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EINLEITUNG

1 Einleitung

Schatzungen zufolge existieren Mikroorganismen séia 3,8 Milliarden Jahren, und
seitdem passen Sie sich den jeweiligen Lebensbeaadggyn immer besser an und erschlie3en
neue Lebensrdume. Grund flr diese Optimierung kama Verbesserung der enzymatischen
Ausstattung sein, so dass beispielsweise das Né#argjebot vielfaltiger genutzt werden
kann. Die Enzyme, die sogenannten NanomaschinerZelgn, sind nicht nur optimiert
worden, sondern auch in ihrer Vielfalt nahezu ucledgflich. Die bei weitem umfangreichste
Quelle sind die Mikroorganismen, die etwa 60 % Beymasse auf der Erde ausmachen
(214). Die Biotechnologie versucht, das ,know ha¥eér Natur zu nutzen, also Prinzipien zu
kopieren oder Ressourcen, wie z.B. Enzyme zu vetemnEine Anforderung an die
Biotechnologie ist es, solche neuen Enzyme effizenfinden, d.h. zum einen mdglichst
viele unterschiedliche Habitate zu erschliessenwieso alle darin vorhandenen

Mikroorganismen maoglichst vollstandig auf interegsaEnzymkandidaten zu untersuchen.

1.1 Die weil3e Biotechnologie

Seit einigen Jahren wird die Biotechnologie in d@ereiche eingeteilt; die grine (pflanzliche)
Biotechnologie, die rote (medizinisch/pharmazetiggcBiotechnologie und die weil3e (oder
auch industrielle) Biotechnologie. Eine sehr allgam Definition hat die Europaische
Gesellschaft der Bioindustrie ,Europabio” aufgdstel,White biotechnology is the
application of nature’s toolset to industrial proion” (59). Im Fokus der weil3en
Biotechnologie steht demnach die Herstellung vasd&kten mit biotechnischen Verfahren.
Zu diesen Produkten gehtéren Bulk- und Feinchengkali Lebensmittel sowie
Lebensmittelzusatzstoffe und Futtermitteladditidgrar- und Pharmaprodukte, Hilfsstoffe
fur verarbeitende Industrien wie technische Enzymmel Biokraftstoffe. Dazu setzt sie
Mikroorganismen oder deren Bestandteile (Enzyme)Baisis fur die industrielle Produktion
ein. Diese Technologie wurde in den letzten Jahmemer bedeutender, und es wird
geschatzt, dass in 10 % der organisch-chemischetih&sestrategien die Biokatalyse Vorteile
gegenuber der traditionellen chemischen Syntheégei (164). So verdoppelte sich die
Anzahl der enzymatischen Produktionsverfahren imjigdegeren Zeit allein in der chemischen
Industrie auf 130 (189). Andere Studien schéatzenAlgeil biotechnischer Verfahren in der
Herstellung verschiedener chemischer Produkte euradif ca. 5 %; bis 2010 wird aber ein
starker Anstieg auf bis zu 20 % postuliert (63,,1494). Nach einer Studie der weltweit
tatigen Firmen-Beratungsagentur McKinsey wird etetardass bei der Produktion von 30 -
60 % aller Feinchemikalien bis 2010 ein biokatalstier Schritt involviert sein wird und die

