatus Wildtyp um den
Faktor 1,47. Im Vergleich zu der erwarteten Steigerung der Hydrogenase-Aktivitit um den
Faktor 59, ist die gemessene Enzymaktivitit sehr gering. Dieses Ergebnis resultiert
moglicherweise daraus, dass fiir die erfolgreiche Uberexpression eines aktiven Proteins neben
der Steigerung der Transkription noch andere Faktoren (z. B. die Synthese und der Einbau der

Kofaktoren) in den Prozess der Expression involviert sind.
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wt Paphil>hup P, >hup P ,>hup AUVSL NK
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Abb. 3.7: Bestimmung der Hydrogenase-Aktivitit in verschiedenen R. capsulatus-Stimmen. Die
Hydrogenase-Aktivitidt folgender Stdmme wurde untersucht: R. capsulatus Wildtypstamm BI10S (wt),
Paphil>hup (B10S hupV::Paphll), Pr7>hup (B10S AupV::QspcT7) ohne bzw. mit T7 RNA-Polymerase und die
R. capsulatus-Mutante AUVSL (B10S hupU::Spc®, hupS::Gm®). Als Negativkontrolle (NK) wurde der T7-
Expressionsstamm Pp;>hup mit T7 RNA-Polymerase verwendet, zu dem nicht das Substrat (H,) des
Hydrogenase-Aktivitdtstests zugegeben wurde. Alle Stimme wurden unter Hydrogenase-induzierenden
Bedingungen angezogen und die T7 RNA-Polymerase-abhéngige Expression der Hydrogenase-Gene durch die
Zugabe von 8 mM Fruktose induziert. Die dargestellten Aktivititen entsprechen Mittelwerten aus drei
unabhingigen Messungen.
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Im Vergleich zu dem R. capsulatus Wildtyp fiihrte die T7 RNA-Polymerase-abhédngige
Expression der Gene des Hydrogenase-Genklusters in dem Stamm Pr;>hup zu einer

Steigerung der funktionellen Synthese der Hydrogenase um 47 %.
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I1. Das IVAC-Expressionssystem

3.2 Konstruktion des ,,in vivo auto cloning and expression‘“-Systems (IVAC-System)

Basierend auf den Ergebnissen beziiglich der T7 RNA-Polymerase wurde das ,.in vivo auto
cloning and expression*“-System (IVAC) entwickelt. Das IVAC-Expressionssystem besteht
aus zwel Kassetten, der L-IVAC- und der R-IVAC-Kassette. Jede Kassette besteht aus
verschiedenen funktionellen Elementen, die in einer genau definierten Anordnung zueinander
vorliegen, um die einzelnen Funktionen des IVAC-Systems erfiillen zu kénnen (Abb. 3.8a,
3.9a). Das IVAC-Expressionssystems wurde konstruiert, um folgende Schritte zu
ermoOglichen: (a) die Markierung jedes beliebigen Genklusters durch homologe
Rekombination, (b) den Transfer des markierten Klusters in einen Gram-negativen
Bakterienstamm durch Konjugation, (c) die stabile Integration des Klusters in die
chromosomale DNA des heterologen Expressionswirtes durch Transposition und (d) die T7
RNA-Polymerase-abhédngige Expression aller Gene des markierten Genklusters.

Aufgrund des komplexen Aufbaus der L-IVAC- und R-IVAC-Kassetten war eine spezielle
Klonierungsstrategie zu ihrer Konstruktion notwendig. Die einzelnen Bestandteile der
Kassetten wurden entweder durch eine PCR amplifiziert oder lagen als synthetisches
Oligonukleotid vor und wurden durch die kompatiblen Erkennungssequenzen der
Restriktionsendonukleasen BamHI, Bglll oder Bcll flankiert. Durch eine gezielte
Kombination dieser kompatiblen Schnittstellen konnten die einzelnen Komponenten der
IVAC-Kassetten sukzessive in einem Vektor zusammengefiihrt werden. Die verwendeten
Klonierungsstrategien zur Konstruktion beider Kassetten sind detailliert in Abbildung 3.8b
und 3.9b dargestellt. Im Rahmen der vorangegangenen Diplomarbeit (Markert, 2005) konnten
die beiden IVAC-Kassetten erfolgreich hergestellt und die Funktionen -einzelner
Komponenten, z. B. der Resistenzgene und des origin of transfer, iberpriift werden. Die
konstruierten Vektoren, in denen die vollstindigen IVAC-Kassetten vorliegen, werden im

Folgenden als pL-IVAC3 bzw. pR-IVAC3 bezeichnet.
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e
Scal Scal
B
(a) m L onl | < KmR |_| P—r7>
Bcll Scal Bcll Bglll Scal
PCR-Produkt PCR-Produkt
Bglll BamHI
Hl o < 2 W 0
Bcll Scal Bcll synthetisches Oligonukleotid Bgllt Seal
Bglll/ Bglll
(c) BamHI
Bell
R o v
Bglll Scal
(d) Bglll
/ TcR ori 1 OE-L >—< KmR |_| PT7>]_//
Scal Scal
pL-IVAC3

Abb. 3.8: (A) Schematischer Aufbau der L-IVAC-Kassette. Die L-IVAC-Kassette enthdlt einen
Selektionsmarker (Tc"), ein Reportergen (Km"), einen T7 RNA-Polymerase-abhingigen Promotor und
Transpositions-Elemente (OE-L). Ein zusétzlicher Bestandteil der L-IVAC-Kassette ist der origin of transfer
(oriT). Die IVAC-Kassette wird durch die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Scal flankiert Die
groBBen Pfeile symbolisieren die Gene, aus denen die [VAC-Kassette zusammengesetzt ist; die kleinen Pfeile
stellen Promotoren dar. (B) Schematische Darstellung der Konstruktion der L-IVAC-Kassette. (a) Durch
eine PCR wurden die Gene, die fiir die Antibiotikaresistenzen und den oriT kodieren, amplifiziert und (b) in die
Vektoren pUC18 bzw. pSVB10 kloniert. (¢c) Das Oligonukleotid, das die spezifische Erkennungssequenz OE-L
fiir die Transposase enthélt, wurde in das rekombinante Plasmid mit der Kanamycinresistenz und dem T7 RNA-
Polymerase-abhéngiger Promotor kloniert. (d) Die L-IVAC-Kassette wurde durch die Insertion des
Tetracyclinresistenzgens und des oriT vervollstdndigt. Der Vektor mit der vollstdndigen L-IVAC-Kassette wurde
als pL-IVAC3 bezeichnet.
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A R-IVAC-Kassette
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Abb. 3.9: (A) Schematischer Aufbau der R-IVAC-Kassette. Die R-IVAC-Kassette enthdlt einen
Selektionsmarker (Gm"), ein Reportergen (YFP), einen T7 RNA-Polymerase-abhiingigen Promotor und
Transpositions-Elemente (tnp, OE-R). Der T7-Promotor der R-IVAC-Kassette wird durch einen /ac-Operator
kontrolliert. Die R-IVAC-Kassette wird durch die Erkennungssequenz der Restriktionsendonuklease Smal
flankiert Die grofen Pfeile stellen die Gene, aus denen die IVAC-Kassette zusammengesetzt ist, die kleinen
Pfeile die Promotoren dar. (B) Schematische Darstellung der Konstruktion der R-IVAC-Kassette. (a) Die
einzelnen Bestandteile der R-IVAC-Kassette wurden durch PCR amplifiziert und (b) in die Vektoren pUCI18
bzw. pSVBI10 kloniert. (¢) Durch Hydrolyse mit den Restriktionsenzymen BamHI und Bcll bzw. Bgl/ll wurden
zwei Komponenten der R-IVAC-Kassette wieder aus den Vektoren isoliert und (d) sukzessive in einem Vektor
zu der vollstindigen R-IVAC-Kassette vereinigt. Der konstruierte Vektor wurde im Folgenden als pR-IVAC3
bezeichnet.
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Um die IVAC-Kassetten in den Vektor, der die zu exprimierenden Gene trigt, zu integrieren,
wurde der Mechanismus der homologen Rekombination gewéhlt. Die gezielte Klonierung der
IVAC-Kassetten in einen Expressionsvektor durch Restriktion und Ligation ist prinzipiell
auch moglich, aber nur dann, wenn sich die Erkennungssequenzen der verwendeten
Restriktionsendonukleasen nicht in dem zu markierenden Genkluster wiederholen. Zur
Vereinfachung der gezielten Integration der IVAC-Kassetten in einen Expressionsvektor
durch Restriktion und Ligation wurden die IVAC-Kassetten nach ihrer Konstruktion
zusammen in einem Vektor integriert. Durch Hydrolyse mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen Scal (L-IVAC) bzw. Smal (R-IVAC) wurden die I[IVAC-Kassetten
aus den Vektoren pL-IVAC3 und pR-IVAC3 wieder isoliert und sukzessive in den Vektor
pIC20H kloniert (s. Anhang, Abb. 8.1). Der konstruierte Vektor, in dem beide IVAC-
Kassetten zusammen vorlagen, wurde als pIC20HRL bezeichnet. Die IVAC-Kassetten
wurden so in dem Vektor pIC20HRL angeordnet, dass es durch Restriktion des Vektors
pIC20HRL mit dem Enzym Xbal nun méglich war, in einem Klonierungsschritt beide IVAC-
Kassetten zusammenhédngend aus dem Vektor pIC20HRL zu isolieren und durch Ligation in

ein anderes Plasmid zu transferieren (s. Anhang, Abb. 8.1).

3.3 Analyse der T7 RNA-Polymerase-abhiingigen Transkription von Genen mit dem
IVAC-Expressionssystem

Die IVAC-vermittelte Expression von Genen in einem heterologen Bakterienstamm soll mit
Hilfe der T7 RNA-Polymerase erfolgen. Dafiir ist in beiden IVAC-Kassetten je ein T7-
Promotor lokalisiert (Abb. 3.8a, 3.9a). Die IVAC-Kassetten sollen im Folgenden so zu dem
zu exprimierenden Genkluster angeordnet werden, dass die T7-Promotoren gegensétzlich
orientiert sind und die Expression aller Gene eines Klusters, unabhiangig von ihrer Anzahl und

Transkriptionsrichtung, erlauben.

3.3.1 Uberpriifung der Funktionalitit der in den IVAC-Kassetten lokalisierten T7-

Promotoren

Im Gegensatz zu dem T7-Promotor der L-IVAC-Kassette wird der T7-Promotor der R-IVAC-
Kassette durch einen /ac-Operator kontrolliert (Abb. 3.9a). Aufgrund des zuséitzlichen lac-
Operators in der R-IVAC-Kassette bestand die Moglichkeit, dass ausgehend von diesem T7-

Promotor weniger Transkript gebildet wird als vom T7-Promotor der L-IVAC-Kassette aus.
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Die Analyse, ob der /lac-Operator in der R-IVAC-Kassette einen Einfluss auf die
Promotorstirke des T7-Promotors hat, wurde mit einer GFP-Fusion durchgefiihrt. Dafiir
wurden die einzelnen Kassetten durch Hydrolyse mit Scal (L-IVAC) bzw. Smal (R-IVAC)
aus den Vektoren pL-IVAC3 und pR-IVAC3 isoliert und jeweils in den Vektor pSWGFP, der
das promotorlose Gen gfp enthélt, kloniert. Die konstruierten Expressionsplasmide werden im

Folgenden als pL>GFP und pR>GFP bezeichnet (Abb. 3.10; s. Anhang, Abb. 8.2, 8.3).

Abb. 3.10: Schematische Darstellung der Vektoren pL>GFP und pR>GFP. (a) Die L-IVAC-Kassette wurde
durch Restriktion mit Scal aus dem Vektor pL-IVAC3 isoliert und in den Vektor pSWGFP, in dem das
promotorlose Gen gfp lokalisiert iat, kloniert. (b) In der R-IVAC-Kassette wird der T7 RNA-Polymerase-
abhéngige Promotor durch einen lac-Operator (rotes Viereck) kontrolliert. Die R-IVAC-Kassette wurde durch
Hydrolyse mit der Restriktionsendonuklease Smal aus dem Vektor pR-IVAC3 isoliert und in den Vektor
pSWGFP integriert. Sowohl das Gen gfp als auch die IVAC-Kassetten sind schematisch dargestellt. Die
orangefarbenen Pfeile stellen die T7-Promotoren dar.

Der E. coli Expressionsstamm BL21(DE3), der die T7 RNA-Polymerase unter der Kontrolle
des induzierbaren Promotors lacUVS exprimiert, wurde mit den erzeugten Plasmiden
transformiert (2.13), bis zur frithlogarithmischen Wuchsphase angezogen und die T7-RNA
Polymerase-abhéngige Expression durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Als Kontrolle
dienten identische Kulturen, bei denen die Expression des Gens gfp nicht induziert wurde. Die
T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression des Reportergens gfp wurde mittels RT-PCR
(2.11) und GFP-Fluoreszenzmessungen (2.18) analysiert.

Wenn die Promotorstirke des T7-Promotors in der R-IVAC-Kassette aufgrund des lac-
Operators reduziert ist, wird weniger Transkript von gfp in diesem E. coli-Stamm gebildet als
in dem E. coli-Stamm mit dem Plasmid pL>GFP. Die unterschiedlichen Transkript-

konzentrationen von gfp konnen mit einer RT-PCR detektiert werden. Die Proben fiir die RT-
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PCR wurden am Ende der logarithmischen Wachstumsphase entnommen und die mRNA der
einzelnen Proben wurde isoliert (2.11.1). In der nachfolgenden reversen Transkription
(2.11.2) wurden jeweils 500 ng RNA als femplate fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Die
synthetisierte ¢cDNA wurde dann als template in der RT-PCR (2.11.3) verwendet. Die
Ergebnisse der RT-PCR (2.11) sind in Abb. 3.11 dargestellt und koénnen wie folgt
zusammengefasst werden: (a) unter induzierten Bedingungen fiihrte die Anwesenheit des T7-
Promotors unabhéngig von der verwendeten IVAC-Kassette zu einer signifikanten Erhéhung
der Expression des Gens gfp und (b) das Gen gfp wurde ausgehend von den T7-Promotoren
beider IVAC-Kassetten verhdltnismiBig gleich stark transkribiert. Es wurden RNA-
Konzentrationen von 0,77 ng (pL>GFP) bzw. 0,61 ng (pR>GFP) detektiert.

AnschlieBend wurde in den Proteinextrakten der entsprechenden Expressionsstimmen die
GFP-spezifische Fluoreszenz quantifiziert (2.18). Dazu wurden die E. coli
Expressionsstimme BL21(DE3), die mit den Plasmiden pL>GFP und pR>GFP transformiert
worden waren, unter induzierten bzw. uninduzierten Bedingungen kultiviert. Die Ergebnisse
dieser Fluoreszenzmessungen sind in der Abbildung 3.12 dargestellt. Wie erwartet, konnte in
den E. coli-Stdimmen, die das Plasmid pL>GFP oder pR>GFP trugen, nur nach Induktion der
gfp-Expression mit IPTG eine spezifische Fluoreszenz bei der Wellenldnge von 509 nm
nachgewiesen werden. In Abwesenheit des Induktors war kaum GFP-Fluoreszenz
detektierbar. Die gemessenen relativen Fluoreszenzen von 244 (pL>GFP) bzw. 288
(pR>GFP) der verschiedenen Expressionsstimme wichen dabei nicht entscheidend
voneinander ab.

Die Ergebnisse der RT-PCR und der Fluoreszenzmessungen belegen somit, dass (a) die T7
RNA-Polymerase-abhdngigen Promotoren der IVAC-Kassetten induzierbar und somit
funktionell sind und (b) der lac-Operator keinen Einfluss auf die Promotorstirke des T7-
Promotors in der R-IVAC-Kassette hat. Es konnte mit beiden IVAC-Kassetten sowohl
verhéltnismaBig gleich viel Transkript von dem Gen gfp als auch verhiltnismaBig gleiche

spezifische Fluoreszenz des Proteins GFP nachgewiesen werden.
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Abb. 3.11: Untersuchung der Transkription des Gens gfp in verschiedenen E. coli BL21(DE3)-Stimmen.
Die Expression des Reportergens gfp wurde in den E. coli BL21(DE3)-Kulturen, die mit den Plasmiden pL>GFP
bzw. pR>GFP transformiert worden waren, bestimmt. Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG (+ IPTG) wurde die
T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression von gfp induziert. Als Negativkontrolle wurden die Stimme ohne
IPTG kultiviert (- IPTG). Die Proben fiir die RT-PCR wurden am Ende der logarithmischen Wachstumsphase
der Kulturen (O.D.sgy = 1) entnommen und die mRNA der verschiedenen Stimme wurde isoliert. Jeweils 500 ng
der isolierten RNA wurde in der darauffolgenden reversen Transkription als femplate eingesetzt. Die Daten

reprisentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen.
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Abb. 3.12: Bestimmung der T7 RNA-Polymerase-abhéngigen abhiingigen funktionellen Synthese von GFP
in E. coli BL21(DE3). Die Fluoreszenz von GFP wurde in den E. coli BL21(DE3)-Kulturen bestimmt, die (a)
mit dem Plasmid pL>GFP bzw. (b) mit Plasmid dem pR>GFP transformiert worden waren und unter induzierten
Bedingungen (durchgezogene Linie) bzw. uninduzierten Bedingungen (gestrichelte Linie) angezogen wurden.
Die Kulturen wurden iiN bei 37°C inkubiert. Fiir die Messung der Fluoreszenz wurden die Testkulturen auf eine
identische O.D.sgp = 1 eingestellt. Die Anregung der Fluoreszenz von GFP erfolgte bei 488 nm. Es wurden drei
unabhingige Messungen durchgefiihrt. Die Standardabweichung der Messungen lag unter 10 %.

(Mit dem Reportergen gfp als Beispiel konnte gezeigt werden, dass die T7-Promotoren beider\
IVAC-Kassetten funktionell sind und eine T7 RNA-Polymerase-abhéingige Expression mit
den konstruierten IVAC-Kassetten moglich ist. Der lac-Operator in der R-IVAC-Kassette hat

dabei keinen Einfluss auf die Promotorstirke des T7-Promotors.

- J
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3. Ergebnisse

3.3.2 Einfluss der gegensiitzlich angeordneten T7-Promotoren auf die Expression eines

Zielgens

Die Funktionalitdt der einzelnen T7 RNA-Polymerase-abhingigen Promotoren, die in der L-
IVAC- bzw. R-IVAC-Kassette lokalisiert sind, konnte erfolgreich nachgewiesen werden
(3.3.1). Da Gene eines Genklusters haufig nicht in einer Orientierung vorliegen, werden die
T7-Promotoren der IVAC-Kassetten zueinander gegensitzlich angeordnet, um so die
vollstindige Transkription aller Gene eines Klusters, unabhingig von ihrer
Transkriptionsrichtung, zu gewéhrleisten. Durch die entgegengesetzte Anordnung der T7-
Promotoren bestanden die Moglichkeiten, dass (a) durch eine wechselseitige Behinderung der
Polymerasen die Transkription der zwischenliegenden Gene vorzeitig beendet wird (Abb.
3.13a) oder (b) die zueinander komplementiren RNA-Molekiile hybridisieren und so die
Translation der Zielgene verhindern (Abb. 3.13b). Im Folgenden wurde untersucht, ob mit
den gegenldufig transkribierenden T7 RNA-Polymerasen des IVAC-Expressionssystems die

Uberexpression von Genen moglich wird.

o — > 2& | ----- B (r1vaC
Y >{ - *><* - | _______ -IGR-IVA .

Abb. 3.13: Schematische Darstellung der moéglichen limitierenden Faktoren der IVAC-vermittelten
Expression von Genen. Die einzelnen Gene eines Genklusters (graue Pfeile) und die IVAC-Kassetten (weille
Vierecke) sind schematisch dargestellt. Die Kreise (orange) symbolisieren die T7 RNA-Polymerasen, die Pfeile
(orange) die T7-Promotoren. (A) Durch eine gegenseitige Behinderung der Polymerasen kann die Transkription
der Gene vorzeitig abgebrochen werden. (B) Die Hybridisierung von Transkript und Antisense-RNA kénnte zu
einer Inhibierung der Translation fiihren.
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Zur Uberpriifung dieser Fragestellung wurden die IVAC-Kassetten zunichst durch Hydrolyse
mit der Restriktionsendonuklease Xbal zusammenhdngend aus dem Vektor pIC20HRL
isoliert und dann in zwei verschiedenen Orientierungen in den Vektor pSWGFP, der das
promotorlose Gen gfp enthdlt, kloniert (Abb. 3.14; s. Anhang, Abb. 8.4). In der Orientierung I
sind die IVAC-Kassetten so angeordnet, dass die T7 RNA-Polymerase vom T7-Promotor der
L-IVAC-Kassette aus das Gen gfp transkribiert, wihrend die T7 RNA-Polymerase von der R-
IVAC-Kassette aus GFP-Antisense-RNA synthetisiert (Abb. 3.14a). In der Orientierung II
sind die IVAC-Kassetten gegensétzlich orientiert und Transkript von gfp wird von der R-
IVAC-Kassette aus gebildet (Abb. 3.14b). Die konstruierten Plasmide werden im Folgenden
als pL>GFP<R (Orientierung I) bzw. pR>GFP<L (Orientierung II) bezeichnet.

Abweichend von der urspriinglichen Idee, dass die IVAC-Kassetten das zu exprimierende
Gen direkt flankieren, wurden die IVAC-Kassetten so in den Vektor pSWGFP kloniert, dass
zwischen dem T7-Promotor einer IVAC-Kassette und dem Gen gfp noch die Vektorsequenz
liegt. Diese Anordnung sollte jedoch keinen Einfluss auf die Synthese der Antisense-RNA
haben, da bereits in fritheren Versuchen gezeigt werden konnte, dass die T7 RNA-Polymerase
bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht erkennt und die Expression zahlreicher Gene
ermoglicht. Es wurde diese alternative Anordnung der IVAC-Kassetten gewéhlt, da es so
moglich wurde, die IVAC-Kassetten zusammen in einem Klonierungsschritt in dem Vektor

mit dem /ac-Operon zu integrieren.

.GR-IVACI L-IVACD afp

pL>GFP<R

(X 1avac | ravach) m

pR>GFP<L

Abb. 3.14: Schematische Darstellung der Vektoren pL>GFP<R und pR>GFP<L. Die IVAC-Kassetten
wurden durch Restriktion mit Xbal aus dem Vektor pIC20HRL isoliert und in den Vektor pPSWGFP, in dem das
promotorlose Gen gfp lokalisiert ist, kloniert. Abhingig von der Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem Gen
gfp wuden die Vektoren als pL>GFP<R bzw. pR>GFP<L bezeichnet. Sowohl das Gen gfp als auch die IVAC-
Kassetten sind schematisch dargestellt. Die Pfeile in orange stellen die T7-Promotoren dar. Der T7-Promotor der
R-IVAC-Kassette wird durch einen lac-Operator (rotes Viereck) kontrolliert.
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Der T7-Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) wurde mit den neu konstruierten Plasmiden
transformiert und die Expression von gfp wurde mittels RT-PCR (2.11) und
Fluoreszenzmessungen (2.18) analysiert. Die erhaltenen E. coli-Expressionsstimme wurden
in LB-Medium angezogen. Nachdem die Kulturen die frithlogarithmische Wachstumsphase
erreicht hatten, wurde die T7 RNA-Polymerase-abhéngige Expression von gfp durch die
Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Als Kontrollen dienten Kulturen, bei denen die
Expression des Gens gfp nicht durch die Zugabe von IPTG induziert wurde. Um festzustellen,
ob die gegenldufigen T7 RNA-Polymerasen zu einer verminderten Expression von gfp flihren,
wurden auch E. coli-Kulturen, die mit den Vektoren pL>GFP und pR>GFP transformiert
worden waren, auf die Expression von gfp getestet (3.3.1). Im Gegensatz zu den Plasmiden
pL>GFP<R und pR>GFP<L ist in diesen Kontroll-Plasmiden nur je eine IVAC-Kassette und
somit auch nur ein T7 RNA-Polymerase-Promotor lokalisiert. Am Ende der logarithmischen
Wachstumsphase (O.D.sgo = 1) wurden die Proben fiir die RT-PCR entnommen. Die mRNA
der einzelnen Kulturen wurde isoliert (2.11.1) und jeweils 500 ng der RNA als template in der
reversen Transkription (2.11.2) eingesetzt. Die wéhrend der reversen Transkription
synthetisierte cDNA wurde dann als femplate in der RT-PCR verwendet.

Die Ergebnisse der RT-PCR sind in Abbildung 3.15 dargestellt und konnen wie folgt
zusammengefasst werden: (a) in allen getesteten E. coli-Stammen konnte Transkript von dem
Gen gfp nachgewiesen werden, (b) die Zugabe von IPTG fiihrte, unabhdngig von dem
getesteten Stamm, zu einer Erhéhung der Transkription von gfp und (c) durch die
gegenldufigen T7 RNA-Polymerasen wurde die Transkription von gfp reduziert. Im Vergleich
zu den E. coli-Stammen, in denen die Plasmide pL>GFP bzw. pR>GFP mit jeweils nur einer
IVAC-Kassette vorlagen, wurde die Transkription des Gens gfp um 21,0 % (pL>GFP<R)
bzw. 92,5 % (pR>GFP<L) reduziert.

Die Ergebnisse der RT-PCR belegen, dass durch die entgegengesetzte Anordnung der T7
RNA-Promotoren eine wechselseitige Behinderung der Polymerasen stattfindet und die

Transkription des Gens gfp dadurch reduziert wird.
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Abb. 3.15: Nachweis der Transkription des Gens gfp in verschiedenen E. coli-Stimmen. Die Expression
von dem Reportergen gfp wurde in den E. coli BL21(DE3)-Kulturen, die mit den Plasmiden pL>GFP, pR>GFP,
pL>GFP<R bzw. pR>GFP<L transformiert worden waren, bestimmt. Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG
wurde die T7 RNA-Polymerase-abhédngige Expression des Gens gfp induziert (+ IPTG). Als Negativkontrolle
wurden die Stimme ohne IPTG kultiviert (- IPTG). Die Proben fiir die RT-PCR wurden am Ende der
logarithmischen Wachstumsphase der Kulturen (O.D.sgy = 1) entnommen und die mRNA der verschiedenen
Stimme wurde isoliert. Jeweils 500 ng der isolierten RNA wurde in der darauffolgenden reversen Transkription
als template eingesetzt. Die Daten reprisentieren Mittelwerte aus drei unabhidngigen Messungen.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass durch die entgegengesetzt transkribierenden T7 RNA-
Polymerasen die Transkription des Zielgens reduziert wird, stellte sich die Frage, inwiefern
eine mogliche Hybridisierung der zueinander komplementiren RNA-Molekiile die
funktionelle Expression des Gens gfp zusétzlich inhibiert.

Die Analyse der funktionellen Expression des Gens gfp in den verschiedenen E. coli-
Stdmmen erfolgte iiber den Nachweis der spezifischen Fluoreszenz (2.18). Die Ergebnisse der
Fluoreszenzmessungen sind in Abbildung 3.16 dargestellt. Nach der Uberexpression und
Induktion der T7 RNA-Polymerase durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG zeigten die E. coli-
Stimme, in denen die Plasmide pL>GFP bzw. pR>GFP vorlagen, spezifische Fluoreszenz bei
einer Wellenldnge von 509 nm. Bezogen auf eine optische Dichte der Kulturen von 1 wurde
eine relative Fluoreszenz von 244 (pL>GFP) bzw. 288 (pR>GFP) nachgewiesen (Abb. 3.16a,
b).

Wie anhand der Ergebnisse der RT-PCR erwartet, wurde in den E. coli-Stammen, die mit den
Plasmiden pL>GFP<R bzw. pR>GFP<L transformiert worden waren, eine geringere

Fluoreszenz gemessen. Im Vergleich zu den E. coli-Stdmmen, in denen die Plasmide mit nur
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einer IVAC-Kassette vorlagen, war die relative Fluoreszenz um 23,0 % (pL>GFP<R) bzw.
91,4 % (pR>GFP<L) reduziert. Da schon die gegenseitige Behinderung der T7 RNA-
Polymerasen zu einer Abnahme der Transkription des Gens gfp von 21,0 % (pL>GFP<R)
bzw. 92,5 % (pR>GFP<L) gefiihrt hatte, konnte mit den Fluoreszenzmessungen gezeigt
werden, dass die Translation nicht zuséitzlich behindert worden war. Bei einer zusédtzlichen
Behinderung der Translation durch die Hybridisierung von den RNA-Molekiilen wire eine
noch geringere Fluoreszenz (< 21,0 % bzw. <92,5 %) detektiert worden.

Diese Ergebnisse zeigen somit, dass abhéngig von der T7 RNA-Polymerase das zwischen den
IVAC-Kassetten liegende Gen erfolgreich exprimiert werden kann. Aufgrund der
wechselseitigen Behinderung der T7 RNA-Polymerasen ist die Expression des Gens mit dem
IVAC-Expressionssystem im Vergleich zu einer Expression mit nur einem T7-Promotor
jedoch reduziert. Eine mdgliche Hybridisierung der komplementiren RNA-Molekiile hat

dagegen keinen Einfluss auf die Synthese des Zielproteins.
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Abb. 3.16: Vergleich der T7 RNA-Polymerase-abhéingigen Expression des Gens gfp in verschiedenen E.
coli BL21(DE3)-Stimmen. Die Fluoreszenz von GFP wurde in den E. coli BL21(DE3)-Kulturen verglichen, die
(a) mit dem Plasmid pL>GFP bzw. dem Plasmid pL>GFP<R und (b) mit dem Plasmid pR>GFP bzw. dem
Plasmid pR>GFP<K transformiert worden waren und unter induzierten Bedingungen (durchgezogene Linie)
bzw. uninduzierten Bedingungen (gestrichelte Linie) angezogen wurden. Die Induktion des Gens gfp erfolgte
durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG. Die Kulturen wurden iiN bei 37°C inkubiert. Fiir die Messung der
Fluoreszenz wurden die Testkulturen auf eine identische O.D.sgp = 1 eingestellt. Die Anregung der Fluoreszenz
von GFP erfolgte bei 488 nm. Es wurden drei unabhiangige Messungen durchgefiihrt. Die Standardabweichung
der Messungen lag unter 10 %.

-

Die IVAC-Kassetten vermitteln erfolgreich die T7 RNA-Polymerase-abhingige Transkription\
von Genen. Im Gegensatz zu der Uberexpression mit nur einer T7 RNA-Polymerase wird

durch die entgegengesetzt verlaufenden Transkriptionsrichtungen der zwei T7 RNA-

Polymerasen die Transkription und funktionelle Expression der Zielgene jedoch reduziert.
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3.4 Die IVAC-vermittelte Integration und heterologe Expression eines Genklusters in
den Bakterienstimmen Pseudomonas putida und Rhodobacter capsulatus am Beispiel des

lac-Operons

Bislang konnten die funktionellen Eigenschaften der einzelnen funktionellen Elemente der
IVAC-Kassetten erfolgreich nachgewiesen werden. So konnte die Funktionalitit der
Resistenzgene, des origin of transfer und der T7 RNA-Polymerase-Promotoren der IVAC-
Kassetten experimentell gezeigt werden. Im Folgenden sollte am Beispiel eines Genklusters
untersucht werden, ob es mit dem IVAC-Expessionssystem moglich wird (a) einen
Genkluster durch Konjugation in einen heterologen Wirtsstamm zu iibertragen, (b) alle Gene
eines Klusters durch Transposition in das Genom des Wirtes zu transferieren und (c) mit Hilfe
der T7 RNA-Polymerase zu exprimieren. Dazu wurde das /ac-Operon lacZYA aus E. coli als
Testkluster ausgewaihlt, das unter der Verwendung des IVAC-Expressionssystems heterolog
in P. putida und R. capsulatus exprimiert werden sollte.

Das /ac-Operon besteht aus den drei Genen lacZ, lacY und lacA. Das Gen lacZ kodiert fiir die
B-Galaktosidase, die Lactose in Glucose und Galaktose spaltet. Das zweite Gen, lacY, kodiert
fiir eine Permease, die Lactose in die Zelle transportiert. Das Genprodukt von lacA ist eine
Transacetylase, deren Bedeutung im Lactosestoffwechsel noch unklar ist. Alle Gene liegen in
der gleichen Orientierung in dem /ac-Operon vor, das eine Gesamtldnge von 6,7 kb umfasst.
Das lac-Operon eignet sich als Beispiel fiir das IVAC-Expressionssystem, da der Kluster
aufgrund der geringen Anzahl von Genen molekulargenetisch einfach zu handhaben ist, die
Gene des Operons komplett sequenziert sind und ein Aktivitétstest fiir die B-Galaktosidase
etabliert ist.

Fiir die IVAC-abhingige Expression der Gene des lac-Operons wurde zunédchst durch die
Hydrolyse des Vektors pFS2I mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Munl das lac-
Operon aus dem Vektor pFS2I isoliert und in den Vektor pASK-IBA3, der nach der
Hydrolyse mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI linearisiert vorlag, kloniert
(s. Anhang, Abb. 8.5). Der konstruierte Vektor wurde als pASK-lac bezeichnet. Die IVAC-
Kassetten wurden durch Hydrolyse mit Xbal aus dem Vektor pIC20HRL zusammenhidngend
isoliert und in zwei unterschiedlichen Orientierungen in den erzeugten Vektor pASK-lac mit
lac-Operon transferiert. So wurden zwei Plasmide konstruiert, die sowohl das /ac-Operon als
auch die IVAC-Kassetten enthalten. Abhéingig von der Orientierung der IVAC-Kassetten zu
dem lac-Operon wurden die konstruierten Plasmide als pL>lacZYA<R bzw. pR>lacZYA<L
bezeichnet (Abb. 3.17; s. Anhang, Abb. 8.6). In dem Plasmid pL>lacZY A<R sind die IVAC-
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Kassetten so angeordnet, dass die T7 RNA-Polymerase von der L-IVAC-Kassette aus das /ac-
Operon transkribiert, in dem Plasmid pR>lacZYA<L transkribiert die T7 RNA-Polymerase
das lac-Operon ausgehend vom T7-Promotor der R-IVAC-Kassette.

Wie bereits in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, wurden auch bei der Konstruktion der Plasmide
pL>lacZYA<R und pR>lacZYA<L die IVAC-Kassetten zusammenhdngend in einem
Klonierungsschritt in das Expressionsplasmid iibertragen. Aufgrund der Klonierungsstrategie
wurden die IVAC-Kassetten so in dem Vektor integriert, dass die T7 RNA-Polymerase, die
das lac-Operon transkribiert, erst die komplette Vektorsequenz transkribieren muss, bevor sie
die lac-Gene erreicht. Wie bereits in fritheren Untersuchungen zur T7 RNA-Polymerase
gezeigt werden konnte, ist die T7 RNA-Polymerase-abhéngige Expression von Genen jedoch
unabhingig von der Anzahl der Gene und von Transkriptionsterminatoren (3.1). Darum sollte
auch mit dieser Anordnung die vollstindige Expression der Gene des lac-Operons erreicht

werden.

G L-IVACI R-IVACD.< lacA |< lacY <lacZ

pL>lacZYA<R

.<ZR—IVACI L-IVAC D}< lacA |< lacY |< lacZ

pR>lacZYA<L

Abb. 3.17: Schematische Darstellung der Vektoren pL>lacZYA<R und pR>lacZYA<L. Die IVAC-
Kassetten wurden durch Restriktion mit Xbal aus dem Vektor plIC20HRL isoliert und in den Vektor pASK-lac,
in dem das lac-Operon lokalisiert ist, kloniert. Abhidngig von der Orientierung der IVAC-Kassetten zu den
Genen des lac-Operons wurden die Vektoren als pL>lacZYA<R bzw. pR>lacZYA<L bezeichnet. Sowohl das
lac-Operon als auch die IVAC-Kassetten sind schematisch dargestellt. Die orangefarbenen Pfeile stellen die T7-
Promotoren dar. Der T7-Promotor der R-IVAC-Kassette wird zusdtzlich durch einen /ac-Operator (rotes
Viereck) kontrolliert.
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3.4.1 Nachweis der IVAC-vermittelten Ubertragung und Transposition des lac-Operons

in die heterologen Wirtsstimme P. putida und R. capsulatus

In den IVAC-Kassetten sind sowohl ein oriT als auch Tn5-Transpositionselemente lokalisiert.
Durch die Markierung eines Genklusters mit den IVAC-Kassetten entsteht somit ein
artifizielles TnS5-Transposon. Im Gegensatz zu dem natiirlichen Transposon Tn5, das die
Ubertragung von drei Antibiotikaresistenz-Genen vermittelt und eine GroBe von 5,7 kb
besitzt, sollen mit Hilfe der IVAC-Kassetten weitaus grolere Genkluster iibertragen werden.
Zur Uberpriifung, ob der Transfer und die stabile Etablierung eines Genklusters mittels
Konjugation und Transposition in einen bakteriellen Wirt unter Verwendung des IVAC-
Expressionssystems moglich wird, wurden zunichst die Plasmide pL>lacZYA<R bzw.
pR>lacZY A<L durch Transformation jeweils in den Donorstamm E. coli S17-1 iibertragen.
Als Rezipienten dienten die heterologen Wirtsstimme P. putida und R. capsulatus.
Konjugation und Transposition (2.14) der Plasmide pL>lacZYA<R und pR>lacZYA<L
wurden durch Selektion auf das Antibiotikum Gentamycin nachgewiesen und die
Transpositionsraten bestimmt. Im Gegensatz zu der Transpositionsrate des natiirlichen
Transposons Tn5 (6,5 x 10”; Naumann & Reznikoff, 2002) wichen die Transpositionsraten
der IVAC-vermittelten Konjugation und Transposition nicht deutlich ab. Bei dem heterologen
Wirt R. capsulatus wurde eine Transpositionsrate von 1,6 x 10° (£ 0,4 x 10, bei P. putida
von 6,5 x 107 (£ 2,6 x 10”) ermittelt. Der Vergleich mit dem natiirlichen Transposon Tn5
zeigt, dass sich die rekombinanten IVAC-Transposons problemlos auf die ausgewéhlten
Wirtsstimme iibertragen und in ihre Chromosomen integrieren lieBen. Die konstruierten
Stimme werden im Folgenden als P. putida::L>lac<R und P. putida::R>lac<L bzw. R.

capsulatus::1.>lac<R und R. capsulatus::R>lac<L bezeichnet.

/Am Beispiel des lac-Operons konnte gezeigt werden, dass das [IVAC-System erfolgreich d%
stabile Integration von Genen in die chromosomale DNA eines heterologen
Bakterienstammes durch Konjugation sowie nachfolgender Transposition vermittelt. Die

Transpositionsraten unterscheiden sich dabei nicht deutlich von den Transpositionsraten des

\natiirlichen Transposons Tn5. /
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3.4.2 Analyse der T7 RNA-Polymerase-abhiingigen Expression des /ac-Operons mit dem
IVAC-System

Nach der erfolgreichen Ubertragung des von den IVAC-Kassetten flankierten Genklusters
lacZYA in die heterologen Bakterienstimme P. putida und R. capsulatus durch Konjugation
und der stabilen Integration des Klusters in die chromosomale DNA der heterologen Wirte
durch Transposition sollten alle Gene des Klusters abhédngig von der T7 RNA-Polymerase
transkribiert werden. Um die Expression aller Gene des Klusters, unabhéingig von ihrer
Orientierung zu erreichen, ist in beiden IVAC-Kassetten je ein T7 RNA-Polymerase-
abhédngiger Promoter integriert. Es konnte bereits am Beispiel des Gens gfp experimentell
gezeigt werden, dass durch die gegensitzliche Anordnung der T7-Promotoren die IVAC-
vermittelte Expression des Zielgens vermindert wird (3.3.2). Im Folgenden sollte nun
tiberpriift werden, ob alle Gene eines Genklusters, unabhdngig von ihrer
Transkriptionsrichtung, mit Hilfe des IVAC-Expressionssystems exprimiert werden konnen.

Da die heterologen Wirtsstimme P. putida und R. capsulatus kein T7 RNA-Polymerase-Gen
besitzen, wurde dieses iliber Derivate des replikativen broad host range Plasmids pMLS5 in den
konstruierten Stimmen etabliert. Das Plasmid pMLST7 trigt das Gen der T7 RNA-
Polymerase unter der Kontrolle des lac-Promotors (Drepper et al., 2005) und wurde in P.
putida verwendet. In dem Plasmid pML5-Pfru-T7 steht das T7 RNA-Polymerase-Gen unter
der Kontrolle des Rhodobacter-spezifischen Fruktose-Promotors. Durch die Zugabe von

IPTG bzw. Fruktose kann die Expression der Zielgene induziert werden (Abb. 3.18).

T7 RNA-Polymerase-abhiingige Transkription
von Genen mit dem IVAC-Expressionssystem

Induktion

R-IVAC

Abb. 3.18: Schematische Darstellung der IVAC-vermittelten Expression von Genen eines Genklusters.
Das Gen T7pol, das fiir die T7 RNA-Polymerase kodiert, liegt unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors
vor. Durch die Zugabe eines Induktors wird die Expression der T7 RNA-Polymerase, dargestellt durch einen
orangefarbenen Kreis, erreicht. Da die T7-Promotoren (Blockpfeile in orange) der IVAC-Kassetten (weille
Vierecke) gegensitzlich angeordnet sind, soll die Expression aller Zielgene (graue Blockpfeile) unabhéngig von
ihrer Orientierung erfolgen.
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Zur Uberpriifung, ob alle Gene eines Klusters, unabhingig von ihrer Transkriptionsrichtung
im Kluster, von der T7 RNA-Polymerase transkribiert werden kénnen, wurde eine RT-PCR
(2.11) durchgefiihrt. Dazu wurden die Expressionsstimme in den entsprechenden
Kulturmedien (2.5) angezogen. Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG (P. putida) bzw. 8 mM
Fruktose (R. capsulatus) wurde die Expression der Zielgene induziert. Als Kontrollen dienten
Expressionsstimme, in denen anstatt des Plasmids pMLS5-T7 bzw. pMLS5-Pfru-T7 der
Leervektor pMLS ohne das T7 RNA-Polymerase-Gen vorlag. Die Proben fiir die RT-PCR
wurden am Ende der exponentiellen Wachstumsphase der Kulturen entnommen und die
mRNA wurde isoliert (2.11.1). Jeweils 500 ng isolierte mRNA wurde als template in der
darauffolgenden reversen Transkription (2.11.2) eingesetzt. In der reversen Transkription
wurden Primer sowohl zum Nachweis der Sense-Transkripte als auch der Antisense-
Transkripte der Gene lacZ, lacY und lacA verwendet. Neben dem Nachweis der Transkripte
wurde auch die Synthese der Antisense-Transkripte untersucht, um eine Aussage dariiber
treffen zu konnen, ob der zwischen den IVAC-Kassetten liegende Genkluster von beiden
Seiten aus abhdngig von der T7 RNA-Polymerase transkribiert wird. Die in der reversen
Transkription synthetisierte cDNA wurde anschlieend in der RT-PCR (2.11.3) als template
eingesetzt.

Wie in der Abbildung 3.19 a-d dargestellt, konnten sowohl die spezifischen Sense- als auch
Antisense-Transkripte aller Gene des /ac-Operons, unabhidngig von dem verwendeten
heterologen Wirtsstamm und unabhéngig von der Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem
lac-Operon, nachgewiesen werden.

In Tabelle 3.2 sind die Ergebnisse der RT-PCR mit den verschiedenen Expressionsstimmen
und der jeweiligen Kontrollen dargestellt. Im Gegensatz zu dem heterologen Bakterienstamm
R. capsulatus konnte in den heterologen P. putida-Stimmen, in denen der Leervektor pML5
ohne T7 RNA-Polymerase-Gen vorlag, eine geringe Transkriptkonzentration der Gene lacZ,
lacY und lacA detektiert werden (Tab. 3.2). Die detektierten RNA-Konzentrationen lagen
zwischen 0,01 ng und 0,04 ng. Dieses Ergebnis kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass eine
RNA-Polymerase aus P. putida den spezifischen Promotor des /ac-Operons erkennt.

Im Gegensatz zu den Expressionsstimmen P. putida::R>lac<L, R. capsulatus::L.>lac<R und
R. capsulatus::R>lac<L wurde nach der Induktion der Expression der Gene des lac-Operons
tiberraschenderweise in dem Stamm P. putida::1L.>lac<R eine geringere Transkription der
Gene des lac-Operons festgestellt als unter uninduzierten Bedingungen. Im Vergleich zu den
Kulturen, die unter uninduzierten Bedingungen kultiviert worden waren, wurde die

Transkriptkonzentration um 86 % (lacZ), 80 % (lacY) und 76 % (lacA) reduziert (Tab. 3.2).
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Unter uninduzierten Bedingungen war die von dem T7-Promotor der L-IVAC-Kassette
ausgehende Synthese der Antisense-RNA in dem Stamm P. putida::R>lac<L ebenso
verstirkt. Eine mogliche Erklarung fiir dieses iiberraschende Ergebnis wird in dem Abschnitt
4.4.1 diskutiert.