1



EINLEITUNG

weil3e Biotechnologie ca. 10 - 20 % des gesamtemisicben Marktes mit jahrlichen
Wachstumsraten von 11 - 22 % ausmachen wird (68). Bisher wurde der Grof3teil der
chemischen Umsetzungen allerdings noch nicht angé eimstellung auf eine biotechnische
Verfahrensweise gepriift, da die Industrie oft ndgerlich einmal etablierte chemische
Vefahren aufgibt, obwohl sie evtl. viel 6konomiscliad kostenneutraler sein konnten (41).
AulRerdem stehen naturlich nicht fir jede chemisdReaktion die entsprechenden
Biokatalysatoren zur Verfigung und in vielen Fallgind es auch nahezu unmdglich sein,
bzw. wird es unwirtschaftlich bleiben, chemisch@Zesse komplett zu ersetzen. Einigen
chemischen Unternehmen mangelt es moglicherweidle @ der notwendigen Expertise im
Bereich der Mikrobiologie und Biotechnologie, um riaren auf der Basis von
Biokatalysatoren einzusetzen. Trotzdem war schodemm letzten 10 Jahren ein Anstieg des
Marktvolumens fir Enzyme von 50 % zu verzeichnen \&as auch verdeutlicht, wie grof3
der Bedarf an (neuen) Biokatalysatoren ist. Uniestrwird die weil3e Biotechnologie in den
nachsten Jahren immer bedeutender und eine Votausgedafir ist ein breites Repertoire
verschiedenster Biokatalysatoren, die z.B. aus rmdirobiellen Vielfalt mit innovativen

Techniken isoliert werden missen.

1.2 Der Metagenomansatz: von der Okologie zur Biotdinologie

Im Jahre 1987 stellte Carl Woese ein Modell zuroredmie der Bereiche des Lebens auf,
wobei der zu Grunde liegende Parameter die 16S rRWA (217). Damals wurde die
Doméane der Bakterien mit dieser Methode in 12 lonfauch Reiche genannt) eingeteilt,
wozu beispielsweise die Proteobakterien, die Shaeten oder die Actinobakterien gehéren
(Abb. 1). Eine neue Ara der mikrobiellen Okologiegann, als die Sequenzierung der 16S
rRNA benutzt wurde, um auch unkultivierte Mikroonggmen zu beschreiben. Es wurde
gezeigt, dass nur ca. 1% oder weniger der baktmi®iversitat aus einer Umweltprobe mit
Standardkulturtechniken isoliert werden konnten (4)

Um dieses Problem zu umgehen, wird im so genarietagenomansatz die gesamte DNA
(das Metagenom) einer Umweltprobe direkt isoliertd ugegebenenfalls in geeignete
Vektorsysteme kloniert, wobei die entstehenden NErtambibliotheken beispielsweise fur
ein Aktivitatsscreening nach Biokatalysatoren zerfilgung stehen. Die isolierte DNA kann
aber auch zwecks Identifizierung der mikrobiellenus@ammensetzung direkt zur
Amplifikation der rDNA benutzt werden. Erstmals amgendet wurde diese Technik 1984 bei
der Identifizierung von Tubenwurm-assoziierten Sinten durch die Analyse der
entsprechenden 5S rDNA (187), wogegen Metagenoiothibken erst 1991 konstruiert
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wurden (178). Der Stammbaum von 1987 wurde 1998iner Uberarbeiteten und um die
unkultivierten Bakterien erweiterten Version vorgds (90). Diese Liste schlug nun 36
verschiedene Linien der Bakteriendoméane vor, deesie Stammbaum umfasst mittlerweile
52 Linien, von denen 26 Linien ausschlieB3lich bisivkultivierte Organismen aufweisen
((154), Abb. 1).
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Abb. 1: Phylogenetischer Stammbaum nach Rappe & Gi@annoni (154) Schwarz: die 12 bakteriell¢

Linien nach Woese (217)Grau: neue Linien mit kultivierbaren Arten, Weifleue Linien ohne bish
kultivierbare Arten.

Die Zahl der 16S rRNA Gene, die aktuell (Stand:08)/in der Genbank deponiert sind
betragt ~ 32.000 (zum Vergleich: Stand 01.04.26021.000) fur die kultivierten Bakterien,
wéahrend bereits ca. 116.000 (zum Vergleich: Stahd42004: ~ 54.000) aus bislang
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unkultivierten Bakterien stammen (Berechnung nath4)). Diese Zahlen belegen eine
explosionsartige Zunahme des Wissens Uber die endfielfalt im Reich der Bakterien.