Da in beiden heterologen Bakterienstimmen sowohl die Sense- als auch die Antisense-RNA
aller Gene des /ac-Operons nachgewiesen werden konnte, kann die Aussage getroffen
werden, dass mit dem IVAC-Expressionssystem die Gene eines Genklusters, unabhingig von
der Transkriptionsrichtung, exprimiert werden konnen. Die in Abschnitt 3.3.2 beschriebene
Behinderung der T7 RNA-Polymerasen fiihrt somit zu einer Abnahme, aber keiner
vollstdndigen Inhibierung der Transkription. Mit Hilfe des IVAC-Expressionssystems ist es
somit moglich, alle Gene eines Genklusters, unabhéngig von ihrer Orientierung, vollstindig

zu transkribieren.

(a) (©
P. putida::L>lac<R R. capsulgtus::L>lac<R

laeZ lac¥ laed lacZ lacY lged lacZ lacY lacA lacZ lacY lacA

Transkript  Antisense-RNA Transkript Antisense-RNA

® P. putida::R>lae<L @ R. eapsulatus::R>lae<L.

lacZ lacY laecd lacZ lucY FacA lacZ lacY lacA lacZ lacY lacA
Transkript  Antisense-RNA Transkript Antisense-RNA

Abb. 3.19: Nachweis der IVAC-vermittelten Expression aller Gene des lac-Operons in den heterologen
Bakterienstimmen P. putida und R. capsulatus. Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG bzw. 8 mM Fruktose
wurde die T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression aller Gene des /ac-Operons in den Expressionsstimmen
(a) P. putida::1L>lac<R, (b) P. putida::R>lac<L, (c) R. capsulatus::L>lac<R und (d) R. capsulatus::R>lac<L
induziert. Die Proben fiir die RT-PCR wurden am Ende der logarithmischen Wachstumsphase der Kulturen
(O.D.sgp = 1) entnommen und die mRNA der verschiedenen Staimme wurde isoliert. Jeweils 500 ng der isolierten
RNA wurde in der darauffolgenden reversen Transkription als template eingesetzt. Durch den Einsatz der
spezifischen up- und down-Primer in der reversen Transkription konnte sowohl die Sense- als auch die
Antisense-RNA detektiert werden. Zur Uberpriifung der RT-PCR wurden von jedem PCR-Ansatz 5ul auf ein
Agarosegel aufgetragen.
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Transkript [pg] Antisense-RNA [pg]

P. putida lacZ lacY lacA lacZ lacY lacA
o -T7pol 0,03 0,03 0,04 0,01 0,01 0,01
é +T7pol (-IPTG) 3,77 0,40 2,22 3,7 0,41 0,12
A +T7pol (+IPTG) 0,54 0,08 0,55 6,10 0,83 0,27
o -T7pol 0,01 0,03 0,01 - 0,01 0,01
%é +T7pol (-IPTG) 0,05 0,02 0,05 4,81 12,92 0,09
A +T7pol (+IPTG) 0,21 0,05 0,21 4,71 1,49 0,47
R. capsulatus lacZ lacY lacA lacZ lacY lacA

E/d -T7pol - - - - - -
3 +T7pol (-Frc) 0,05 0,04 0,08 0,03 0,02 0,06
A +T7pol (+Frc) 0,35 0,21 0,22 0,76 0,64 1,09

2 -T7pol - - - - - -
8  +T7pol (-Frc) 0,05 0,02 0,02 0,02 0,04 0,06
o +T7pol (+Frc) 0,60 0,62 0,76 1,74 0,97 2,29

Tab. 3.2: Nachweis der IVAC-vermittelten Synthese der Sense- und Antisense-RNA der Gene des lac-
Operons in den heterologen Bakterienstimmen P. putida::1L>lac<R, P. putida::R>lac<L, R.
capsulatus::L>lac<R und R. capsulatus::R>lac<L.

Die T7 RNA-Polymerase-abhidngige Transkription von mehreren Genen wird mit dem IVAC-
System mdglich. Durch die gegensétzlich angeordneten T7-Promotoren werden alle Gene,

unabhingig von ihrer Orientierung, transkribiert.
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3.4.3 Untersuchung der IVAC-vermittelten funktionellen Expression des /ac-Operons in

den heterologen Wirtsstimmen P. putida und R. capsulatus

Nachdem sowohl erfolgreich die Sense- als auch die Antisense-Transkripte aller Gene des
lac-Operons in den heterologen Wirtsstimmen P. putida und R. capsulatus nachgewiesen
werden konnten, wurde den Fragen nachgegangen, ob (a) der Integrationsort des
rekombinanten IVAC-Transposons und (b) die Wahl des heterologen Bakterienstammes einen
Einfluss auf die Expression der Zielgene haben. Dazu wurde die funktionelle Expression der
B-Galaktosidase mit einem Enzymaktivitdtstest untersucht. Der Enzymaktivitétstest fiir die -
Galaktosidase basiert auf o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG), das als Substrat der
B-Galaktosidase zu o-Nitrophenol umgesetzt wird. O-Nitrophenol verursacht eine
Gelbfarbung, die photometrisch bei 440 nm messbar ist (2.19).

Das Transposon Tn5 integriert unspezifisch in die chromosomale DNA eines Bakteriums
(Reznikoff, 2008). Da die durch die [IVAC-Kassetten vermittelte Transposition auf dem Tn5-
Transposon basiert, unterscheidet sich jeder Stamm nach der Transposition durch den
Integrationsort des rekombinanten IVAC-Transposons. Um Einfliisse des Integrationsortes
auf die Expression des /lac-Operons zu untersuchen, wurden im Folgenden je drei
verschiedene Expressionsstimme, die sich nur in dem Ort der Integration des IVAC-
Transposons unterscheiden, analysiert. So wurden fiir die Bestimmung der B-Galaktosidase-
Aktivitdt jeweils drei Expressionsstimme P. putida::R>lac<L, P. putida::L>lac<R, R.
capsulatus::R>lac<L und R. capsulatus::1.>lac<R, die sich nur in dem Integrationsort des
IVAC-Transposons unterschieden, angezogen. Um die T7 RNA-Polymerase-abhingige
Expression zu erreichen, wurde in die Expressionsstimme das entsprechende T7 RNA-
Polymerase-Gen tragende Plasmid (pML5-T7 bzw. pMLS-Pfru-T7) durch Konjugation
iibertragen. Als Kontrollen wurden die Expressionsstimme mit dem Leervektor pMLS5, der
kein T7 RNA-Polymerase-Gen enthilt, verwendet. Die unterschiedlichen Stimme wurden in
den entsprechenden Medien kultiviert (2.5) und die Expression der Gene des lac-Operons
wurde durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG (P. putida) bzw. 8 mM Fruktose (R. capsulatus)
induziert. Als weitere Negativkontrolle wurden die Expressionsstimme ohne Zugabe des
Induktors kultiviert.

Abbildung 3.20 stellt die Ergebnisse des ONPG-Tests mit dem heterologen Wirtsstamm P.
putida dar. Die drei P. putida-Expressionsstimme, die sich nur durch den Ort der Integration
des rekombinanten IVAC-Transposons unterscheiden, sind durch die Ziffern I, II und III

gekennzeichnet. Es wurde bereits in den Expressionsstimmen, in denen das lac-Operon und
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die IVAC-Kassetten jedoch keine T7 RNA-Polymerase vorlagen, eine geringe Enzymaktivitit
nachgewiesen (Abb. 3.20). In dem Expressionsstamm P. putida::L>lac<R wurde eine B-
Galaktosidase-Aktivitit von maximal 23 Miller-Units, in dem Stamm wurde P.
putida::R>lac<L eine Aktivitdt von maximal 43 Miller-Units detektiert. Dieses Ergebnis kann
darauf zuriickgefithrt werden, dass P. putida den spezifischen Promotor des /ac-Operons
erkennt.

Nach der Ubertragung des Plasmids pML5-T7, in dem das T7 RNA-Polymerase-Gen vorliegt,
in die verschiedenen P. putida-Expressionsstimme durch Konjugation wurde eine Zunahme
der B-Galaktosidase-Aktivitdt beobachtet. Im Gegensatz zu dem Stamm P. putida::R>lac<L,
in dem die Aktivitdt nur maximal um den Faktor 3 gesteigert wurde (Abb. 3.20a), stieg die
Aktivitdt in dem Stamm P. putida::1L.>lac<R dramatisch an. Es wurde eine bis zu 68-fache
Zunahme der B-Galaktosidase-Aktivitdt nachgewiesen (Abb. 3.20b).

Wie erwartet filhrte die Induktion der Expression des /ac-Operons in dem Stamm P.
putida::R>lac<L zu einer weiteren Steigerung der -Galaktosidase-Aktivitit. Die Steigerung
betrug 52 % (I), 11 % (II) bzw. 16 % (III) (Abb. 3.20a).

Entsprechend den Ergebnissen der RT-PCR (3.4.2) wurde nach der Induktion der Expression
der Gene des lac-Operons in dem heterologen Bakterienstamm P. putida::1.>lac<R eine
geringere [B-Galaktosidase-Aktivitdt festgestellt als unter uninduzierten Bedingungen. Im
Vergleich zu den Kulturen, die unter uninduzierten Bedingungen kultiviert worden waren,
wurde die Aktivitit um 38 % (I), 29 % (II) und 51 % (III) reduziert (Abb. 3.20b). Eine
mogliche Erklarung fiir dieses Ergebnis wird in dem Abschnitt 4.4.1 diskutiert.

Abhidngig von dem Integrationsort des IVAC-Transposons wurden in beiden P. putida-
Expressionsstimmen unterschiedliche Enzymaktivititen gemessen. Sie lagen zwischen 128
Miller-Units und 224 Miller-Units unter induzierenden Bedingungen in P. putida::R>lac<L
bzw. zwischen 705 Miller-Units und 1581 Miller-Units unter uninduzierten Bedingungen in
P. putida::1.>lac<R. Wie bereits in Kapitel 3.3.2 beschrieben, fiihrte auch die Orientierung der
IVAC-Kassetten zu den zu exprimierenden Genen zu abweichenden Ergebnissen. In der
Orientierung, in der die T7 RNA-Polymerase von dem T7-Promotor der L-IVAC-Kassette die
lac-Gene transkribiert, wurden hohere [-Galaktosidase-Aktivititen erzielt. Mit dem
heterologen Bakterienstamm P. putida::1L>lac<R wurde eine maximale B-Galaktosidase-
Aktivitdt von 1581 Miller-Units erzielt, wihrend die maximale Aktivitit der B-Galaktosidase
in dem Stamm P. putida::R>lac<L bei 224 Miller-Units lag.
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Abb. 3.20: Nachweis der IVAC-vermittelten Synthese der pB-Galaktosidase in verschiedenen heterologen
P. putida-Expressionsstimmen. Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG wurde die T7 RNA-Polymerase-
abhéngige Expression aller Gene des /ac-Operons in den Expressionsstimmen (a) P. putida::R>lac<L und (b) P.
putida::1L.>lac<R induziert (+ IPTG). Als Negativkontrollen dienten P. putida-Expressionsstimme, die unter
uninduzierten Bedingungen angezogen wurden (- IPTG) sowie P. putida-Stamme, die mit dem Leervektor pML5
transformiert worden waren (-T7pol). Die Expressionsstimme I, II und III unterscheiden sich nur durch den
Integrationsort des rekombinanten IVAC-Transposons. Die funktionelle Expression der Gene wurde mit einem
ONPG-Test (2.19) analysiert. Die Daten représentieren Mittelwerte aus drei voneinander unabhingigen
Messungen.

Auch in dem heterologen Wirtsstamm R. capsulatus wurde die funktionelle Expression der -
Galaktosidase mit einem ONPG-Test (2.19) analysiert. Die Ergebnisse des ONPG-Tests sind
in der Abbildung 3.21 dargestellt. Im Gegensatz zu dem heterologen Bakterienstamm P.
putida wurde ohne T7 RNA-Polymerase in dem heterologen Wirt R. capsulatus keine B-
Galaktosidase-Aktivitdt nachgewiesen, da R. capsulatus den natiirlichen Promotor des lac-

Operons nicht erkennt (Abb. 3.21). Erst nach dem konjugativen Transfer des Plasmids pMLS5-
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Pfru-T7 war in einigen R. capsulatus-Stimmen eine Aktivitdit der p-Galaktosidase
nachzuweisen. Die Enzymaktivitdten lagen zwischen 70 und 336 Miller-Units (Abb. 3.21).
Durch die Zugabe von Fruktose als Induktor fiir die Expression der T7 RNA-Polymerase
wurde die Expression der B-Galaktosidase in allen Stdmmen erwartungsgemill erhoht. Die
Aktivitdt wurde um den Faktor 7 (R. capsulatus::R>lac<L, I), 3 (R. capsulatus::R>lac<L, II)
bzw. 2 (R. capsulatus::L>lac<R, I) gesteigert (Abb. 3.21). In einigen R. capsulatus-Stimmen
konnte, abhéngig von dem Ort der Integration des IVAC-Transposons, jedoch keine aktive 3-
Galaktosidase detektiert werden. Wie in dem heterologen Bakterienstamm P. putida fiihrten
die unterschiedlichen Orientierungen der IVAC-Kassetten zu einer unterschiedlichen
funktionellen Expression des /ac-Operons. Mit dem Stamm R. capsulatus::R>lac<L. konnte
eine maximale B-Galaktosidase-Aktivitit von 1072 Miller-Units erzielt werden, wihrend mit
dem Stamm R. capsulatus::1L.>lac<R nur eine Aktivitdt von 254 Miller-Units erreicht wurde.
Es kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass diese Unterschiede auch durch den
Integrationsort des IVAC-Transposons hervorgerufen wurden.

Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass das IVAC-Expressionssystem
grundsitzlich erfolgreich funktioniert. Das lac-Operon konnte zundchst durch Konjugation
und Transposition stabil in die chromosomale DNA von verschiedenen heterologen
Bakterienstimmen integriert werden. Im Anschluss an die Integration des Klusters wurden
alle Gene des lac-Operons erfolgreich transkribiert. Die Orientierung der Gene hatte dabei
keinen Einfluss auf ihre Expression. Die Ergebnisse belegen jedoch, dass in beiden
heterologen Bakterienstimmen sowohl (a) der Integrationsort des rekombinanten IVAC-
Transposons als auch (b) die Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem zu exprimierenden
Genkluster einen Einfluss auf die funktionelle Expression der Zielgene haben. Dabei hatte der
Ort der Integration des rekombinanten IVAC-Transposons in dem heterologen
Bakterienstamm R. capsulatus einen groBBeren Einfluss auf die Expression der lac-Gene als in
dem heterologen Wirt P. putida. Mit beiden heterologen Bakterienstimmen wurden
vergleichbare B-Galaktosidase-Aktivititen erzielt. In dem heterologen Wirt betrug die
maximale B-Galaktosidase-Aktivitit 1581 Miller-Units, wihrend die maximale Aktivitdt der
B-Galaktosidase in R. capsulatus bei 1072 Miller-Units lag.
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Abb. 3.21: Nachweis der IVAC-vermittelten Synthese der p-Galaktosidase in verschiedenen heterologen
R. capsulatus-Expressionsstimmen. Durch die Zugabe von 8 mM Fruktose (Frc) wurde die T7 RNA-
Polymerase-abhingige Expression aller Gene des /lac-Operons in den Expressionsstimmen (a) R.
capsulatus::R>lac<L und (b) R. capsulatus::L>lac<R induziert (+ Frc). Als Negativkontrollen dienten R.
capsulatus-Expressionsstimme, die unter uninduzierten Bedingungen angezogen wurden (- Frc) sowie R.
capsulatus-Stamme, die mit dem Leervektor pML5 transformiert worden waren (-T7pol). Die
Expressionsstimme I, II und III unterscheiden sich nur durch den Integrationsort des rekombinanten IVAC-
Transposons. Die funktionelle Expression der Gene wurde mit einem ONPG-Test analysiert. Die Daten
repriasentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen.
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(o

konnte mit dem IVAC-Expressionssystem in den heterologen Wirtsstimmen P. putida und R.

ie T7 RNA-Polymerase-abhingige funktionelle Uberexpression der Gene des lac—Operons\

capsulatus erfolgreich durchgefiihrt werden. In beiden heterologen Wirtsstimmen wurde die

Synthese der B-Galaktosidase sowohl durch die Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem lac-

\Operon als auch durch den Integrationsort des IVAC-Transposons beeinflusst. /
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3.5 Die IVAC-abhiingige Synthese von Prodigiosin in den heterologen Wirtsstimmen E.
coli, P. putida und R. capsulatus

Anhand der Expression der Gene des lac-Operons in den heterologen Wirtsstimmen P. putida
und R. capsulatus konnte gezeigt werden, dass das IVAC-Expressionssystem grundsitzlich
erfolgreich funktioniert. Mit der neuen IVAC-Technologie war es somit mdglich, das lac-
Operon in das Genom eines heterologen Wirtes durch Konjugation und Transposition stabil
zu integrieren und die T7 RNA-Polymerase-abhidngige Expression aller Gene des /ac-Operons
zu ermdglichen.

Im Folgenden wurde versucht, die pig-Gene aus Serratia marcescens heterolog in den Wirten
E. coli, P. putida und R. capsulatus IVAC-abhingig zu exprimieren. Dabei wurde den Fragen
nachgegangen, ob es mit dem neuen IVAC-Expressionssystem moglich wird (a) auch alle
Gene eines groflen Genklusters heterolog zu exprimieren und (b) neue Prodigiosin-
Produktionsstimme zu erzeugen. Zusitzlich wurde tiiberpriift, ob mit den verschiedenen
heterologen Bakterienstimmen unterschiedliche Prodigiosin-Ausbeuten erzielt werden
konnen. Aufgrund der bakteriziden, fungiziden und immunsuppressiven Wirkung ist das rote
Pigment Prodigiosin fiir die Biotechnologie von grofler Bedeutung. Mit herkdmmlichen
Expressionssystemen konnte jedoch bisher eine heterologe Synthese von Prodigiosin nur in
einigen verwandten Stimmen von S. marcescens mit einer geringen Ausbeute erzielt werden
(Dauenhauer et al., 1984; Thomson et al., 2000). Der pig-Kluster aus S. marcescens besteht
aus 14 pig-Genen (pigA-pigN), besitzt eine Grofle von 21,4 kb und wird ausgehend von einem
Promotor vor pigA transkribiert (Abb. 1.5). Alle pig-Gene liegen in einer Orientierung vor.
Die Gene cueR und copA, die die pig-Gene flankieren, besitzen eigene Promotoren und sind
nicht direkt fiir die erfolgreiche Biosynthese von Prodigiosin notwendig. Sie spielen jedoch
eine Rolle bei der komplexen Regulation der Expression von Prodigiosin (Harris et al., 2004).
Da bereits gezeigt wurde, dass eine Deletion von cop4 zu einem Anstieg der Prodigiosin-
Produktion in S. marcescens fihrt (Williamson et al., 2006a), wurden fiir die IVAC-
vermittelte Prodigiosin-Synthese nur die Gene pig4-pigN und das Gen cueR, das zu den pig-

Genen in einer entgegengesetzten Orientierung vorliegt, in die heterologen Wirte transferiert.
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3.5.1 Die Isolierung des pig-Klusters aus S. marcescens und die Konstruktion der
Vektoren pL>PIG<R und pR>PIG<L

Um Prodigiosin heterolog synthetisieren zu konnen, musste zunéchst die pig-Gene aus dem
Genom von S. marcescens isoliert werden. Dafiir wurde die chromosomale DNA aus S.
marcescens isoliert (2.7.2). Aufgrund der Lédnge des pig-Klusters (21,4 kb) konnte die
gesamte Genregion nicht mittels PCR zusammenhéngend amplifiziert werden. Es wurde eine
spezielle Klonierungsstrategie entwickelt, die in Abbildung 3.22 dargestellt ist. Der Kluster
wurde in drei Abschnitte unterteilt (cueR-pigC, pigD-pigF, pigG-pigN), die jeweils per PCR
amplifiziert (2.10) und in den Vektor pUCI19 kloniert wurden. Durch die Wahl geeigneter
kompatibler Schnittstellen, die mittels PCR an die einzelnen Fragmente angefiigt worden
waren, war es in den folgenden Klonierungsschritten moglich, die einzelnen Abschnitte
sukzessive in einem Vektor zusammenzufligen. Der konstruierte Vektor, der den
vollstdndigen pig-Kluster trug, wurde als pPIG bezeichnet (Abb. 3.22).

Fiir die IVAC-abhingige Expression von Prodigiosin wurden die IVAC-Kassetten zunéchst
durch Hydrolyse mit den Restriktionsenzym Xbal zusammenhidngend aus dem Vektor
pIC20HRL isoliert und in zwei unterschiedlichen Orientierungen in den Vektor pPIG kloniert.
So wurden zwei Plasmide konstruiert, die sowohl die pig-Gene als auch die [VAC-Kassetten
enthalten. Die konstruierten Plasmide werden im Weiteren, abhingig von der Orientierung
der IVAC-Kassetten zu dem pig-Kluster, als pL>PIG<R bzw. pR>PIG<L bezeichnet (Abb.
3.23; s. Anhang, Abb. 8.7). In dem Plasmid pL>PIG<R wird der pig-Kluster ausgehend vom
T7 RNA-Polymerase-abhingigen Promotor der L-IVAC-Kassette transkribiert. In dem
Plasmid pR>PIG<L sind die IVAC-Kassetten gegensitzlich angeordnet und die Transkription
des pig-Klusters erfolgt vom T7-Promotor der R-IVAC-Kassette aus.
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Abb. 3.22: Schematische Darstellung der Konstruktion des Vektors pPIG. Der pig-Kluster wurde in drei
Teile unterteilt, die jeweils per PCR amplifiziert und in den Vektor pUCI18 kloniert wurden. Durch die Wahl
geeigneter Schnittstellen war es moglich, die drei einzelnen Teile des Klusters nacheinander in einem Vektor

(pUC19) zu integrieren. Der Vektor, in dem der vollstindige pig-Genkluster lokalisiert war, wurde als pPIG
bezeichnet.
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A
lGR-IVAC] L-IVAC D pig
pL>PIG<R
B
G L-IVAC IR-IVACm pig
pR>PIG<L

Abb. 3.23: Schematische Darstellung der Vektoren pL>PIG<R und pR>PIG<L. Die IVAC-Kassetten
wurden durch Restriktion mit Xbal aus dem Vektor pIC20HRL isoliert und in den Vektor pPIG, in dem die pig-
Gene lokalisiert sind, kloniert. Abhingig von der Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem Gen gfp wurden die
Vektoren als (a) pL>PIG<R bzw. (b) pR>PIG<L bezeichnet. Sowohl der pig-Kluster als auch die IVAC-
Kassetten sind schematisch dargestellt. Die orangefarbenen Pfeile stellen die T7-Promotoren dar. Der T7-
Promotor der R-IVAC-Kassette wird zusétzlich durch einen /ac-Operator (rotes Viereck) kontrolliert.

66 gesamte pig-Genregion, die fiir die Biosynthese von Prodigiosin benétigt wird, konnh
erfolgreich aus der chromosomalen DNA von S. marcescens isoliert und in den Vektor
pUC19 kloniert werden. Fiir die IVAC-abhéngige Expression von Prodigiosin wurden die
IVAC-Kassetten in zwei unterschiedlichen Orientierungen neben dem pig-Kluster integriert.
Die erzeugten rekombinanten Plasmide, in denen als Insert der vollstindige pig-Kluster sowie
die IVAC-Kassetten lokalisiert waren, wurden je nach der Orientierung der IVAC-Kassetten

zu dem pig-Kluster als pPR>PIG<L bzw. pL>PIG<R bezeichnet. /
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3.5.2 Die IVAC-abhingige Synthese von Prodigiosin in dem heterologen

Bakterienstamm E. coli

Fiir die heterologe Expression der pig-Gene in E. coli wurde der T7-Expressionsstamm E. coli
BL21(DE3) mit dem Plasmid pL>PIG<R bzw. pR>PIG<L transformiert (2.13) und in LB-
Medium {iber Nacht bei 30°C inkubiert. Da die rekombinanten Plasmide pL>PIG<R und
pR>PIG<L auf dem Plasmid pUC19 basieren, wird der origin of replication der Plasmide in
E. coli erkannt. Dadurch war es nicht mdglich, auf eine erfolgreiche Transposition der
Plasmide pL>PIG<R und pR>PIG<L in die chromosomale DNA von E. coli zu
selektionieren. Somit lag das jeweilige Plasmid in E. coli replikativ vor. Beim Eintritt in die
exponentielle Wachstumsphase (O.D.sgo = 0,5) wurde in den Kulturen die Expression der pig-
Gene durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Zur Kontrolle der IVAC-vermittelten
Expression wurde auch das Plasmid pPIG, in dem der pig-Kluster, aber nicht die IVAC-
Kassetten vorlagen, durch Transformation in E. coli BL21(DE3) iibertragen. Als weitere
Kontrollstimme dienten der E. coli BL21(DE3) Wildtyp und E. coli-Expressionsstimme, die
unter uninduzierten Bedingungen angezogen wurden.

Nach der Inkubation der Kulturen konnte eine Rotfarbung bei dem E. coli-Stamm beobachtet
werden, der mit dem Plasmid pR>PIG<L transformiert und unter induzierten Bedingungen
kultiviert worden war (Abb. 3.24). Im Gegensatz dazu wiesen die E. coli-Stimme mit dem
Plasmid pL>PIG<R bzw. mit dem Kontrollplasmid pPIG sowohl nach der Zugabe von IPTG
als auch ohne Induktion der T7 RNA-Polymerase keinen Farbunterschied zum Wildtyp auf.

E. coli+pL>PIG<R  E. coli + pR>PIG<L

wt E. coli+pPIG -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG

Abb. 3.24: Die heterologe Synthese von Prodigiosin in E. coli. E. coli BL21(DE3) wurde mit den Plasmiden
pPIG, pL>PIG<R bzw. pR>PIG<L transformiert, die Expression der T7 RNA-Polymerase durch Zugabe von 0,5
mM IPTG induziert und die Kulturen bei 30°C {iN inkubiert. Nach der Inkubation wurde eine rote Farbe bei dem
E. coli-Expressionsstimmen, der mit dem Plasmid pR>PIG<L transformiert worden war, beobachtet. Der E. coli
BL21(DE3) Wildtyp und die iibrigen Expressionsstimme zeigten keine rote Farbung.
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Um zu {iberpriifen, ob abhdngig von der T7 RNA-Polymerase der gesamte pig-Kluster in dem
E. coli-Expressionsstamm transkribiert worden war oder ob die in Abschnitt 3.3.2
beschriebene wechselseitige Behinderung der T7 RNA-Polymerasen dazu fiihrt, dass die
Transkription der pig-Gene vorzeitig abbricht, wurde eine RT-PCR (2.11) durchgefiihrt. Fiir
die RT-PCR wurden zunéchst in der reversen Transkription (2.11.2) die spezifischen Primer
der einzelnen pig-Gene und des Gens cueR eingesetzt. Die Transkription der Gene pigG und
pigL konnte dabei nicht analysiert werden, da fiir diese Gene keine geeigneten Primer
synthetisiert werden konnten. Die wihrend der reversen Transkription synthetisierte cDNA
wurde dann als template in der RT-PCR (2.11.3) verwendet. Als Kontrolle dienten der E. coli-
Expressionsstamm, der unter uninduzierten Bedingungen kultiviert worden war, und der E.
coli BL21(DE3) Wildtyp. Zusétzlich wurde mit der RT-PCR die Transkription der Gene des
pig-Klusters in dem natiirlichen Produzenten S. marcescens bestimmt.

In den Kontrollstimmen, dem E. coli BL21(DE3) Wildtyp sowie dem uninduzierten
Expressionsstamm war kein spezifisches Transkript der Gene des pig-Klusters nachzuweisen.
Spezifisches Transkript aller Gene des pig-Klusters konnte jedoch in dem E. coli-
Expressionsstamm mit dem Plasmid pR>PIG<L, der unter induzierten Bedingungen
angezogen worden war, mittels RT-PCR detektiert werden (Abb. 3.25). Es wurden
Transkriptkonzentrationen zwischen 24 ng (pig/) und 269 ng (pigF) nachgewiesen. Von dem
Gen cueR, das in einer anderen Transkriptionsrichtung als die iibrigen Gene des pig-Klusters
vorliegt, konnte ebenso eine Konzentration von 67 ng nachgewiesen werden.
Uberraschenderweise wurde in dem natiirlichen Produzenten S. marcescens, trotz roter
Farbung der Kolonien, kein Transkript der pig-Gene detektiert. Prodigiosin wird als typisches
Sekundirmetabolit in S. marcescens synthetisiert (Williamson et al., 2006a). Wahrscheinlich
ist die natiirlich gebildete Konzentration von Prodigiosin in S. marcescens sehr gering und
liegt damit unter der Nachweisgrenze der RT-PCR.

Die Ergebnisse der RT-PCR belegen, dass mit dem IVAC-Expressionssystem alle Gene des
pig-Klusters, unabhingig von der Orientierung der Gene und ihrer Entfernung zum T7-

Promotor, heterolog in E. coli exprimiert werden konnten.
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E. coli + pR>PIG<L

cueR pigA pigB pigC pigD pigE pigFF M pigH pigl pigJ pigK pigM pigN

Abb. 3.25: Nachweis der Transkription der pig-Gene in dem heterologen Bakterienstamm E. coli
BL21(DE3). Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG wurde die T7 RNA-Polymerase-abhéngige Expression aller
Gene des pig-Klusters in dem heterologen Expressionsstamm E. coli BL21(DE3), der mit dem Plasmid
pR>PIG<L transformiert worden war, induziert. Die Proben fiir die RT-PCR wurden am Ende der
logarithmischen Wachstumsphase der Kulturen (O.D.sgy = 1) entnommen und die mRNA der verschiedenen
Stdmme wurde isoliert. Jeweils 150 ng der isolierten RNA wurden in der darauffolgenden reversen Transkription
als template eingesetzt. Durch den Einsatz der spezifischen Primer in der reversen Transkription konnte die
Transkription der pig-Gene nachgewiesen werden. Zur Uberpriifung der RT-PCR wurden von jedem PCR-
Ansatz 5ul auf ein Agarosegel aufgetragen. M: Marker

Die Synthese von Prodigiosin erfolgt liber zwei Biosynthesewege, deren Endprodukte, 2-
Methyl-3-n-amyl-pyrrol (MAP) und 4-Methoxy-2,2"-bipyrrol-5-carbaldehyd (MBC), in
einem letzten Schritt zu Prodigiosin kondensiert werden (Abb. 1.4; Williamson et al., 2005;
Chawrai et al., 2008). Mittels der RT-PCR konnte dargestellt werden, dass alle Gene, deren
Genprodukte fiir die erfolgreiche Synthese von Prodigiosin benétigt werden, mit Hilfe des
IVAC-Systems transkribiert wurden. Die erfolgreiche Transkription der pig-Gene bedeutet
jedoch nicht zwangsldufig, dass alle pig-Enzyme auch funktionell in der Zelle vorliegen.
Wenn z. B. fiir die Faltung der Enzyme spezifische Chaperone benétigt werden, die von E.
coli nicht exprimiert werden, liegen die Enzyme nicht funktionell in der Zelle vor. Wenn nicht
alle benoétigten Pig-Enzyme funktionell vorliegen, bricht der Syntheseweg von Prodigiosin
vorzeitig ab und es entstehen Vorstufen von Prodigiosin.

Zur Identifizierung des gebildeten Pigments in dem E. coli-Expressionsstamm mit dem
Plasmid pR>PIG<L wurde ein Absorptionsspektrum (2.21) aufgenommen. Dazu wurde der E.
coli-Expressionsstamm mit dem Plasmid pR>PIG<L transformiert und in LB-Medium bei
30°C kultiviert. Beim Eintritt in die exponentielle Wachstumsphase wurde die Expression der
Zielgene durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert. Als Negativkontrollen dienten
wiederum der E. coli BL21(DE3) Wildtyp sowie der Stamm E. coli BL21(DE3) mit dem
Plasmid pR>PIG<L, der ohne Zugabe von IPTG zur Induktion der Zielgene kultiviert worden
war.

In Abbildung 3.26 sind die Ergebnisse der Messungen dargestellt. Prodigiosin absorbiert
spezifisch bei 534 nm. Bei dem E. coli BL21(DE3)-Stamm mit dem Expressionsplasmid
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pR>PIG<L, der unter induzierten Bedingungen kultiviert worden war, wurde der spezifische
Peak bei 534 nm und damit die erfolgreiche Synthese von Prodigiosin nachgewiesen (Abb.
3.26). Wie erwartet zeigten der Wildtyp (ohne Abb.) und die uninduzierten Kulturen (Abb.
3.26) keinen Peak bei 534 nm und somit auch keine Prodigiosin-Produktion.

Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen belegen somit eindeutig, dass mit Hilfe des IVAC-
Expressionssystems E. coli als neuer Prodigiosin-Produktionsstamm erzeugt werden konnte.
Es wurde mit dem IVAC-Expressionssystem nicht nur die vollstdndige Transkription aller
Gene des pig-Klusters, sondern auch die funktionelle Synthese aller Enzyme erreicht. Das
IVAC-Expressionssystem eignet sich somit fiir die funktionelle Expression grof3er
Genregionen. Im Folgenden wurde die Prodigiosin-Produktion in dem heterologen Wirt E.
coli mit der Produktion des Pigments in dem natiirlichen Produzenten S. marcescens

verglichen.

0.6

E. coli + pR>PIG<L

Absorption

0 T T T T T 1 T T 1 T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

Wellenliinge [nm]

Abb. 3.26: Identifizierung des synthetisierten Pigments in dem heterologen Bakterienstamm E. coli. Die
Identifizierung des synthetisierten Pigments in dem heterologen Bakterienstamm E. coli BL21(DE3), der mit
dem Plasmid pR>PIG<L transformiert worden war, erfolgte mit der Messung von Absorptionsspektren. Dazu
wurde der Expressionsstamm unter induzierten Bedingungen (durchgezogene Linie) bzw. uninduzierten
Bedingungen (gestrichelte Linie) angezogen. Die Induktion der Gene des pig-Klusters erfolgte durch die Zugabe
von 0,5 mM IPTG. Die Kulturen wurden iiN bei 30°C inkubiert. Fiir die Messung der Absorptionsspektren
wurden die Testkulturen auf eine identische O.D.sgy = 1 eingestellt und das Pigment mit acidifiziertem Ethanol
(4 % 1M HCI) aus den Zellen extrahiert. Nach der Zentrifugation wurde die Absorption des Uberstandes in dem
Wellenldngenbereich von 300 nm bis 900 nm gemessen. Die Standardabweichung von drei unabhéngigen
Messungen lag unter 10 %.

Um die Produktion von Prodigiosin in dem heterologen Bakterienstamm E. coli mit der
Prodigiosin-Synthese in dem natiirlichen Produktionsstamm S. marcescens vergleichen zu
konnen, wurde die relative Prodigiosin-Konzentration pro Zelle mit folgender Formel
bestimmt: [As34/0.D.sg0] x 50 (2.22). S. marcescens wies eine Prodigiosin-Konzentration von

1,7 pro Zelle auf (Abb. 3.27). In E. coli BL21(DE3) und dem E. coli-Expressionsstamm, der
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ohne Zugabe von IPTG kultiviert worden war, konnte erwartungsgemil keine Biosynthese
von Prodigiosin nachgewiesen werden (Abb. 3.27). Die Induktion der Expression der pig-
Gene fiihrte in dem E. coli BL21(DE3)-Expressionsstamm zu einem starken Anstieg der
Prodigiosin-Synthese. Abhédngig von der T7 RNA-Polymerase wurde eine relative
Prodigiosin-Konzentration von 16 pro Zelle erreicht (Abb. 3.27). Damit konnte mit dem
IVAC-System in dem heterologen Wirt E. coli die Prodigiosin-Produktion im Gegensatz zu
dem homologen Wirt S. marcescens um den Faktor 9,4 gesteigert werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es mit dem [VAC-Expressionssystem zum ersten Mal
moglich wurde, Prodigiosin heterolog in dem Bakterienstamm E. coli zu synthetisieren.
Abhidngig von der T7 RNA-Polymerase wurden alle Gene des pig-Klusters in E. coli
transkribiert und die Prodigiosin-Produktion im Vergleich zu dem natiirlichen

Produzentenstamm S. marcescens deutlich gesteigert.
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Abb. 3.27: Vergleich der relativen Prodigiosin-Produktion in S. marcescens mit der relativen Prodigiosin-
Produktion in dem heterologen Wirtsstamm E. coli. Firr die Bestimmung der relativen Prodigiosin-
Produktion wurden der natiirliche Produzent S. marcescens und der heterologe Bakterienstamm E. coli
BL21(DE3), der mit dem Plasmid pR>PIG<L transformiert worden war, iiN bei 30°C angezogen. Die
Expression der pig-Gene wurde induziert. Als Negativkontrollen dienten der E. coli BL21(DE3) Wildtypstamm
(wt) sowie der E. coli-Expressionsstamm, der ohne Induktion der Expression der Zielgene angezogen wurde. Mit
acidifiziertem Ethanol (4 % 1M HCI) wurde Prodigiosin aus den Zellen extrahiert. Die Absorption des
Uberstandes wurde bei 534 nm gemesssen und die Prodigiosin-Konzentration mit folgender Formel bestimmt:
[As534/0.D.580] x 50. Die Daten représentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen.

(A

Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) synthetisiert werden. Im Vergleich zu dem natiirlichen

~

bhingig von dem IVAC-Expressionssystem konnte Prodigiosin erfolgreich in dem T7-

Produktionsstamm S. marcescens wurde die Prodigiosin-Produktion in dem heterologen

Wirtsstamm E. coli BL21(DE3) um den Faktor 9,4 erhoht.

J
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3.5.3 Die IVAC-abhingige Synthese von Prodigiosin in dem heterologen

Bakterienstamm R. capsulatus

Um zu iiberpriifen, ob (a) mit Hilfe des IVAC-Expressionssystems die heterologe Synthese
von Prodigiosin in verschiedenen Gram-negativen Bakterienstimmen prinzipiell moglich
wird und (b) unterschiedliche heterologe Bakterienstimme zu abweichenden Prodigiosin-
Produktionen fiihren, wurde der pig-Kluster zusétzlich in dem heterologen Bakterienstamm R.
capsulatus exprimiert.

Fiir den konjugativen Transfer des pig-Klusters in den neuen Wirtsstamm R. capsulatus
wurde zundchst der Donorstamm E. coli S17-1 mit den Plasmiden pL>PIG<R und pR>PIG<L
transformiert (2.13). Der Transfer der Plasmide durch Konjugation in den Rezipienten R.
capsulatus sowie die stabile Integration in das Genom durch Transposition wurden wie in
Abschnitt 2.14.2 beschrieben durchgefiihrt. Konjugation und Transposition wurden durch
Selektion auf das Antibiotikum Gentamycin verifiziert. Die gemessenen Transpositionsraten
von 1,2 x 10 (+ 0,7 x 10°°) wichen sowohl nicht entscheidend von der Transpositionsrate des
natiirlichen Transposons Tn5 (6,5 x 10”; Naumann & Reznikoff, 2002) ab, als auch nicht von
den gemessenen Transpositionsraten, die zu der Ubertragung des lac-Operons gefiihrt hatten
(1,6 x 10° + 0,4 x 10°). Die GroBe des pig-Klusters hatte demnach keine entscheidende
Auswirkung auf die Transpositionseffizienz des rekombinanten IVAC-Transposons. Die
konstruierten R. capulatus-Expressionsstimme werden im Folgenden, abhingig von der
Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem pig-Kluster, als R. capsulatus::L>PIG<R bzw. R.
capsulatus::R>PIG<L bezeichnet. Da in vorhergegangenen Versuchen gezeigt werden konnte,
dass der Integrationsort des rekombinanten IVAC-Transposons einen Einfluss auf die
Synthese der Zielproteine hat (3.4.3), wurden in den folgenden Untersuchungen zur
heterologen Produktion von Prodigiosin in R. capsulatus je drei Stimme angezogen und
analysiert, die sich nur in dem Integrationsort des [IVAC-Transposons unterschieden.

In die neuen Expressionsstimme wurde zusétzlich das T7 RNA-Polymerase-Gen tragende
Plasmid pML5-Pfiu-T7 transferiert, da R. capsulatus kein T7 RNA-Polymerase-Gen besitzt.
Als Kontrollstimme dienten R. capsulatus-Expressionsstimme, die ohne Induktion der T7
RNA-Polymerase kultiviert wurden, R. capsulatus-Stamme mit IVAC-Transposon, aber ohne
das Plasmid pMLS5-Pfru-T7 und der R. capsulatus Wildtyp. R. capulatus::1.>PIG<R, R.
capsulatus::R>PIG<L und die entsprechenden Kontrollstimme wurden {iber Nacht bei 30°C
unter aeroben (2.6.3) Bedingungen kultiviert. Durch die Zugabe von 8 mM Fruktose wurde

die Expression der T7 RNA-Polymerase in den entsprechenden Stimmen induziert.
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Das phototrophe Bakterium R. capsulatus synthetisiert eine Vielzahl von Carotinoiden, die
eine rote Fiarbung der Zellen hervorrufen (Bauer, 2004). Aufgrund der natiirlichen Rotfarbung
von R. capsulatus war nach Beendigung der Inkubationszeit die Verifizierung der Expression
des roten Pigments Prodigiosin anhand einer roten Férbung der Zellen somit nicht moglich.
Um die heterologe Expression der pig-Gene zu iberpriifen, wurde eine RT-PCR
durchgefiihrt. Die Proben fiir die RT-PCR wurden am Ende der exponentiellen Phase
entnommen, die RNA isoliert und in der darauffolgenden reversen Transkription eingesetzt.
Mittels RT-PCR (2.11) wurde die IVAC-abhingige Transkription der Gene des pig-Klusters
tiberpriift. Transkript der einzelnen pig-Gene war nur in den induzierten R. capsulatus-
Expressionsstimmen R. capsulatus::L>PIG<R (Abb. 3.23) und R. capsulatus::R>PIG<L
(ohne Abb.) mit dem Plasmid pMLS5-Pfru-T7, die unter induzierten Bedingungen kultiviert
worden waren, nachzuweisen. Es wurden RNA-Konzentrationen von 0,01 ng (pig/) bis 0,2 ng
(pigF) gemessen. Wie in dem heterologen Bakterienstamm E. coli waren die
Transkriptkonzentrationen der einzelnen Gene sowohl unabhingig von der Entfernung der
Gene zum T7-Promotor als auch unabhéngig von ihrer Orientierung. Das Gen cueR ist in
einer zu den pig-Genen gegensitzlichen Leserichtung angeordnet. Dennoch wurde auch von
dem Gen cueR eine entsprechende Menge Transkript detektiert (0,08 ng). Die Stimme ohne
T7 RNA-Polymerase sowie die Negativkontrolle, der R. capsulatus Wildtyp, zeigten keine
Transkription des pig-Klusters.

R. capsulatus::L>PIG<R

cueR pigA pigB pigC pigD pigE pigF M pigH pigl pigJ pigK pigM pigN

L

Abb. 3.28: Nachweis der Transkription der pig-Gene in dem heterologen Bakterienstamm R.
capsulatus::1L>PIG<R. Durch die Zugabe von 8 mM Fruktose wurde die T7 RNA-Polymerase-abhingige
Expression aller Gene des pig-Klusters in dem heterologen Expressionsstamm induziert. Die Proben fiir die RT-
PCR wurden am Ende der logarithmischen Wachstumsphase der Kulturen (O.D.¢¢9 = 1) entnommen und die
mRNA der verschiedenen Stimme wurde isoliert. Jeweils 150 ng der isolierten RNA wurden in der
darauffolgenden reversen Transkription als template eingesetzt. Durch den Einsatz der spezifischen Primer in der
reversen Transkription konnte die Transkription der pig-Gene nachgewiesen werden. Von jedem RT-PCR-
Ansatz wurden Spl auf ein Agarosegel aufgetragen. M: Marker.

Um neben der Transkription des pig-Klusters auch die erfolgreiche Synthese von Prodigiosin
in dem heterologen Wirt R. capsulatus bestitigen zu konnen, wurden Absorptionsspektren

(2.21) der entsprechenden Stimme gemessen. Daflir wurden die Expressionsstimme unter
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aeroben (2.6.3) Bedingungen kultiviert und die Expression der Gene des pig-Klusters wurde
durch die Zugabe von 8§ mM Fruktose induziert. Als Negativkontrolle diente der R. capsulatus
Wildtyp. Die Ergebnisse der Absorptionsmessungen sind in Abbildung 3.29 dargestellt.
Uberraschenderweise wiesen die Spektren der R. capsulatus-Expressionsstimme keine
Unterschiede zu den Spektren des R. capsulatus Wildtyp auf. Mit den heterologen
Wirtsstimmen R. capsulatus::L>PIG<R und R. capsulatus:R>PIG<L war kein fiir
Prodigiosin charakteristischer Peak bei 534 nm nachzuweisen (Abb. 3.29). Somit konnte in R.
capsulatus keine Prodigiosin-Synthese festgestellt werden.