Diese Diversitat birgt auch ein gewaltiges biotesbgisches Potential, denn auch die
enzymatische Ausstattung der bislang unkultiviefekterien ist unbekannt und kann nun
genutzt werden. Denn seit vielen Jahren war diatifitderung von neuen Biokatalysatoren
von einer arbeitsintensiven Laborarbeit gepragichee die oft mihsame Kultivierung und
das anschlieBende Screening von mikrobiellen Osgam nach den gewlnschten

Eigenschaften umfasste (Abb. 2, linke Seite).

Biosphare

ikrobi o
m|!<rob|¢]_le . o0
Diversitat

/ i \ Metagenom-
S Isolation Isolation

-G.-f" ': T y ",

A L

R ~)

- i {t’)
Kultivierung (‘_ S
Charakterisierung

a Fermentation Ligation
.,': Enzym
|
! \ _" b1
ayy OC)C
Transformatior
l DNA-Isolation eines geeignete
Wirts
Ilf?‘, g — __\":-\.\ __\\"'\\\‘}I
(| |, (S )
) o )G J
Ligation _ —_— = —
is 7 (- A
1 II | ]
Transformation
l eines geeigneten l l l l

~ Wirts

. Rekombinante Enzyme

Abb. 2.: Schematischer Vergleich des klassischenns) und des ,Metagenom-Ansatzes" (rechts) zur Iso
lierung von Biokatalysatoren (135) Details s. Text.
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Fast alle industriell genutzten Biokatalysatoreanshen bisher aus einer vergleichsweise
kleinen Gruppe von Organismen, die unter kontnd#ie Bedingungen im Labor kultiviert
werden konnen, also der ,Spitze des Eisbergs® aiestierenden Mikroorganismen. Mit
dieser klassischen Technik konnten viele industvigrtvolle Enzyme isoliert werden, der
Metagenomansatz steigert jedoch das theoretisclperl®@e an Biokatalysatoren um ein
Vielfaches (Abb. 2, rechts). In neuerer Zeit werdenmer mehr Anstrengungen
unternommen, nicht nur die Verschiedenartigkeit ulgtersuchten Habitate um Nischen zu
vergroRern, wie z.B. Biofilme (176, 203) extremarglorte (10, 12, 91, 144, 160) oder
Human-assoziierte Mikroorganismen (48, 213), sam@erch der Umfang der sequenzierten

Metagenominformation wird immer grof3er. So wurden deer Sequenzierung von marinen

Proben aus der Sargasso-See durch das Labor voom@emier Craig Venter Uber eine

Million neue proteinkodierende Gene aus unkultiéer Bakterien entdeckt, wodurch die

Anzahl der bisher bekannten Gene verdoppelt wizté)(

Tab. 1. Liste der bis 2004 identifizierten Gene undiokatalysatoren aus dem Metagenom mit hohem

Potential fur die Industrie (190).

Identifizierte funktionelle Gene/Enzyme

Referenzen

Lipasen und Esterasen
Polysaccharid modifizierende Enzyme

(16, 166, 176, 208)

a-Amylasen (161, 166, 176, 208)

a-1,4 Glukan verzweigende Enzyme (176, 208)

3-Agarasen (208)

Chitinasen (35)

Cellulasen (83)
Oxidoreduktasen/Dehydrogenasen

Alkohol Oxidoreduktasen (115, 116)

Di-Keto-D-Glukonsaure Reduktasen (58)

4-Hydroxybuttersdure Dehydrogenasen (86)
Andere Enzyme

Proteasen (172)

Nitrilasen (44)
Vitaminbiosynthese

Biotin Biosynthese (57)
Produktion von Bulkchemikalien (Jahresproduktion >10 T)

1,3 Propandiol Biosynthese (114)
Antibiotika und Arzneimittel Biosynthese

Turbomycin A, B (73)

Polyketid Synthetase (36, 150)

Violacein (24)

Langkettige N-Acyltyrosine (23, 25)

Indirubin (137)