Bei der IVAC-abhdngigen Expression der [-Galaktosidase in dem heterologen
Bakterienstamm R. capsulatus wurde beobachtet, dass der Integrationsort des IVAC-
Transposons einen groflen Einfluss auf die Synthese des Zielproteins hat (3.5.3). In einigen R.
capsulatus-Expressionsstimmen konnte keine funktionelle B-Galaktosidase nachgewiesen
werden, wihrend mit anderen R. capsulatus-Stimmen hohe Aktivititen der B-Galaktosidase
erzielt werden konnten. Um auszuschlieen, dass die ausbleibende Prodigiosin-Produktion in
R. capsulatus auf den Integrationsort des IVAC-Transposons zuriickzufiihren ist, wurden im
Folgenden verschiedene weitere R. capsulatus-Expressionsstimme, die sich durch den
Integrationsort des IVAC-Transposons unterschieden, auf die Produktion von Prodigiosin
getestet. Dieser Versuch fiihrte jedoch auch zu keinem positiven Ergebnis. In dem
heterologen Wirtsstamm R. capsulatus konnte die IVAC-vermittelte Synthese von Prodigiosin
nicht nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis kann verschiedene Ursachen haben. Entweder war die Synthese von
Prodigiosin in dem heterologen Bakterienstamm R. capsulatus so gering, dass der
Prodigiosin-spezifische Peak von den Carotinoid-Peaks iiberlagert wurde oder es wurde kein
Prodigiosin in R. capsulatus produziert. Mit einer massenspektrometrischen Analyse konnte
Prodigiosin spezifisch nachgewiesen werden. Eine ausbleibende Synthese konnte darauf
zuriickgefiihrt werden, dass R. capsulatus bestimmte Vorstufen oder Bedingungen fiir die

erfolgreiche Synthese von Prodigiosin nicht zur Verfligung stellt.

/Die IVAC-vermittelte Produktion von Prodigiosin in dem heterologen Wirt R. capsulatus war\
nicht erfolgreich. Die pig-Gene konnte zwar durch Konjugation und Transposition stabil in
das Genom von R. capsulatus integriert und die T7 RNA-Polymerase abhingige

Transkription aller Gene des Klusters mittels RT-PCR bestétigt werden, die Synthese von

\Prodigiosin konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. /
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Abb. 3.29: Uberpriifung der Prodigiosin-Produktion in dem heterologen Bakterienstamm R. capsulatus.
Zur Uberpriifung der Synthese von Prodigiosin in dem heterologen Wirt R. capsulatus wurden
Absorptionsspektren des (a) R. capsulatus Wildtypstamms B10S und der Expressionsstimme (b) R.
capsulatus::1L>PIG<R und (c¢) R. capsulatus:R>PIG<L gemessen. Die verschiedenen Stimme wurden unter
aeroben Bedingungen kultiviert. Die Induktion der Gene des pig-Klusters erfolgte durch die Zugabe von 8§ mM
Fruktose. Die Kulturen wurden N bei 30°C inkubiert. Fiir die Messung der Absorptionsspektren wurden die
Testkulturen auf eine identische O.D.¢qp = 1 eingestellt und das Pigment mit acidifiziertem Ethanol (4 % IM
HCI) aus den Zellen extrahiert. Nach der Zentrifugation wurde die Absorption des Uberstandes in dem
Wellenldngenbereich von 300 nm bis 900 nm gemessen.
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3.5.4 Die IVAC-abhingige Synthese von Prodigiosin in dem heterologen

Bakterienstamm P. putida

Die IVAC-abhingige Expression des Prodigiosin-Genklusters fiihrte in den heterologen
Wirten E. coli und R. capsulatus zu stark abweichenden Ergebnissen. Um die Produktion von
Prodigiosin mit Hilfe des IVAC-Expressionssystems in einem weiteren heterologen
Bakterienstamm zu testen, wurde das Gram-negative Bakterium P. putida ausgewdhlt.
Aufgrund eines komplexen Stoffwechsels und der molekulargenetisch einfachen Handhabung
ist P. putida ein etablierter Expressionsstamm.

Fiir die IVAC-abhédngige Produktion von Prodigiosin in dem heterologen Wirtsstamm P.
putida wurde zundchst der fiir die Konjugation optimierte Donorstamm E. coli S17-1 mit den
Plasmiden pL>PIG<R und pR>PIG<L, in denen sowohl die IVAC-Kassetten als auch der pig-
Kluster vorlagen, transformiert (2.13). Durch Konjugation und anschlieBende Transposition
(2.14.1) wurden die pig-Gene zusammen mit den [VAC-Kassetten stabil in das Genom des
neuen heterologen Wirtes P. putida integriert. Die erfolgreiche Transposition wurde durch
Selektion auf das Antibiotikum Gentamycin bestdtigt und die Transpositionsraten des
rekombinanten IVAC-Transposons wurden bestimmt. Die gemessenen Transpositionsraten
lagen bei 6,4 x 107 (+ 3,0 x 10™). Im Vergleich zu der Transpositionsrate des natiirlichen
Transposons Tn5 (6,5 x 10°; Naumann & Reznikoff, 2002) und der IVAC-vermittelten
Transposition des lac-Operons (6,5 x 10° + 2,6 x 10°) war die Transposition des
rekombinanten IVAC-Transposons sehr erfolgreich. Im Folgenden werden die konstruierten
Expressionsstimme als P. putida::1L.>PIG<R bzw. P. putida::R>PIG<L bezeichnet. Da anhand
der heterologen Expression des lac-Operons bereits gezeigt werden konnte, dass der
Integrationsort des rekombinaten IVAC-Transposons einen Einfluss auf die Synthese des
Zielproteins hat, wurden verschiedene P. putida-Expressionsstimme auf die Produktion von
Prodigiosin getestet. Entsprechend den frilheren Versuchen wurden nur geringe
Schwankungen in der Expression der Zielgene beobachtet. Darum werden im Folgenden nur
die Ergebnisse von einem Expressionsstamm dargestellt.

Da P. putida kein T7 RNA-Polymerase-Gen besitzt, wurde flir die T7 RNA-Polymerase
abhédngige Expression des pig-Klusters zusitzlich das Plasmid pML5-T7 durch Konjugation
(2.14.1) in die entsprechenden P. putida-Expressionsstimme {iibertragen. In dem Plasmid
pMLS5-T7 liegt das T7 RNA-Polymerase-Gen unter der Kontrolle eines /ac-Promotors vor
und die Expression des T7 RNA-Polymerase-Gens kann durch die Zugabe von IPTG

induziert werden. Die P. putida-Expressionsstimme wurden iiber Nacht bei 30°C in LB-
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Medium (2.5.1) angezogen. Beim Eintritt in die exponentielle Wachstumsphase (O.D.sgp =
0,5) wurde in den Kulturen die Expression der T7 RNA-Polymerase durch die Zugabe von 0,5
mM IPTG induziert. Als Kontrollen dienten der P. putida Wildtyp, die P. putida-
Expressionsstimme, die unter uninduzierten Bedingungen kultiviert wurden, sowie die P.
putida-Stimme mit integriertem [VAC-Transposon, aber ohne das Plasmid pML5-T7.

Nach der Inkubation waren bereits Unterschiede in der Farbung der einzelnen P. putida-
Stdmme sichtbar, die auf eine Synthese von Prodigiosin hindeuten. Erwartungsgemif zeigten
der P. putida Wildtyp sowie die P. putida Expressionsstimme P. putida::L>PIG<R und P.
putida::R>PIG<L ohne das T7 RNA-Polymerase-Gen tragende Plasmid pML5-T7 keine
verdnderte Pigmentierung, die auf eine Expression des roten Pigments Prodigiosin hinweisen
konnte (Abb. 3.30a, b). Der P. putida-Stamm P. putida::R>PIG<L, dem durch Konjugation
das Plasmid pML5-T7 mit dem T7 RNA-Polymerase-Gen {iibertragen worden war, wies
jedoch unter induzierten Bedingungen eine deutliche rote Pigmentierung auf (Abb. 3.30a).
Unter uninduzierten Bedingungen war kein Farbunterschied der Kulturen zu dem P. putida
Wildtyp erkennbar (Abb. 3.30a).

Die P. putida::L>PIG<R-Stimme zeigten dagegen sowohl unter induzierten als auch unter
uninduzierten Bedingungen eine Farbverinderung gegeniiber dem Wildtyp. Die fehlende
IPTG-Zugabe zur Induktion der T7 RNA-Polymerase fiihrte sogar zu einer verstirkten
Rotfarbung der Kolonien (Abb. 3.30b).

(a) ®
WT P. putida::R~pig<L WT P, putida::L>pig<R
-T7 pol + T7 pol -T7 pol + T7 pol
-IPTG +IPTG -IPTG +IPTIG

0“ ) 3

Abb. 3.30: Die heterologe Synthese von Prodigiosin in P. putida. Die P. putida-Stimme P. putida::R>PIG<L
und P. putida::L>PIG<R, in denen das Plasmid pML5-T7 (+T7pol) bzw. das Plasmid pML5 (-T7pol) vorlagen,
und der P. putida Wildtypstamm KT2440 (WT) wurden GN bei 30°C inkubiert. Die Expression der Zielgene
wurde durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert (+ IPTG). Als Kontrollen dienten Kulturen, die nicht
induziert wurden (- IPTG). Nach der Inkubation der verschiedenen Kulturen wurden unterschiedliche Farbungen
der Zellen beobachtet.

Um zu iiberpriifen, ob alle Gene des pig-Genklusters in dem heterologen Wirt P. putida
abhingig von der T7 RNA-Polymerase, jedoch unabhingig von ihrer Orientierung und
Entfernung vom T7-Promotor transkribiert worden waren, wurde eine RT-PCR (2.11)

durchgefiihrt. Dazu wurden die P. putida-Expressionsstimme P. putida::R>PIG<L und P.
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putida::L>PIG<R, die unter induzierten Bedingungen kultiviert worden waren, sowie die
entsprechenden Expressionsstimme ohne das Plasmid pML5-T7 und der P. putida Wildtyp
wie beschrieben angezogen. Die Proben fiir die RT-PCR wurden am Ende der
logarithmischen Wachstumsphase entnommen und die mRNA der einzelnen Proben wurde
isoliert (2.11.1). In der nachfolgenden reversen Transkription (2.11.2) wurde die RNA als
template fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Fiir die cDNA-Synthese wurden Primer, die an
die einzelnen pig-Gene und cueR binden konnen, verwendet und die synthetisierte cDNA
wurde als template in der RT-PCR (2.11.3) eingesetzt. Die Transkription der Gene pigG und
pigL konnte nicht analysiert werden, da fiir diese Gene keine geeigneten Primer synthetisiert
werden konnten.

Die Transkription aller pig-Gene und des Gens cueR, das zu den pig-Genen in einer
gegensitzlichen Transkriptionsrichtung vorliegt, konnte nur in den Expressionsstimmen P.
putida::R>PIG<L (Abb. 3.27) und P. putida::L>PIG<R (ohne Abb.) mit dem T7 RNA-
Polymerase-Gen  tragenden  Plasmid  pML5-T7  nachgewiesen  werden.  Die
Transkriptkonzentrationen der einzelnen Gene lagen zwischen 0,03 ng (pigC) und 0,4 ng
(pigF) Dabei hatte weder die Orientierung der Gene noch die Entfernung der Gene vom T7-
Promotor einen Einfluss auf ihre Transkription. Wie erwartet wurde in den
Expressionsstimmen ohne die T7 RNA-Polymerase und in dem P. putida Wildtyp kein
Transkript der pig-Gene detektiert. Die Ergebnisse der RT-PCR verdeutlichen, dass in dem
heterologen Wirtsstamm P. putida mit dem IVAC-Expressionssystem alle Gene des pig-
Klusters abhidngig von der T7 RNA-Polymerase transkribiert werden konnten. Die

Orientierung der Gene in dem Kluster hatte dabei keinen Einfluss auf die Transkription.

P. putida::R>PIG<L

cueR pigA pigB pigC pigD pigE pigF M pigH pigl pigJ pigK pigM pigN

S

Abb. 3.31: Nachweis der Transkription des pig-Klusters in dem heterologen Wirt P. putida::R>PIG<L.
Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG wurde die T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression aller Gene des pig-
Klusters in dem heterologen Expressionsstamm induziert. Die Proben fiir die RT-PCR wurden am Ende der
logarithmischen Wachstumsphase der Kulturen (O.D.sgy = 1) entnommen und die mRNA der verschiedenen
Stdimme wurde isoliert. Jeweils 150 ng der isolierten RNA wurden in der darauffolgenden reversen Transkription
als template eingesetzt. Durch den Einsatz der spezifischen Primer in der reversen Transkription konnte die
Transkription der pig-Gene nachgewiesen werden. Von jedem RT-PCR-Ansatz wurden 5Sul auf ein Agarosegel
aufgetragen. M: Marker.
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Die vollstindige Transkription des Prodigiosin-Genklusters fiihrt jedoch nicht zwangslaufig
zu der erfolgreichen Synthese von Prodigiosin. In dem heterologen Bakterienstamm R.
capsulatus konnte zwar erfolgreich die Transkription der pig-Gene nachgewiesen werden, die
Produktion von Prodigiosin konnte jedoch nicht bestétigt werden (3.5.3). Die Biosynthese von
Prodigiosin verlduft iiber zahlreiche Schritte, an denen jeweils ein Pig-Enzym beteiligt ist. Fiir
die erfolgreiche Synthese von Prodigiosin miissen diese Enzyme funktionell in der Zelle
vorliegen und die Vorstufen der Prodigiosin-Biosynthese miissen bereitgestellt werden. Wird
auch nur ein Enzym nicht funktionell synthetisiert, bricht der Prodigiosin-Biosyntheseweg
vorzeitig ab und Prodigiosin wird nicht gebildet. Zur Identifizierung des synthetisierten
Pigments in den P. putida-Expressionsstimmen wurden Absorptionsspektren (2.21) der
Kulturen gemessen. Dazu wurden die Stimme P. putida::R>PIG<L und P. putida::L>PIG<R,
in denen das Plasmid pMLS5-T7 mit dem T7 RNA-Polymerase-Gen vorlag, sowohl unter
induzierten als auch uninduzierten Bedingungen angezogen. Fiir die Induktion der Expression
der Zielgene wurde 0,5 mM IPTG verwendet. Als Negativkontrollen dienten der P. putida
Wildtypstamm und die P. putida-Staimme, die das [VAC-Transposon enthielten und mit dem
Leervektor pMLS transformiert worden waren. Wie erwartet wiesen sowohl das
Absorptionsspektrum des P. putida Wildtyp als auch die Spektren der Expressionsstimme P.
putida::R>PIG<L und P. putida::1L.>PIG<R ohne das T7 RNA-Polymerase tragende Plasmid
pML5-T7 keinen Peak bei 534 nm auf (ohne Abb.).

In Abbildung 3.32 a sind die Absorptionsspektren des Expressionsstammes P.
putida::R>PIG<L unter induzierten und uninduzierten Bedingungen dargestellt. Wie bereits
die Pigmentierung der Zellen angedeutet hat, wird Prodigiosin in dem Stamm P.
putida::R>PIG<L erst nach der Induktion der T7 RNA-Polymerase erfolgreich synthetisiert.
Im Gegensatz zu den uninduzierten Kulturen konnte der spezifische Peak bei 534 nm
detektiert werden (Abb. 3.32a). Zusitzlich zu dem fiir Prodigiosin spezifische Peak bei 534
nm wurde in den Kulturen, die induziert worden waren, ein Peak bei 363 nm nachgewiesen
(Abb. 3.32a). Dieser Peak wird durch die Absorption der Bipyrrol-Vorstufe 4-Methoxy-2,2"-
bipyrrol-5-carbaldehyd (MBC) von Prodigiosin hervorgerufen. Die Prodigiosin-Vorstufe
MBC besitzt ein spezifisches Absorptionsmaximum bei 363 nm (Wasserman et al., 1966).
Die Vorstufe 2-Methyl-3-n-amyl-pyrrol (MAP), die im letzten Biosynthese-Schritt von
Prodigiosin mit MBC zu Prodigiosin kondensiert wird, konnte aufgrund ihrer Fliichtigkeit
(Kim et al., 2007) nicht detektiert werden. Die Kulturen, die nicht induziert worden waren,
wiesen einen Peak bei 400 nm auf. Dieser Peak ist auf das von P. putida produzierte

Siderophor Pyoverdin mit einem Absorptionsmaximum bei 400 nm (Koh ef al., 1995)
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zuriickzufiihren. Der Absorptionspeak von Pyoverdin wird in den induzierten P. putida-
Expressionsstimmen wahrscheinlich durch die Absorption der Bipyrrol-Vorstufe {iberlagert.
Abbildung 3.32b zeigt die Absorptionsspektren des heterologen Wirtsstamms P.
putida::1L>PIG<R unter induzierten und nicht-induzierten Bedingungen. Im Gegensatz zu dem
Expressionsstamm P. putida::R>PIG<L ist Prodigiosin auch ohne Zugabe von IPTG zur
Induktion der T7 RNA-Polymerase nachweisbar (Abb. 3.32b). Die Zugabe von IPTG zur
Induktion der T7 RNA-Polymerase fiihrt ebenso zu einer erfolgreichen, jedoch reduzierten,
Synthese von Prodigiosin (Abb. 3.32b). Unter induzierten Bedingungen nahm die Absorption
um 63 % ab. Entsprechend den Ergebnissen der heterologen Expression des lac-Operons in P.
putida ist die L-IVAC-vermittelte Expression des Zielproteins unter uninduzierten
Bedingungen verstirkt. Dieses Ergebnis wird in Abschnitt 4.4.1 diskutiert.

Die Absorptionsspektren des Stammes P. putida::L>PIG<R wiesen sowohl unter induzierten
als auch unter uninduzierten Bedingungen einen Peak bei 363 nm auf, der auf die Absorption
der Prodigiosin-Vorstufe MAP zuriickzufiihren ist.

In beiden Expressionsstimmen konnte somit die erfolgreiche Synthese von Prodigiosin
detektiert werden. Im Gegensatz zu dem heterologen Wirt E. coli war die Prodigiosin-
Synthese nicht vollstindig abgelaufen und es konnte zusétzlich zu Prodigiosin eine Vorstufe
von Prodigiosin nachgewiesen werden. Eine verldngerte Inkubation der P. putida-
Expressionsstimme fiihrte jedoch auch zu keiner vollstaindigen Umsetzung der Prodigiosin-

Vorstufen.
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Abb. 3.32: Nachweis der Prodigiosin-Synthese in dem heterologen Bakterienstamm P. putida. Der
Nachweis der Synthese von Prodigiosin in dem heterologen Wirtsstamm P. putida erfolgte mit der Messung von
Absorptionsspektren. Dazu wurden die Expressionsstimme (a) P. putida::R>PIG<L und (b) P. putida::L>PIG<R
unter induzierten Bedingungen (durchgezogene Linie) bzw. uninduzierten Bedingungen (gestrichelte Linie)
angezogen. Die Induktion der Gene des pig-Klusters erfolgte durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG. Die Kulturen
wurden iiN bei 30°C inkubiert. Fiir die Messung der Absorptionsspektren wurden die Testkulturen auf eine
identische O.D.sgo = 1 eingestellt und das Pigment mit acidifiziertem Ethanol (4 % 1M HCI) aus den Zellen
extrahiert. Nach der Zentrifugation wurde die Absorption des Uberstandes in dem Wellenlingenbereich von 300
nm bis 900 nm gemessen. Es wurden Messungen mit drei unabhéngigen Kulturen durchgefiihrt. Die
Standardabweichung der Messungen lag unter 10 %.

Die Prodigiosin-Produktion in P. putida wurde zusdtzlich mit ESI-Massenspektrometrie
analysiert. Dafiir wurde der Stamm P. putida::L>PIG<R, der unter induzierten Bedingungen
kultiviert worden war, verwendet. Die theoretische exakte Masse von Prodigiosin
(C20H2sN30) betrdgt 324,20704 (Montaner & Pérez-Thomas, 2001; Song et al., 2005). In
Abbildung 3.33 ist das Ergebnis der massenspektrometrischen Analyse dargestellt. Mittels
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ESI-MS wurde Prodigiosin mit einem Molekulargewicht von 324,20710 Da nachgewiesen.
Die Genauigkeit der Messung betrug 1ppm + 0,32 kDa.

P. putida::1.>PIG<R

FEELLAE

Fipkainag ADinodaros

R Fs AR a0 X4 2 Hd 4 3246 3248 250 1252 1254 J2p 6 PR
Cd

3.33: Ergebnis der ESI-Massenspektrometrie zum Nachweis der Prodigiosin-Synthese in dem heterologen
Bakterienstamm P. putida. Fiir die massenspektrometrische Analyse wurde der Stamm P. putida::L>PIG<R GiN
bei 30°C inkubiert. Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG wurde die Expression aller Gene des pig-Klusters
induziert. Prodigiosin wurde aus der Kultur mit acidifiziertem Ethanol (4% 1M Essisgséure) extrahiert. Die
massenspektrometrische Analyse des Extraktes wurde mit einem Massenspektrometer LTQ FS Ultra (Thermo
Fisher) durchgefiihrt

Um die Prodigiosin-Synthese in den verschiedenen P. putida-Expressionsstimmen mit der
Prodigiosin-Produktion in dem natiirlichen Produzenten S. marcescens vergleichen zu
konnen, wurde die relative Prodigiosin-Konzentration pro Zelle mit folgender Formel
bestimmt: ([Asz4 / O.D.sgo] x 50) (2.22). Die P. putida-Expressionsstimme wurden wie
beschrieben angezogen. Als Kontrollen dienten der P. putida Wildtyp, die
Expressionsstimme mit dem Leervektor pMLS und uninduzierte Kulturen. In S. marcescens
wurde eine relative Prodigiosin-Konzentration von 1,7 pro Zelle nachgewiesen, wihrend der
P. putida Wildtyp wie erwartet keine Prodigiosin-Produktion aufwies (Abb. 3.34). Im
Gegensatz zu vorhergegangenen Analysen, u. a. der RT-PCR und der Messung von

Absorptionsspektren, wurde in den P. putida-Expressionsstimmen P. putida::R>PIG<L und
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P. putida::1.>PIG<R ohne das Plasmid pML5-T7 eine geringe Expression von Prodigiosin
festgestellt. Es wurde eine relative Prodigiosin-Konzentration von maximal 0,8 pro Zelle
nachgewiesen (Abb. 3.34). Aufgrund der nur sehr geringen Prodigiosin-Produktion in diesen
Stimmen waren sowohl die Transkription der pig-Gene als auch die Synthese von Prodigiosin
mittels RT-PCR und Absorptionsspektren nicht nachweisbar.

Der heterologe Wirt P. putida::R>PIG<L, der mit Plasmid pML5-T7 transformiert worden
war, zeigte nach der Induktion der T7 RNA-Polymerase einen deutlichen Anstieg der
relativen Prodigiosin-Konzentration. Im Vergleich zu den uninduzierten Kulturen wurde die
Prodigiosin-Produktion 3,5-fach erhoht. Mit Hilfe des IVAC-Expressionssystem konnte, mit
einer relativen Prodigiosin-Konzentration von 2,2 pro Zelle, die Synthese von Prodigiosin im
Vergleich zum natiirlichen Produktionsstamm S. marcescens um den Faktor 1,3 gesteigert
werden (Abb. 3.34).

Die entgegengesetzte Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem pig-Kluster fiihrte zu
abweichenden Ergebnissen. Ohne die Zugabe des Induktors IPTG wurde bereits eine
Prodigiosin-Konzentration von 5,0 erreicht. Das entspricht einer 2,9-fachen Steigerung der
Prodigiosin-Produktion im Vergleich zu dem natiirlichen Produzenten S. marcescens.
Entsprechend fritheren Untersuchungen fiihrte die Zugabe von IPTG zu einer verminderten
Produktion des Zielproteins. Es wurde nur eine Prodigiosin-Konzentration von 4,2
nachgewiesen. Somit wurde durch die Induktion die Synthese von Prodigiosin im Vergleich
zu den uninduzierten Kulturen um 16% reduziert. Im Vergleich zu S. marcescens konnte
jedoch auch unter induzierten Bedingungen eine Zunahme der Produktion erreicht werden.
Die Prodigiosin-Produktion wurde im Vergleich zu dem natiirlichen Produzenten um den
Faktor 2,4 erhoht.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass mit dem IVAC-Expressionssystem
Prodigiosin erfolgreich in verschiedenen Gram-negativen Bakterienstimmen synthetisiert
werden konnte. Abhingig von dem heterologen Bakterienstamm wurden unterschiedliche
Ergebnisse erzielt: (a) in dem heterologen Wirt R. capsulatus konnte nur die Transkription
aller Gene des pig-Klusters nachgewiesen werden, die Synthese von Prodigiosin jedoch nicht,
(b) mit E. coli als heterologem Bakterienstamm konnte Prodigiosin, abhidngig von der
Orientierung der IVAC-Kassetten, erfolgreich hergestellt werden und (¢) in P. putida fiihrten
beide Orientierungen der IVAC-Kassetten zu dem pig-Kluster zu einer erfolgreichen
Prodigiosin-Synthese. Die hdchste Prodigiosin-Konzentration wurde mit E. coli erzielt. Im
Vergleich zu der maximalen Prodigiosin-Ausbeute in P. putida wurde eine dreifache

Erhohung der Prodigiosin-Konzentration in E. coli beobachtet.
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Diese Ergebnisse belegen, dass sich verschiedene Bakterienstimmen unterschiedlich gut fiir
die heterologe Synthese eines bestimmten Zielproteins eignen. Um eine mdglichst hohe
Ausbeute des gewiinschten Produktes zu erhalten, ist es somit sinnvoll, die Expression von
Genen in verschiedenen Wirtsstimmen durchzufiihren. Das neue IVAC-Expressionssystem
gewihrleistet die unkomplizierte Integration und funktionelle Expression zahlreicher Gene in

verschiedenen Bakterienstimmen.

[ ] - T7 Polymerase

|:| + T7 Polymerase, uninduziert

B + T7 Polymerase, induziert

relative Prodigiosin-Konzentration
[A534/0.D.gg0]x50

. Hn' &

Sm wt

P.putida::R>PIG<L P. putida::L>PIG<R

Abb. 3.34: Vergleich der relativen Prodigiosin-Produktion in S. marcescens (Sm) mit der Produktion von
Prodigiosin in dem heterologen Wirt P. putida. Fiir die Bestimmung der relativen Prodigiosin-Produktion
wurde S. marcescens (Sm) und die heterologen Bakterienstimme P. putida::R>PIG<L und P. putida::L>PIG<R
N bei 30°C angezogen. Durch die Zugabe von 0,5 mM IPTG wurde die Expression der pig-Gene induziert (+
T7 Polymerase, induziert). Als Kontrollen dienten der P. putida Wildtypstamm KT2440 (wt) sowie die P.
putida-Expressionsstimme, die ohne Induktion der Expression der Zielgene angezogen wurden (+ T7
Polymerase, uninduziert) bzw. ohne das Plasmid pML5-T7 vorlagen (- T7 Polymerase). Mit acidifiziertem
Ethanol (4 % 1M HCI) wurde Prodigiosin aus den Zellen extrahiert. Die Absorption des Uberstandes wurde bei
534 nm gemesssen und die Prodigiosin-Konzentration mit folgender Formel bestimmt: [As34/ODsgg] x 50. Die
Daten repréasentieren Mittelwerte aus drei unabhéngigen Messungen.

Mit dem IVAC-Expressionssystem konnte Prodigiosin erfolgreich in dem heterologen
Wirtsstamm P. putida synthetisiert werden. Die Biosynthese von Prodigiosin wurde mittels
RT-PCR, Absorptionsmessungen und Massenspektrometrie bestdtigt und iibertraf die

Produktion von Prodigiosin in dem natiirlichen Produktionsstamm S. marcescens.
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4. Diskussion

4.1 Das IVAC-Expressionssystem

Das Ziel des IVAC-Expressionssystems ist, eine unkomplizierte Methode im Umgang mit
komplexen Genklustern zu etablieren und so die heterologe Expression aller Gene eines
Klusters in einem beliebigen Gram-negativen Bakterienstamm zu erreichen. Basierend auf
den Erfahrungen, die mit anderen Expressionssystemen gesammelt wurden, wurde das IVAC-

Expressionssystem konstruiert.

4.1.1 Die Integration der IVAC-Kassetten neben einem Genkluster

Aufgrund des komplexen Aufbaus groler Genkluster und der sich hdufig wiederholenden
Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen in langen Genabschnitten ist die
molekulargenetische Handhabung von Genklustern erschwert (Fu et al., 2008). So ist auch die
Integration der IVAC-Kassetten neben einem zu exprimierenden Genkluster durch gezielte
Restriktion und Ligation hdufig nicht moglich. Stattdessen konnen die IVAC-Kassetten durch
homologe Rekombination neben dem Genkluster inseriert werden. Die Methode der
homologen Rekombination ist der alternative Weg zu Restriktion mit anschlieBender
Ligation. Mittels PCR werden die fiir die homologe Rekombination benétigten homologen
Sequenzen an die [IVAC-Kassetten angefiigt und die IVAC-Kassetten darauthin neben dem zu
exprimierenden Genkluster sequenzspezifisch integriert. Mit der homologen Rekombination
wird die Integration der IVAC-Kassetten unabhingig von Restriktionsschnittstellen und damit
auch unabhingig von der Lénge des zu flankierenden Genklusters.

Ein anderes Expressionssystem, das auch die homologe Rekombination nutzt, um
rekombinante DNA zu generieren, ist das Univektor-Plasmid-Fusion-System (UPS). Das UPS
bedient sich der homologen Rekombination, um die Fusion zweier Plasmide zu katalysieren.
Bei den Plasmiden handelt es sich um einen Univektor, der Gene von Interesse enthilt, und
einen Wirtsvektor, der regulatorische Elemente trdgt. Durch die Fusion der beiden Plasmide
mittels homologer Rekombination konnen die Gene aus dem Univektor unter die Kontrolle
neuer regulatorischer Elemente gestellt werden (Abb. 4.1; Liu et al., 1998; Shigaki et al.,
2005). Im Gegensatz zu dem IVAC-Expressionssystem ist die Ubertragung der Gene in einen

heterologen Bakterienstamm bei dem UPS aber nicht gewihrleistet.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Univektor-Plasmid-Fusion-Systems (UPS). Die Rekombinase Cre
katalysiert die sequenzspezifische Rekombination zwischen den /oxP-Sequenzen der beiden Vektoren. Die
Rekombination fiihrt zu einer Fusion der beiden Plasmide. Das zu exprimierende Gen (rot) kann so unter die
Kontrolle neuer regulatorischer Elemente gestellt werden. Km® = Kanamycinresistenz; Amp® =
Ampicillinresistenz; ori = origin of replication; P = Promotor.

4.1.2 Mobilisierung des von den IVAC-Kassetten flankierten Genklusters bei einer

Konjugation

Nach der Markierung der zu exprimierenden Gene durch die IVAC-Kassetten wird der neue
Expressionsvektor, in dem der Genkluster und die IVAC-Kassetten geminsam vorliegen, in
einen beliebigen Gram-negativen Bakterienstamm durch Konjugation iibertragen. Ein
Bestandteil der L-IVAC-Kassette ist der origin of transfer (oriT), der den Transfer des zu
exprimierenden Genklusters zusammen mit den IVAC-Kassetten in den neuen
Expressionsstamm durch Konjugation ermdglicht. Die fra-Gene, die fiir die weiteren
Komponenten der Konjugation kodieren, liegen in der chromosomalen DNA des
Donorstammes. Fiir die Ubertragung des Vektors wurde die Methode der Konjugation
gewdhlt, da im Gegensatz zur Transformation eine hohere Ausbeute erzielt werden kann.

Ein Beispiel fiir ein Expressionssystem, das auch mittels Konjugation Gene in einen neuen
Wirtsstamm tiibertragt, ist ein auf Minitransposons basierendes Expressionssystem. Zur
heterologen Produktion der Hydrogenase aus Rhizobium leguminosarum in alternativen
Rhizobien-Stimmen wurde dieses Expressionssystem entwickelt (Béascones et al., 2000).

Dafiir wurde zundchst der vollstindige Hydrogenase-Genkluster aus R. leguminosarum, das

106



4. Diskussion

aus insgesamt 18 Genen besteht, in einen Vektor kloniert (Hidalgo et al., 1990). Fiir den
Transfer des Genklusters in einen anderen Rhizobium-Stamm wurde in dem Vektor eine oriT-
Region integriert, welche die Ubertragung des Klusters in den Rezipienten durch Konjugation
gewihrleistet. Die tra-Gene sind dagegen in der chromosomalen DNA des Donorstammes
lokalisiert. Zusitzlich enthielt der Vektor Transposon-Elemente und wurde deshalb als
Minitransposon bezeichnet. Die Aufteilung der fiir die Konjugation notwendigen Elemente
auf die chromosomale DNA des Donorstammes und das zu transferierende Plasmid
ermoglichten eine erfolgreiche Ubertragung des Hydrogenase-Klusters in  den
Rezipientenstamm durch Konjugation. Fiir das [VAC-Expressionssystem wurde der gleiche
Aufbau gewéhlt: die fra-Gene befinden sich in der chromosomalen DNA des Donorstammes,
der oriT in dem zu transferierenden Plasmid. Im Gegensatz zu dem Minitransposon ist das
IVAC-Expressionssystem jedoch fiir beliebige Gram-negative Bakterienstimme und nicht nur

flir Rhizobium geeignet.

4.1.3 Transfer des Genklusters in die chromosomale DNA des Rezipientenstammes

durch Transposition

Um den von den IVAC-Kassetten flankierte Genkluster stabil in dem neuen heterologen
Expressionsstamm zu etablieren, wird der Kluster durch Transposition in die chromosomale
DNA des Wirtsstammes integriert. Fiir den Prozess der Transposition werden nur die
Transposase, die den Prozess der Transposition katalysiert, und die spezifischen
Erkennungssequenzen der Transposase, die das zu transferierende Gen flankieren und als
Bindestellen fiir die Transposase dienen, bendtigt (De Lorenzo et al., 1990; Béascones ef al.,
2000; Reznikoff, 2008). Sowohl das Gen tnp, das fiir die Transposase kodiert, als auch die
spezifischen Erkennungssequenzen der Transposase sind Bestandteile der [VAC-Kassetten.

Der Transfer eines Genklusters aus dem Klonierungsvektor in die chromosomale DNA des
heterologen Bakterienstammes durch Transposition beinhaltet zwei Vorteile: (a) Die
Stabilitit, mit der die Gene in der Zelle vorliegen, wird erhoht. Besonders grof3e Vektoren nur
liegen unstabil in der Zelle vor und konnen ohne Selektionsdruck schnell verloren gehen
(Herrero et al., 1990; Kent et al., 1998). (b) Durch die Ubertragung des Genklusters in die
chromosomale DNA des neuen Wirtsstammes wird zusétzlich das Problem iiberwunden, dass
sich Expressionsvektoren in der Regel nur in einer begrenzten Gruppe nahe verwandter
Bakterienstimme replizieren lassen (narrow-range Vektoren). Der Transfer des Genklusters

in das Genom gewdéhrleistet die Replikation der Gene in jedem beliebigen Expressionsstamm.
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Fiir die Integration der Gene in die chromosomale DNA des heterologen Wirtes wurde der
Mechanismus der Transposition gewdhlt, da andere Methoden, z. B. die homologe
Rekombination oder random recombination, weniger effizient als Transposition sind (Fu et
al., 2008). Zusitzlich ist der Prozess der Transposition unabhéngig von der Grofle des zu
transferierenden Genklusters. Mit artifiziellen Transposons war es bereits moglich,
Genkluster mit einer Grofe von 86 kb erfolgreich zu iibertragen (Basu ef al., 2005).

Auch andere Expressionssysteme nutzen Transposition, um wirtsfremde Gene stabil im
Genom eines heterologen Bakterienstammes zu integrieren. So wurde z. B. der Epothilon-
Genkluster (epo) aus dem Myxobakterium Sorangium cellulosum durch Transposition in die
chromosomale DNA des neuen heterologen Wirtsstammes Myxococcus xanthus integriert (Fu
et al., 2008). Der epo-Genkluster besitzt eine Grofle von 58 kb (Molnar ef al., 2000; Tang et
al., 2000). Mittels Red/ET-Rekombination wurde zunéchst der vollstindige Kluster in einem
Plasmid integriert. Durch weitere Red/ET-Rekombinations-Schritte wurden zusétzlich ein
wirtsspezifischer Promotor, ein origin of transfer, Transpositions-Elemente und ein
Selektionsmarker eingefiigt. Das konstruierte Plasmid wurde in den heterologen
Bakterienstamm M. xanthus durch Konjugation iibertragen, mittels Transposition in die
chromosomale DNA inseriert und schlieBlich erfolgreich exprimiert. Im Gegensatz zu dem
IVAC-Expressionssystem sind hier jedoch zahlreiche Rekombinations-Schritte notwendig,
um den vollstidndigen Vektor zu erhalten. Die IVAC-Kassetten konnen dagegen in nur einem
Schritt durch homologe Rekombination in dem Vektor, in dem der zu exprimierende
Genkluster lokalisiert ist, integriert werden. Zusitzlich konnen die Gene eines Genklusters
mit Hilfe des IVAC-Expressionssystems in einem breiten Wirtsspektrum exprimiert werden.
Durch die Integration eines wirtsspezifischen Promotors konnten die Gene des Epothilon-
Genklusters nur in M. xanthus exprimiert werden. Um die Expression der epo-Gene auch in
dem heterologen Bakterienstamm P. putida zu erreichen, musste der Promotor durch weitere

Rekombinationsschritte wieder ausgetauscht werden (Fu et al., 2008).
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4.1.4 Die T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression des Genklusters

Um schlieBlich die Expression aller Gene in jedem beliebigen Expressionsstamm zu
erreichen, wurde in beiden IVAC-Kassetten je ein T7 RNA-Polymerase-abhéngiger Promotor
integriert. Die IVAC-Kassetten werden so zu den zu exprimierenden Genen angeordnet, dass
die T7-Promotoren gegensitzlich orientiert sind und die Expression aller Gene, unabhingig
von ihrer Transkriptionsrichtung, erlauben. Da die T7 RNA-Polymerase aus nur einer
Untereinheit besteht, keine zusdtzlichen Kofaktoren benétigt und eine hohe Prozessivitit
aufweist, wird die T7 RNA-Polymerase in Expressionssystemen haufig eingesetzt (Studier &
Moftatt, 1986; Terpe, 2006).

So wurde z. B. ein T7-Expressionssystem fiir das Bakterium Pseudomonas aeruginosa
entwickelt (Brunschwig & Darzins, 1992). Durch Transposition wurde zunidchst das T7 RNA-
Polymerase-Gen, unter Kontrolle des lacUV-Promotors, stabil in das Genom von P.
aeruginosa integriert. Das ebenfalls in dem Chromosom integrierte Gen fiir den lacI’-
Repressor verhindert im nicht-induzierten Zustand die Bildung der T7 RNA-Polymerase.
Durch die Zugabe von IPTG wird die Synthese der T7 RNA-Polymerase induziert. Um die T7
RNA-Polymerase-abhédngige Expression von Genen in P. aeruginosa zu ermdglichen, wurden
zusdtzlich broad-host-range Vektoren, bestehend aus einer multiple-cloning-site (MCS),
einem T7 RNA-Polymerase-abhingigen Promotor und T7-Transkriptionsterminatoren,
konstruiert. Es konnte u. a. am Beispiel der Lipase gezeigt werden, dass mit diesem T7-

Expressionssystem hohe Proteinausbeuten erzielt werden konnen (Schneidinger, 1997).

Die in den Abschnitten 4.1.1 bis 4.1.4 beschriebenen Expressionssysteme werden in der
Abbildung 4.2 schematisch dargestellt. Durch das Univektor-Plasmid-Fusion-System wurde
eine Methode entwickelt, mit der die schnelle Konstruktion von Plasmiden moglich wird
(4.2a). Die Ubertragung der rekombinanten Plasmide in heterologe Bakterienstimme ist
jedoch nicht gewihrleistet. Die Expressionssysteme, die filir die heterologe Produktion der
Hydrogenase (4.2b) und von Epothilon (4.2c) entwickelt wurden, und das T7-
Expressionssystem in P. aeruginosa (4.2d) eignen sich jeweils nur fiir einen spezifischen
heterologen Wirtsstamm. Im Gegensatz zu den genannten Expressionssystemen wurde das
IVAC-Expressionssystem konstruiert, um die koordinierte Expression zahlreicher Gene eines
Klusters, unabhéngig von ihrer Transkriptionsrichtung und natiirlichen Promotoren, in einem
breiten Wirtsspektrum zu ermoglichen (4.2e). Im Folgenden werden die Ergebnisse, die im

Rahmen dieser Doktorarbeit mit dem IVAC-Expressionssystem erzielt wurden, diskutiert.
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Abb. 4.2: Schematische Ubersicht iiber fiinf Expressionssysteme. (a) Das UPS bedient sich der homologen
Rekombination, um die Fusion zweier Plasmide zu katalysieren. Dadurch wird eine schnelle Konstruktion neuer
Plasmide erreicht, die Ubertragung der Plasmide in den neuen Wirt ist jedoch nicht gewihrleistet. (b) Bei dem
auf Minitransposons basierenden Expressionssystem liegt der Hydrogenase-Genkluster auf einem Plasmid vor.
Der Transfer in andere Rhizobien-Stimme erfolgt durch Konjugation, die Integration in die chromosomale DNA
durch Transposition. (¢) Durch die Integration eines Promotors und von Transposon-Elementen in den Vektor, in
dem der vollstindige Epothilon-Kluster vorlag, konnten die epo-Gene durch Konjugation und Transposition in
das Genom von M. xanthus iibertragen werden. (d) Durch die Konstruktion eines T7-Expressionssystems in P.
aeruginosa konnen Gene abhédngig von der T7 RNA-Polymerase exprimiert werden. (d) Mit Hilfe des neuen
IVAC-Systems wird es erstmals moglich (1.) groBe Genkluster durch die Integration der IVAC-Kassetten zu
markieren, (2.) den markierten Abschnitt mittels Konjugation in einen beliebigen Gram-negativen
Bakterienstamm zu iibertragen, (3.) durch Transposition stabil in das Genom des neuen Wirtes zu integrieren und
(4.) alle Gene des Klusters, unabhéngig von ihrer Anzahl und Orientierung, zu exprimieren.
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4.2 Die T7 RNA-Polymerase-abhingige Transkription von Genen eines komplexen

Genklusters

Die virale T7 RNA-Polymerase wurde u. a. aufgrund ihrer hohen Prozessivitdt als RNA-
Polymerase fiir das IVAC-Expressionssystem ausgewdhlt (Studier & Moffatt, 1986; Terpe,
2006). Ein weiterer Grund war, dass sich die Strukturen der viralen und bakteriellen
Transkriptionsterminatoren voneinander unterscheiden (Lyakhov ef al., 1998), so dass
vermutet wurde, dass die T7 RNA-Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren nicht
erkennt und auch komplexe Genregionen, die in Operons unterteilt sind, vollstindig
transkribieren kann.

Am Beispiel des Hydrogenase-Genklusters aus R. capsulatus wurde tberpriift, ob die T7
RNA-Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren ignoriert und sich somit fiir die
funktionelle Expression komplexer Genkluster eignet. Der Hydrogenase-Genkluster besteht
aus insgesamt 19 hup- und hyp-Genen, ist in fiinf Operons unterteilt und enthilt drei
Transkriptionsterminatoren (Abb. 1.8). Da alle Gene des Klusters in einer Leserichtung
vorliegen, der Kluster komplett sequenziert ist (Leclerc ef al., 1988) und die Hydrogenase-
Aktivitdt mit einem etablierten Test nachgewiesen werden kann, ist der Hydrogenase-
Genkluster das ideale Beispiel, um die Eigenschaften der T7 RNA-Polymerase zu iiberpriifen.
Die Hydrogenase katalysiert die reversible Reaktion H, <> 2H" + 2¢’. Wasserstoff gilt als
umweltfreundliche Energiequelle der Zukunft und somit ist die Expression der Hydrogenase
auch fiir die Biotechnologie von Interesse (Mealli & Rauchfuss, 2007; Aceves-Lara et al.,
2008).

Um die T7 RNA-Polymerase-abhéngige Expression der Hydrogenase-Gene zu erreichen,
wurde eine Kassette erzeugt, die einen T7-Promotor und als Selektionsmarker eine
Spectinomycin-Resistenz enthdlt. Vor dem T7-Promotor wurde zusitzlich eine bakterielle
Transkriptionstermination integriert, um die Transkription der Gene des Hydrogenase-
Genklusters durch zusétzliche Promotoren, die in der genomischen DNA von R. capsulatus
vor dem hup-Kluster lokalisiert sind, zu verhindern. Die Kassette wurde durch homologe
Rekombination in das Gen hupV, dessen Genprodukt Bestandteil der Sensor-Hydrogenase
HupUYV ist, integriert (Drepper et al., 2005). Als Kontrolle wurde zusitzlich ein R.
capsulatus-Stamm erzeugt, der anstatt des T7-Promotors den bakteriellen Promotor Paphll
enthalt.

Mittels RT-PCR und Hydrogenase-Aktivititstest wurde die Expression der Hydrogenase-

Gene in den verschiedenen R. capsulatus-Stimmen untersucht. Die Inaktivierung der Sensor-
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Hydrogenase HupUV durch die Integration der zusitzlichen Promotoren in das Gen hupl
fiihrte zu einer verminderten Transkription und funktionellen Expression der hup-Gene. Die
Sensor-Hydrogenase HupUYV besitzt die Fahigkeit H, zu binden und ist durch die Interaktion
mit dem Zwei-Komponenten-System HupT/HupR direkt an der Regulation der Transkription
der uptake-Hydrogenase beteiligt, aber nicht fiir ihre funktionelle Synthese notwendig
(Dischert et al., 1999). Durch die Deletion des Gens huplV wurde diese Regulation
ausgeschaltet, was zu einer verminderten Expression der Gene des Hydrogenase-Genklusters
fiihrte.

Abhingig von der T7 RNA-Polymerase konnten jedoch sowohl ein starker Anstieg der
Transkription aller Gene des Hydrogenase-Klusters als auch eine gesteigerte Hydrogenase-
Aktivitit erzielt werden. Diese Ergebnisse belegen, dass die T7 RNA-Polymerase bakterielle
Transkriptionsterminatoren nicht erkennt und alle Gene eines Klusters, unabhingig von ihrer
Anzahl und von Transkriptionsterminatoren, transkribieren kann. Die Vermutung, dass die T7
RNA-Polymerase ein langes Transkript aller Gene synthetisiert, das zu einer gleichmifBigen
Uberexpression aller Gene des Klusters fiihrt, wurde nicht bestitigt. Die Ergebnisse der RT-
PCR zeigen, dass die Transkript-Konzentrationen der einzelnen Gene des Hydrogenase-
Klusters deutlich voneinander abweichen. Die von der T7 RNA-Polymerase gebildete mRNA
wird wahrscheinlich wie das Wildtyp-Transkript durch Endonukleasen prozessiert (Kennell,

2002).
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4.3 Die IVAC-vermittelte Transkription von Genen mit Hilfe der T7 RNA-Polymerase

Nachdem erfolgreich bestétigt werden konnte, dass die T7 RNA-Polymerase bakterielle
Transkriptionsterminatoren nicht erkennt und sich somit fiir die Uberexpression zahlreicher
Gene eines Genklusters eignet, wurde das [VAC-Expressionssystem konstruiert.

Um die Expression aller Gene eines Genklusters mit dem IVAC-Expressionssystem zu
gewihrleisten, wurde in beiden IVAC-Kassetten je ein T7 RNA-Polymerase-abhéngiger
Promotor integriert. Der T7-Promotor der R-IVAC-Kassette wird zusétzlich durch einen /ac-
Operator kontrolliert. Es wurde zunédchst untersucht, ob (a) die T7-Promotoren der IVAC-
Kassetten funktionell sind und (b) der zusitzliche /ac-Operator in der R-IVAC-Kassette einen
Einfluss auf die Promotorstirke des T7-Promotors hat. Diese Fragestellungen wurden mit
Hilfe des Reportergens gfp untersucht (3.3.1). Dafiir wurden die L- und R-IVAC-Kassetten
jeweils in den Vektor pSWGFP, der das promotorlose Gen gfp enthilt, kloniert und E. coli
BL21(DE3) mit den konstruierten Plasmiden transformiert. Mittels RT-PCR und
Fluoreszenzmessungen konnte dargestellt werden, dass (a) nach der Zugabe von IPTG zur
Induktion der T7-RNA-Polymerase sowohl mehr Transkript von gfp als auch mehr
funktionelles Protein GFP vorhanden ist und (b) durch beide T7-Promotoren verhiltnisméafBig
gleich viel Transkript bzw. funktionelles Protein GFP gebildet wurde. Diese Ergebnisse
belegen, dass die T7 RNA-Polmerase Promotoren beider IVAC-Kassetten funktionell und
induzierbar sind und der /ac-Operator keinen entscheidenden Einfluss auf die Promotorstérke
des T7-Promotors in der R-IVAC-Kassette hat.

Um die Expression aller Gene unabhingig von der Leserichtung zu gewéhrleisten, werden die
T7-Promotoren der IVAC-Kassetten zueinander gegensitzlich angeordnet. Aufgrund der
entgegengesetzt transkribierenden T7 RNA-Polymerasen bestanden die Moglichkeiten, dass
(a) die Polymerasen sich bei der Transkription gegenseitig behindern und die Transkription
der Zielgene so reduziert wird und/oder (b) die gebildete Antisense-RNA mit dem
komplementiren Transkript hybridisiert, so dass die Translation des Zielproteins verhindert
wird. Der Mechanismus, dass komplementdre RNA-Molekiile miteinander hybridisieren und
dadurch die Translation des Transkripts verhindern, wird als RNA-Silencing bezeichnet (Fire
et al., 1998; Hamilton & Baulcombe, 1999; Elbashir et al., 2001; Groenenboom et al., 2005).
Die Synthese von Antisense-RNA stellt eine natiirliche Methode zur Genregulation dar und
ist eine etablierte Methode in der Gentechnik, um Gene gezielt auszuschalten (Sanders &
Hiatt, 2005; Patzel et al., 2006). Neben dem Einsatz in der Biotechnologie wird die Synthese

von Antisense-RNA auch in der Medizin und Pharmakologie verwendet. Ein Medikament,
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das auf der Antisense-Technik beruht, ist das Virostatikum Formivirsen. Formivirsen wird zur
Behandlung gegen das Cytomegalievirus bei Immundefizienz eingesetzt (Anderson et al.,
1996).

Um zu iiberpriifen, ob mit den entgegengesetzt transkribierenden T7 RNA-Polymerasen die
Expression eines Zielgens moglich wird, wurde das Gen gfp zwischen beide IVAC-Kassetten
kloniert. Mit einer RT-PCR konnte nachgewiesen werden, dass im Vergleich zu einer
Uberexpression mit nur einer T7 RNA-Polymerase durch die entgegengesetzt
transkribierenden Polymerasen die Transkription des Gens gfp vermindert wird. Dieses
Ergebnis weist darauf hin, dass die Polymerasen sich gegenseitig bei der Transkription
behindern und dadurch die Transkriptionseffizienz herabsetzen. Im Vergleich zu der
Expression mit nur einer T7 RNA-Polymerase wurde eine Abnahme der gfp-
Transkriptkonzentration von 21 % (pR>GFP<L) bzw. 92,5 % (pL>GFP<R) beobachtet.

Mit der Messung von Absorptionsspektren wurde die funktionelle Expression von GFP
untersucht, um zu tberpriifen, ob durch die Hybridisierung der komplementiren RNA-
Molekiile zusitzlich die Translation behindert wird. Uberraschenderweise wurde jedoch auch
nur eine Abnahme der funktionellen Expression von gfp von 23 % (pR>GFP<L) und 91,4
(pL>GFP<R) beobachtet.

Diese Ergebnisse lassen die Aussage zu, dass durch die wechselseitige Behinderung der T7
RNA-Polymerasen die Transkription des Zielgens zwar vermindert, doch nicht verhindert
wird. Die IVAC-vermittelte T7 RNA-Polymerase-abhingige Expression des Gens gfp war
erfolgreich. Eine Hybridisierung von Antisense- und Sense-RNA, die zu einer zusitzlichen
Behinderung der Translation fiihren wiirde, findet nicht statt. Im Vergleich zu der Expression
mit nur einer T7 RNA-Polymerase wurde die funktionelle Expression nach der Transkription

nicht zusitzlich vermindert.
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4.4 Die IVAC-vermittelte Integration und heterologe Expression von Genen eines

Genklusters

Nachdem die Fahigkeit der T7 RNA-Polymerase zur Transkription von langen Genklustern
und die einzelnen Funktionen der Komponenten der IVAC-Kassetten erfolgreich
nachgewiesen werden konnten, wurde das IVAC-Expressionssystem anhand verschiedener
Genkluster getestet. Fiir die Analyse des IVAC-Expressionssystem wurden das /ac-Operon
aus E. coli, der Prodigiosin-Genkluster aus S. marcescens und der Zeaxanthin-Genkluster aus

Pantoea ananatis 1V AC-abhéngig exprimiert.

4.4.1 Die heterologe Expression der Gene des lac-Operons in den heterologen

Bakterienstimmen P. putida und R. capsulatus

Das lac-Operon aus E. coli besteht aus den drei Genen lacZ, lacY und lacA. Das Gen lacZ
kodiert fiir die B-Galaktosidase, die Laktose in die Monosaccharide Galaktose und Glukose
spaltet. Um den Fragen nachzugehen, ob (a) das IVAC-Expressionssystem grundsitzlich
funktioniert, (b) alle Gene, unabhingig von ihrer Orientierung, transkribiert werden konnen,
(c) der Integrationsort des rekombinanten IVAC-Transposons einen Einfluss auf die
Expression der Zielgene hat und (d) die Orientierung der IVAC-Kassetten zu den zu
exprimierenden Genen eine Auswirkung auf die Synthese des Zielproteins hat, wurde das lac-
Operons in den heterologen Bakterienstimmen P. putida und R. capsulatus mit dem IVAC-
Expressionssystem exprimiert. Es wurde das /ac-Operon ausgesucht, da die Sequenzen aller
Gene des lac-Operons bekannt sind, der Kluster aus nur drei Genen besteht und somit
molekulargenetisch gut hanhabbar ist und ein Aktivitétstest fiir die B-Galaktosidase etabliert
ist (Madigan et al., 2001).

Das lac-Operon aus E. coli wurde durch eine gezielte Klonierung mit den IVAC-Kassetten
flankiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass die IVAC-Kassetten das lac-Operon sowohl
durch Konjugation in die neuen heterologen Bakterienstimme P. putida und R. capsulatus
tibertragen als auch durch Transposition in die chromosomale DNA der Wirte erfolgreich
integrieren konnen. Durch Selektion auf das Antibiotikum Gentamycin wurde die
Transposition bestdtigt. Im Vergleich zu dem natiirlichen Transposon Tn5 (Naumann &
Reznikoff, 2002) war die [IVAC-vermittelte Transposition sehr erfolgreich.

Die T7 RNA-Polymerase-abhiangige Transkription der Gene des /ac-Operons wurde in beiden

heterologen Bakterienstimmen mit einer RT-PCR {iberpriift. Durch den Einsatz von
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spezifischen Primern in der reversen Transkription, die an das Transkript bzw. an die
Antisense-RNA der Gene des /ac-Operons binden, konnte nachgewiesen werden, dass mit der
IVAC-vermittelten Transkription sowohl vermehrt Trankript als auch Antisense-RNA der
Gene entsteht. Mit den [IVAC-Kassetten konnen somit alle Gene eines Klusters, unabhingig
von ihrer Orientierung, transkribiert werden.

Das IVAC-Transposon basiert auf dem Tn5-Transposon, das iiber den ,,cut and paste*-
Mechanismus in die chromosomale DNA integriert (Reznikoff ez al., 1999). Im Gegensatz zu
dem Tn7-Transposon inseriert das Tn5-Transposon in beliebige Stellen in der chromosomalen
DNA und benétigt keine spezifischen Sequenzen fiir eine erfolgreiche Transposition
(Kuduvalli et al., 2005; Parks & Peters, 2007). Dadurch fiihrt die Transposition mit dem Tn5-
Transposon hédufiger zum Erfolg als mit dem Tn7-Transposon. Durch die Transposition des
von den IVAC-Kassetten flankierten Genklusters in die chromosomale DNA des Rezipienten
entstehen verschiedene Expressionsstimme, die sich voneinander durch den Integrationsort
des IVAC-Transposons unterscheiden. Um zu untersuchen, ob der Ort der Integration einen
Einfluss auf die Synthese des Zielproteins hat, wurden verschiedene P. putida- und R.
capsulatus-Expressionsstimme in Bezug auf die Synthese der f-Galaktosidase untersucht.

Die unterschiedlichen Integrationsorte des IVAC-Transposons fiihrten in beiden heterologen
Bakterienstimmen zu abweichenden [-Galaktosidase-Produktionen. Abhdngig von dem
Integrationsort des IVAC-Transposons wurden in dem heterologen Bakterienstamm P. putida
B-Galaktosidase-Aktivititen zwischen 128 und 224 Miller-Units (P. putida::R>lac<L) und
zwischen 705 und 1581 Miller-Units (P. putida::L>lac<R) erreicht. In dem heterologen
Wirtsstamm R. capsulatus hatte der Ort der Integration des IVAC-Transposons einen noch
groBBeren Einfluss. Es wurden teilweise keine B-Galaktosidase-Aktivititen gemessen, in
anderen Stammen lag die Aktivitit bei 1072 Miller-Units. Der Einfluss des Integrationsortes
auf die Expression der Gene des /ac-Operons kann auf zwei Griinde zuriickgefiihrt werden:
(a) je nach Integrationsort des Transposons kénnen Promotoren, die in der chromosomalen
DNA des heterologen Wirtes lokalisiert sind, zu einer zusdtzlichen Transkription der Gene
und somit einer Steigerung der Expression flihren und (b) durch die Integration des
Transposons in das Genom des Wirtes wird ein Gen deletiert. Je nach Funktion des
Genproduktes kann durch die Deletion des Gens eine Steigerung oder Reduktion der
Expression der Zielgene hervorgerufen werden.

Unerwartet wurde auflerdem beobachtet, dass in dem heterologen Bakterienstamm P.
putida::1L.>lac<R unter uninduzierten Bedingungen sowohl mehr Transkript der lac-Gene als

auch mehr B-Galaktosidase gebildet wurde als unter induzierten Bedingungen. Eine mdgliche
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Erklarung fiir dieses Ergebnis ist, dass auch unter uninduzierten Bedingungen der /lac-
Promotor auf dem Plasmid pML5-T7, der die Transkription des T7 RNA-Polymerase-Gens
kontrolliert, nicht vollstindig geschlossen ist und eine geringe Menge der T7 RNA-
Polymerase synthetisiert wird. Es ist bekannt, dass der /ac-Promotor auch ohne Induktion eine
basale Expression zuldsst (Terpe, 2006). Gleichzeitig wird die T7 RNA-Polymerase-
abhingige Expression der /ac-Gene von der R-IVAC-Kassette aus durch einen zusétzlichen
lac-Operator behindert (Abb. 4.3a). Unter uninduzierten Bedingungen liegt somit zwar wenig
T7 RNA-Polymerase vor, die Transkription der Gene wird jedoch, da der T7-Promotor durch
den /ac-Operator nahezu geschlossen ist, nicht durch eine gegenldufige Polymerase behindert.
Nach der Zugabe von IPTG wird mehr T7 RNA-Polymerase gebildet und der lac-Operator in
der R-IVAC-Kassette gedffnet. Wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, fithren die jetzt
gegenldufig transkribierenden T7 RNA-Polymerasen zu einer Abnahme der Transkription der

Gene (Abb. 4.3b).

A) -IPTG

—

L-IVAC) ) >{ >< |

B) +IPTG

— e —re— —> —

L-IVAC ) ) > >< |

Abb. 4.3: Schematische Darstellung der Transkription der Gene des lac-Operons in dem heterologen
Bakterienstamm P. putida unter (a) uninduzierten (- IPTG) und (b) induzierten Bedingungen (+ IPTG).
Sowohl der zu exprimierende Genkluster als auch die IVAC-Kassetten sind schematisch dargestellt. Die T7
RNA-Polymerase wird durch einen orangefarbenen Kreis symbolisiert, die T7-Promotoren durch die
orangefarbenen Blockpfeile.

Anhand der heterologen Expression der Gene des /ac-Operons in P. putida und R. capsulatus
konnten neue Erkenntnisse iiber das IVAC-Expressionssystem gewonnen werden: (a) Das

IVAC-Expressionssystem funktioniert. Es ist sowohl mdglich, alle Gene eines Klusters durch
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Konjugation und Transposition in die chromosomale DNA eines neuen Wirtsstammes zu
libertragen als auch die Gene anschlieBend mit Hilfe der T7 RNA-Polymerase zu
transkribieren. (b) Mit Hilfe des IVAC-Expressionssystems konnen alle Gene eines Klusters,
unabhingig von ihrer Orientierung, transkribiert werden. (c¢) Der Integrationsort des IVAC-
Transposons hat einen Einfluss auf die Synthese des Zielproteins. (d) Die Orientierung der
IVAC-Kassetten zu den zu exprimierenden Genen beeinflusst zusitzlich die heterologe

Expression der Gene.

4.4.2 Die heterologe Synthese von Prodigiosin

Nachdem am Beispiel des /lac-Operons gezeigt werden konnte, dass das IVAC-
Expressionssystem grundsétzlich funktionell ist, wurde der Prodigiosin-Genkluster (pig) aus
S. marcescens unter Verwendung des IVAC-Expressionssystems heterolog in E. coli, P.
putida und R. capsulatus exprimiert. Prodigiosin besitzt ein biotechnologisches
Anwendungspotenzial, da Prodigiosin u. a. fungizide, bakteriozide und immunosuppressive
Eigenschaften aufweist (Williamson et al., 2006a).

Aufgrund der Bedeutung von Prodigiosin fiir die Biotechnologie gab es bereits zahlreiche
Versuche, Prodigiosin heterolog in verschiedenen heterologen Bakterienstimmen, z. B. E.
coli, Proteus mirabilis, Erwinia carotovora und Enterobacter agglomerans, zu exprimieren
(Dauenhauer et al., 1984; Thomson et al., 2000; Harris et al., 2004). Dafiir wurde gezielt der
komplette Prodigiosin-Genkluster oder partiell verdaute chromosomale DNA von S.
marcescens in die entsprechenden Expressionsstimme tbertragen. Die Versuche blieben
jedoch meistens erfolglos. Nach der Transformation der Enterobakterien mit einem Plasmid,
auf dem der vollstindige pig-Kluster lokalisiert war, zeigten nur einige E. carotovora-
Stimme Prodigiosin-Produktion. Von 36 getesteten E. carotovora ssp. carotovora-Stimmen
wiesen 11 Stdmme keine Synthese von Prodigiosin auf, die restlichen 15 Stimme bildeten
unterschiedliche Phidnotypen aus. So wurde u. a. sowohl die Bildung konzentrischer roter
Ringe um einzelne Kolonien beobachtet als auch eine Prodigiosin-Produktion nur im Zentrum
einer Kolonie. Mit E. carotovora ssp. atroseptica als heterologem Bakterienstamm wurden
nahezu identische Ergebnisse wie in E. carotovora ssp. carotovora erzielt (Thomson et al.,
2000).

In den Enterobakterien E. coli, P. mirabilis und E. agglomerans konnte keine Prodigiosin-
Produktion erzielt werden. Dieses Ergebnis kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass in diesen

Stammen ein oder mehrere Regulatoren fiir die erfolgreiche Prodigiosin-Synthese fehlen oder
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die Promotoren des Klusters nicht erkannt werden (Wenzel & Miiller, 2005). Erst nach der
externen Zugabe der Prodigiosin-Vorstufen MAP und MBC zu E. coli-Stimmen, in denen ein
Vektor mit dem Gen pigC vorlag, konnte eine Pigmentierung der Zellen nachgewiesen
werden (Dauenhauer et al., 1984; Williamson et al., 2005). Das Genprodukt von pigC
katalysiert im letzten Schritt der Prodigiosin-Biosynthese die Kondensation von MAP und
MBC zu Prodigiosin.

Durch Konjugation und Transposition wurde der pig-Kluster zusammen mit den IVAC-
Kassetten stabil in die chromosomale DNA der Rezipienten R. capsulatus und P. putida
integriert. Die Transpositionsraten des [VAC-Transposons wichen dabei nicht entscheidend
von den Transpositionsraten des natlirlichen Transposons TnS ab. Da der origin of replication
des Vektors, in dem der pig-Kluster und die IVAC-Kassetten lokalisiert waren, von E. coli
erkannt wurde, konnte hier nicht auf ein erfolgreiches Transpositions-Ereignis selektioniert
werden. In dem heterologen Stamm E. coli lag das Plasmid somit replikativ vor.

Mit dem IVAC-Expressionssystem konnte Prodigiosin sowohl in E. coli als auch in P. putida
erfolgreich hergestellt werden (Abb. 4.4). Da in beiden IVAC-Kassetten je ein T7 RNA-
Polymerase-abhingige Promotoren lokalisiert sind, wird die Expression der Zielproteine
unabhéngig (a) von den natiirlichen Promotoren des Klusters, (b) von der natiirlichen
Regulation des Genklusters durch spezifische Transkriptionsaktivatoren, (c) von der Anzahl
und Orientierung der Gene und (d) vom Aufbau des Genklusters. Die IVAC-vermittelte
Synthese von Prodigiosin in E. coli und P. putida war so erfolgreich, dass eine hdhere
Prodigiosin-Produktion als in dem natiirlichen Produktionsstamm S. marcescens
nachgewiesen werden konnte. Wie bereits bei der heterologen Produktion der B-Galaktosidase
in P. putida beobachtet worden war (4.4.1), fithrten die unterschiedlichen Integrationsorte des
IVAC-Transposons zu abweichenden Prodigiosin-Produktionen. Zusdtzlich wurde wieder
beobachtet, dass in dem heterologen Bakterienstamm P. putida die Synthese von Prodigiosin,
ausgehend von dem T7-Promotor der L-IVAC-Kassette, unter induzierten Bedingungen im
Vergleich zu nicht-induzierten Bedingungen reduziert war. Eine mogliche Erkldrung fiir
dieses Ergebnis wird in Abschnitt 4.4.1 diskutiert.

Mit dem heterologen Wirt R. capsulatus konnte keine erfolgreiche Prodigiosin-Produktion
erzielt werden. Die T7 RNA-Polymerase abhingige Transkription des vollstindigen
Prodigiosin-Klusters wurde mit einer RT-PCR nachgewiesen, die Synthese von Prodigiosin
konnte jedoch mittels Absorptionsmessungen nicht bestdtigt werden. Zwei mogliche Griinde
fiir dieses Ergebnis sind, dass R. capsulatus entweder die fiir die Prodigiosin-Synthese

notwendigen Vorstufen nicht zur Verfiigung stellt, oder dass in den getesteten Stdmmen die
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Synthese aufgrund des Integrationsortes des IVAC-Transposons nicht stattfinden konnte. Wie
die heterologe Expression der $-Galaktosidase in R. capsulatus gezeigt hat, konnte in einigen
R. capsulatus-Stimmen aufgrund des Integrationsortes des [VAC-Transposons ebenso keine

B-Galaktosidase-Aktivitit nachgewiesen werden.

wt  -T7Pol +T7 Pol
-IPTG +IPTG
E. coli BL21(DE3) O
+pR>PIG<L
P. putida::R>PIG<L 0
P. putida::L>PIG<R ’ ’

Abb. 4.4: Ergebnis der heterologen Produktion von Prodigiosin in E. coli und P. putida. E. coli BL21(DE3)
wurde mit dem Plasmid pR>PIG<L transformiert. Der E. coli-Expressionsstamm und die Stdimme P.
putida::R>PIG<L und P. putida::L>PIG<R wurden GN bei 30° inkubiert und die Expression der T7 RNA-
Polymerase durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert.

Anhand der heterologen Expression der pig-Gene in den Bakterienstimmen E. coli, P. putida
und R. capsulatus konnte gezeigt werden, dass mit verschiedenen Expressionsstimmen
unterschiedliche Prodigiosin-Ausbeuten erzielt werden konnten. Dieses Ergebnis bestitigt,
dass es sinnvoll ist, die heterologe Synthese eines gewiinschten Produktes in verschiedenen
Expressionsstimmen durchzufithren, um eine moglichst hohe Ausbeute des Zielproteins zu

erhalten.

4.4.3 Die heterologe Synthese von Zeaxanthin

In einer im Rahmen der Dissertation betreuten Diplomarbeit wurde zusitzlich der crt-Kluster
aus Pantoea ananatis, das fiir das Carotinoid Zeaxanthin-B-D-diglucosid kodiert, in dem
heterologen Bakterienstamm P. putida 1VAC-abhingig exprimiert (Loeschcke, 2008). Als
Carotinoide wird eine groBe Gruppe von natiirlichen Farbpigmenten bezeichnet, die als
Nahrungsergidnzungsmittel oder Farbstoffe fiir Lebens- und Futtermittel eine grofle

Bedeutung fiir die Industrie haben (Mijts et al., 2005). Im menschlichen Korper haben
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Carotinoide hauptsichlich eine Schutzfunktion gegeniiber Photooxidation und sind Vorlaufer
fir die Vitamin A-Synthese (Fraser et al., 2001; Lu & Li, 2008). Pflanzen und
Mikroorganismen konnen Carotinoide de novo synthetisieren, Tiere und Menschen dagegen
nicht (Harding & Shropshire, 1980; Schmidt-Dannert, 2000). Carotinoide sind in der
iiberwiegenden Zahl Tetraterpene und aus einzelnen Isopreneinheiten aufgebaut. Zwei
Beispiele fiir Carotinoide sind Zeaxanthin und B-Carotin. Zeaxanthin kommt zusammen mit
Lutein als Pigment in der Retina vor, besonders im sogenannten Gelben Fleck, und schiitzt die
Netzhaut vor zu hoher Lichteinstrahlung (Krinsky et al., 2003). Fiir die Medizin ist
Zeaxanthin von groBler Bedeutung, da es mdglicherweise bei bestimmten Formen der
retinalen Degeneration eine schiitzende Wirkung besitzt (Meyer, 2002). B-Carotin ist eines
der héufigsten natiirlich vorkommenden Carotinoide und eine Quelle fiir Vitamin A.
AuBerdem wirkt B-Carotin als Antioxidans, indem es in der Zelle Singlett Sauerstoff abfangen
kann (Meyer, 2002).

Der crt-Kluster aus P. ananatis besteht aus den sechs Genen crtE, crtX, crtY, crtl, crtB und
crtZ und besitzt eine Gesamtlidnge von 6918 bp (Abb. 4.5; Nishizaki et al., 2007). Die crt-
Gene sind in zwei Operons angeordnet (Operon 1: crtE, X, Y, I, B; Operon 2: crtZ). Die
Genprodukte der einzelnen Gene katalysieren, u. a. iiber die Vorstufen B-Carotin und
Zeaxanthin, die Synthese von Zeaxanthin-B-D-diglucosid (Abb. 4.6a). Wird das Gen crtX
deletiert, bricht der Syntheseweg vorzeitig ab und es entsteht Zeaxanthin (4.6b). Ohne das
Enzym CrtZ entsteht 3-Carotin (4.6¢).

Im Rahmen der Diplomarbeit wurden Zeaxanthin-B-D-diglucosid, Zeaxanthin und B-Carotin
IVAC-abhingig exprimiert (Loeschcke, 2008). Dafiir wurde der gesamte crt-Kluster aus P.
ananatis 1isoliert und in den Vektor pUCI18 kloniert. Um Zeaxanthin und B-Carotin
synthetisieren zu kdnnen, wurden zwei zusdtzliche Varianten des crt-Klusters hergestellt. Fiir
die heterologe Produktion von Zeaxanthin wurde das Gen crtX deletiert, fiir die Synthese von
3-Carotin wurde das Gen crtZ entfernt. Um die verschiedenen Kluster IVAC-abhingig
exprimieren zu konnen, wurden die IVAC-Kassetten durch eine gezielte Klonierung in die

verschiedenen Vektoren transferiert (Loeschcke, 2008).

crt-Kluster aus P. ananatis
6918 bp

4_

—>
crtlk > crtX > crtY > crtl > crtB > _crtZ

Abb. 4.5: Schematische Darstellung des crt-Klusters aus P. ananatis. Der Kluster besteht aus den sechs
Genen crtE, X, Y, I, B und Z und hat eine Gesamtlédnge von 6918 bp.
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Die konstruierten Vektoren wurden mit Hilfe der IVAC-Kassetten durch Konjuagtion in den
heterologen Wirt P. putida libertragen und durch Transposition stabil in die chromosomale
DNA integriert. Die ermittelten Transpositionsraten des IVAC-Transposons unterschieden
sich nicht deutlich von der Transpositionsrate des natiirlichen Transposons TnS5. Die IVAC-
abhédngige Produktion von Zeaxantin-B-D-diglucosid, Zeaxanthin und B-Carotin in P. putida
wurde mit einer RT-PCR, der Messung von Absorptionsspektren sowie
Diinnschichtchromatographie untersucht. Mit der RT-PCR konnte gezeigt werden, dass alle
Gene der unterschiedlichen Kluster abhingig von der T7 RNA-Polymerase vollstindig
transkribiert worden waren. Dabei war die Transkription des Klusters durch die T7 RNA-
Polymerase unabhingig von der Orientierung der Gene in dem Kluster. Die erfolgreiche
heterologe Synthese von Zeaxanthin-B-D-diglucosid, Zeaxanthin und B-Carotin in P. putida
mit dem neuen IVAC-Expressionssystem konnte anhand von Absorptionsspektren und

Diinnschichtchromatographie nachgewiesen werden (Abb. 4.7).

(a) HO-BHE ®) HOPHE © H,O-PHB
FPP FPP FPP
. ‘w CHE i ‘“‘i CrE g "i cHE
Ao I~ Icrom® Wﬂzf’*@@ Wﬂzo@@
GGFP GGFPP GGFP

GGPP -w CrE GGFP -\i CrB GGPP -\* cnB

o ).fH_):rm_\:&\_(\# )_»—’_):Fm_\:(_\-(y
3 ¢Cm 2 ¢

Cril

Lycopene Lycopene Lycopene
oy ¢ cry ¢ cy
p-Carotene p-Carotene p-Carotene

J,cnz J,Crtz

f-Cryptoxanthin f-Cryptoxanthin

¢cnz ¢CHZ )
e ¢ Saaaen ae o

Zeaxanthin Zeaxanthin

Abb. 4.6: Carotinoid-Biosyntheseweg aus P. ananatis (nach: Nishizaki et al., 2007). (a) Sechs Enzyme
katalysieren die Umsetzung von FFP (Farnesyl-Pyrophosphat) zu Zeaxanthin-B8-D-diglucoside. IPP =
Isopentenyl-diphosphat, GGPP = Gernylgeranyl-pyrophosphat. (b) Durch die Deletion von crtX bricht der
Syntheseweg friihzeitig ab und es entsteht Zeaxanthin. (c) Die Deletion des Gens cr¢Z fiihrt zu der Synthese von
B-Carotin.
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c
@ P. putida (b P. putida © P. putida

S pR>Crt pL>Crt S pR>CrtAX pL>CrtAX S pR>CrtAZ pL>CrtAZ

Abb. 4.7: Nachweis der IVAC-vermittelten Carotinoid-Synthese in P. putida mittels
Diinnschichtchromatographie. (a) Unabhingig von der Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem
vollstindigen crt-Kluster, konnte die Synthese von Zeaxanthin-B-D-diglucosid nachgewiesen werden. S =
Zeaxanthin. (b) In P. putida mit dem crt-Kluster, in dem das Gen crzX deletiert worden war, war die erfolgreiche
Synthese von -Carotin nachweisbar. S = 3-Carotin. (c) Die Synthese von Zeaxanthin in P. putida mit dem crt-
Kluster ohne das Gen crtZ wurde auch mittels Diinnschichtchromatographie detektiert. S = Zeaxanthin.

Mit dem neuen IVAC-Expressionssystem konnten somit erfolgreich unterschiedliche
Genkluster in verschiedenen heterologen Bakterienstimmen exprimiert werden. Dabei war
die IVAC-vermittelte Expression unabhédngig von (a) der Anzahl der zu transkribierenden
Gene, (b) der Orientierung der einzelnen Gene in dem Kluster, (c) bakteriellen
Transkriptionsterminatoren und (d) von den natiirlichen Promotorstrukturen und der
Regulation des Klusters. Das Ziel, mit dem IVAC-Expressionsystems eine universelle und
zudem unkomplizierte Methode im Umgang mit komplexen Genklustern zu etablieren und so
die heterologe Expression von Klustern in beliebigen Gram-negativen Bakterienstimmen zu
ermoglichen, konnte erfolgreich erreicht werden. Im Folgenden kann das IVAC-
Expressionssystem fiir die heterologe Expression insbesondere von Genen grof3er

Genregionen in verschiedenen Gram-negativen Bakterienstimmen eingesetzt werden.
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5. Zusammenfassung

Mikroorganismen produzieren zahlreiche Naturstoffe, die fiir die Biotechnologie und Medizin
von grofler Bedeutung sind. Viele dieser Naturstoffe weisen eine komplexe Struktur auf und
fiir thre Synthese wird in der Regel eine grole Anzahl von Enzymen bendtigt, deren Gene
hiufig natiirlicherweise in einer gemeinsamen Genregion vorliegen. Bislang stellt es ein
beinahe unldsbares Problem dar, mehrere Gene eines solchen Klusters gemeinsam und
koordiniert in einem heterologen Wirtsorganismus zu exprimieren. In den meisten Féllen setzt
dabei bereits die Grofle einer solchen Genregion technische Grenzen fiir ihre
molekulargenetische Handhabung. Zusatzlich liegen die funktionell gekoppelten Gene eines
Klusters meistens nicht in einer Transkriptionseinheit und Transkriptionsrichtung vor und
weisen somit mehr als einen Transkriptionsterminator und mehr als einen Promotor auf.
Wirtsfremde Promotoren werden jedoch in mikrobiellen Produktionsstimmen normalerweise
nicht erkannt, wodurch die koordinierte Expression der Gene eines solchen Klusters nicht
moglich ist.

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung des ,.in vivo auto cloning and expression‘-
Systems (IVAC). Das IVAC-Expressionssystem basiert auf zwei Kassetten, der L-IVAC- und
R-IVAC-Kassette, die aus verschiedenen funktionellen Elementen zusammengesetzt sind.
Beide IVAC-Kassetten enthalten je ein Antibiotikaresistenzgen, mit dem eine spezifische
Selektion nach der erfolgreichen Integration neben dem zu exprimierenden Genkluster
moglich wird. Zusitzlich befinden sich in den IVAC-Kassetten genetische Elemente zur
konjugativen Ubertragung des markierten Genklusters und der anschlieBenden Integration in
das Wirtschromosom mittels Transposition. Um die funktionelle Expression aller Gene des
Klusters unabhingig von spezifischen Promotoren und Transkriptionsterminatoren zu
erreichen, ist auf jeder IVAC-Kassette je ein T7 RNA-Polymerase-abhéngiger Promotor
lokalisiert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte anhand verschiedener Genkluster gezeigt werden,
dass die virale T7 RNA-Polymerase bakterielle Transkriptionsterminatoren ignoriert und sich
somit fiir die funktionelle Expression komplexer Genkluster eignet. Unter anderem wurde am
Beispiel des Hydrogenase-Genklusters aus Rhodobacter capsulatus mittels RT-PCR und
einem Hydrogenase-Aktivititstest gezeigt, dass die T7 RNA-Polymerase ausgehend von
einem entsprechenden T7-Promotor alle Gene des Klusters, unabhingig von wirtseigenen
Promotoren und Transkriptionsterminatoren, exprimieren kann und somit die ideale

Polymerase fiir die heterologe Expression komplexer Genkluster ist.
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Die Funktionalitit des IVAC-Expressionssystems wurde darauthin anhand des Prodigiosin-
Genklusters (pig) aus Serratia marcescens tiberpriift. Aufgrund der fungiziden, bakteriziden
und immunsuppressiven Wirkung ist Prodigiosin von besonderer biotechnologischer
Relevanz. Im Gegensatz zu bislang verwendeten Expressionssystemen, die eine effiziente
heterologe Synthese von Prodigiosin nicht ermdglichen konnten, wurden mit Hilfe des IVAC-
Expressionssystems sowohl E. coli- als auch Pseudomonas putida-Produktionsstimme
erzeugt, die Prodigiosin synthetisieren konnten. Die vollstindige Expression der Gene des
Prodigiosin-Genklusters sowie die Prodigiosin-Synthese wurden in den verschiedenen
Bakterienstimmen mittels RT-PCR, Absorptionsmessungen und Massenspektrometrie
analysiert. Die IVAC-vermittelte Synthese von Prodigiosin in den neuen Produktionsstimmen
tibertraf dabei die Prodigiosin-Produktion des natiirlichen Produzenten S. marcescens.

Mit Hilfe des neuen IVAC-Expressionssystems ist es somit erstmals moglich, (a) grof3e
Genkluster durch die Integration der IVAC-Kassetten zu markieren, (b) den markierten
Abschnitt mittels Konjugation in verschiedene Gram-negative Bakterienstimme zu
ibertragen und (c) anschlieBend durch Transposition stabil in das Genom des neuen Wirtes zu
integrieren. Mit der T7 RNA-Polymerase wird (d) die vollstindige Expression aller Gene

eines Klusters, unabhéngig von ihrer Anzahl und Orientierung, gewéhrleistet.
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6. Summary

Microorganisms produce an immense variety of natural products with useful biological
properties. The heterologous expression of natural product biosynthetic pathways is of
increasing interest in biotechnology and drug discovery. This technique allows the
overproduction of structurally complex substances through transfering the biosynthetic genes
from the original bacterial strains to more amenable heterologous hosts. Natural products are
often structurally complex substances and are encoded by a large number of genes which are
organized in large gene regions. Up to now, it is an irresolvable problem to express such gene
clusters in heterologous hosts, because their size limits their molecular genetic manipulation.
In addition, their original promoters are often not recognized in heterologous hosts.

The aim of this work was the creation of the “in vivo auto cloning and expression”-system
(IVAC-system). The IVAC-system is based on two cassettes, called L-IVAC- and R-IVAC-
cassette, which consist of several genetic components. Both cassettes comprise one antibiotic
resistance gene as a selection marker for their integration next to the gene cluster of interest.
Additionally, an origin of transfer and transposon elements are integrated in both IVAC-
cassettes to enable the conjugational transfer of the gene cluster and the IVAC-cassettes into
any Gram-negative host strain and their stable insertion into the host chromosome by
transposition. For the expression of the target genes T7-promoters were inserted in both
IVAC-cassettes. The T7 RNA-polymerase is proposed to ignore bacterial transcription
terminations and to be particularly suitable for the transcription of clustered bacterial genes.
To confirm this assumption the uptake hydrogenase gene cluster of Rhodobacter capsulatus
was studied as an example. After site-specific integration of the T7-promoter upstream of the
hydrogenase gene region, the T7 RNA-polymerase dependent overexpression of all
hydrogenase genes has been proven successfully by RT-PCR and by specific enzyme activity
measurements.

The feasibility of the IVAC-system was verified by the heterologous expression of the
prodigiosin gene cluster (pig) of S. marcescens. Prodigiosins are of increasing interest for
biotechnology, because they show antifungal, antibacterial, antiprotazoal and
immunosuppressive activities. Up to now, it was not possible to produce prodigiosin
heterologously in E. coli. The IVAC-system enabled the transfer of the pig-cluster to the new
heterologous host strains E. coli and P. putida and the IVAC-dependent expression of
prodigiosin was analysed in detail and successfully by RT-PCRs, measurements of absorption

spectra and mass-spectrometry. With the new IVAC-technology the heterologous production
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6. Summary

of prodigiosin in E. coli and P. putida even exceeded the prodigiosin-synthesis in the natural
producer strain S. marcescens.

The new IVAC expression system enables for the first time (a) the labeling of any gene
cluster of interest, (b) the conjugational transfer of the gene cluster to different expression
hosts, (c) the integration into the host chromosome via transposition and finally (d) the
concerted T7 RNA-polymerase dependent expression of all clustered genes, independent of

the orientation of the single genes, natural promoters and transcription terminations.
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8. Anhang

8. Anhang
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Abb. 8.1: Schematische Darstellung der Konstruktion des Vektors pIC20HRL. Durch Hydrolyse mit den
Restriktionsendonukleasen Scal (L-IVAC) bzw. Smal (R-IVAC) wurden die IVAC-Kassetten aus den Vektoren
pL-IVAC3 und pR-IVACS3 isoliert und nacheinander in den Vektor pIC20H kloniert. Der konstruierte Vektor
wurde als pIC20HRL bezeichnet. Mit dem Restriktionsenzym Xbal kénnen die IVAC-Kassetten nun in einem
Klonierungsschritt zusammenhingend aus dem Vektor pIC20HRL isoliert und fiir folgende Klonierungen

verwendet werden.
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8. Anhang
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Abb. 8.2: Klonierungsschema zur Konstruktion des Vektors pL>GFP. Der Vektor pSWGFP, in dem das
Gen gfp ohne eigenen Promotor vorliegt, wurde durch Hydrolyse mit Smal linearisiert. Die L-IVAC-Kassette
wurde durch Restriktion mit der Restriktionsendonuklease Scal aus dem Vektor pL-IVACS3 isoliert und in den
Vektor pPSWGFP kloniert. Da es sich bei dieser Klonierung um eine blunt-end Klonierung handelt, konnte die L-
IVAC-Kassette in zwei unterschiedlichen Orientierungen in den Vektor pSWGFP inserieren. Durch
Restriktionsanalysen wurde der Vektor pL>GFP identifiziert, in dem der T7 RNA-Polymerase-abhingiger
Promotor stromaufwérts von dem Gen gfp lokalisiert ist.
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Abb. 8.3: Schema zur Konstruktion des Vektors pR>GFP. Der Vektor pSWGFP wurde durch das
Restriktionsenzym  Smal hydrolysiert. Die R-IVAC-Kassette wurde durch Restriktion mit der
Restriktionsendonuklease Smal aus dem Vektor pR-IVACS3 isoliert und in den Vektor pPSWGFP kloniert. Da es
sich bei dieser Klonierung um eine blunt-end Klonierung handelt, konnte die R-IVAC-Kassette in zwei
unterschiedlichen Orientierungen in den Vektor pSWGFP inserieren. Durch Restriktionsanalysen wurde der
Vektor pR>GFP identifiziert, in dem der T7 RNA-Polymerase-abhingiger Promotor stromaufwérts von dem
Gen gfp lokalisiert ist.
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Abb. 8.4: Schema der Klonierung der IVAC-Kassetten in den Vektor pSWGFP. Durch Hydrolyse mit Xbal
wurde der Vektor pSWGFP linearisiert und die IVAC-Kassetten aus dem Vektor pIC20HRL isoliert. Durch
Ligation des Vektors pSWGFP mit den IVAC-Kassetten konnten zwei Vektoren entstehen, die sich in der
Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem Gen gfp unterschieden. In dem Vektor pL>GFP<R wurde das Gen gfp
von dem T7 RNA-Polymerase-abhéngiger Promotor der L-IVAC-Kassette aus transkribiert, in dem Vektor
pR>GFP<L von dem T7-Promotor der R-IVAC-Kassette aus.

143



8. Anhang

Munl

~

lacA

R
/C]m lacY

pFS2I
17500 bp

BamHI
BamHI / Munl
BamHI Munl
b—d PASK-IBA3
3226bp
lacZ lacY lacA

EcoR1/ BamHI

N

lacA
ﬁla lacY
pASK-lac

9953 bp
lacZ

Abb. 8.5: Schema der Konstruktion des Vektors pASK-lac. Die Gene lacZ, lacY und lacA des lac-Operons
wurden durch Restriktion mit den Enzymen BamHI und Munl aus dem Vektor pFS2I isoliert und in den Vektor
pASK-IBA3 kloniert. Der konstruierte Vektor wurde als pASK-lac bezeichnet.
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Abb. 8.6: Klonierungsschema zur Konstruktion der Vektoren pL>lacZYA<R und pR>lacZYA<L. Die
IVAC-Kassetten wurden durch Hydrolyse mit dem Restriktionsenzym Xbal zusammenhéngend aus dem Vektor
pIC20HRL isoliert. Der rekombinante Vektor pASK-lac wurde ebenso durch die Restriktion mit Xbal
linearisiert. Nach der Ligation der IVAC-Kassetten mit dem Vektor pASK-lac entstanden zwei Plasmide, die
sich nur in der Orientierung der IVAC-Kassetten zu dem lac-Operon unterscheiden. Die L-IVAC-Kassette
vermittelt in dem Plasmid pL>lacZYA<R die T7 RNA-Polymerase-abhidngige Transkription der lac-Gene, die
R-IVAC-Kassette in dem Plasmid pR>lacZYA<L.
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Abb. 8.7: Klonierungsstrategie zur Konstruktion der Vektoren pL>PIG<R und pR>PIG<L. Durch
Hydrolyse mit der Restriktionsendonuklease Xbal wurden die IVAC-Kassetten aus dem Vektor pIC20HRL
isoliert und in den Vektor pPIG integriert. Die IVAC-Kassetten konnten in zwei unterschiedlichen
Orientierungen inserieren. Die Plasmide wurden als pL>PIG<R bzw. pR>PIG<L bezeichnet.
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