Terragine (210)
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Erstmals wurde im Jahr 2000 von einer umfangreiddetersuchung von metagenomischer
DNA aus Bodenproben im Hinblick auf die Isolierwngn verschiedensten Biokatalysatoren
berichtet (166). Hierbei wurde eine DNA-Biblioth&kn insgesamt fast 30.000 Klonen in
BAC-Vektoren (lacterial_atificial chromosomes) angelegt, welche in der Lage sindzibis
ca. 200 kb an Fremd-DNA aufzunehmen. Diese Metagbaok wurde einer Reihe von
Aktivitatsassays unterzogen und es konnten Klomatifiziert werden, die antibakterielle,
lipolytische, DNase- oder amilolytische Aktivitéeigten. In den letzten Jahren wuchs dann
die Anzahl der aus dem Metagenom isolierten Enzgprenghaft an. Tabelle 1 vermittelt
einen Uberblick der bislang gefundenen Biokatatysat mit biotechnologischem Potential
aus dem Metagenom. Gleichzeitig konnte man auck Zimahme an Publikationen zum
Thema Metagenom, sowie die Vertffentlichung von sekiedenen Methoden, die
beispielsweise die DNA-Isolationstechnik oder dasre8ning von Metagenombanken
optimieren, bemerken (163, 191). Es ist also awdtuizftig mit einem starken Zuwachs an

neuen Biokatalysatoren aus dem Metagenom zu rechnen

1.3 Das Screening

Eine wichtige Voraussetzung zur Identifizierung vBiokatalysatoren nicht nur aus dem
Metagenom ist das entsprechende Screeningsystettieriieile gibt es verschiedenste
Verfahren, um eine Suche nach interessanten Enzwiidaten zu erleichtern, wie in
Abbildung drei zusammenfassend dargestellt istn@sétzlich unterscheidet man zwei Arten
von Vorgehensweisen, die oft auch parallel durdiigef werden (176, 208): Beim
Aktivitatsscreening werden Metagenombibliotheken istnemit einfachen Plattenassays
durchmustert, um einen hohen Durchsatz zu ermdglichDagegen wird beim
sequenzbasierten Screening entweder die metageritEmi®NA in relativ kleinen
Fragmenten von 2-5 kb in ,Shotgun-Vektoren* klohiemd oft im Megabasenbereich
sequenziert (,gene mining®, (176, 203, 206)), od#eressante Gene werden mittels PCR
oder Hybridisierung mit entsprechenden Signaturseren identifiziert, wie bereits fir
Polyketidsynthetasen, Proteorhodopsine oder Nywlilatasen gezeigt wurde (Abb. 3, rechte
Seite, (36, 40, 129)). FiUr die beiden zuletzt gatem Ansatze ist es zunachst notwendig,
konservierte Bereiche der gesuchten Enzymgruppeentifizieren. Beim sequenzbasierten
Screening lassen sich also keine absolut neuenatilylsatoren, d.h. solche mit einer stark
abweichenden oder vollig neuen Struktur identifieie da man sowohl beim ,gene mining®,
als auch bei Verfahren, bei denen PCR oder Hyleidisg angewendet wird, auf eine relativ

hohe Homologie zu bereits bekannten Proteinen aiegew ist (129, 135). Trotzdem lassen
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sich mit der Shotgun Sequenzierung bedeutende eilvdeise auch lberraschende Erfolge
erzielen, wie das Beispiel der Entdeckung der Rhmgbie durch bislang unkultivierte
Bakterien und deren erheblichen Beitrag zur Engegiegnnung in den Ozeanen zeigt (14,
15).

agctggattatttaaggcctcgattgacgatgatgattgatgatgatcagtcgt
agctggattatttaaggcagtgtattatgctcgattgacgatgatgattgatgat
agctggattatttaaggcctcgattgacgatgatgattgatgatgatcagtcgt

b)

agctgga
agctggat
agctggat
agctggat
agctggat

Sequenz- basiertes
Screening

agctggat
agctggat
agctggat
agctggat
agctggag

agctggattatttaaggcagtgtattatgctcgattgacgatgatgattgatgat
agctggattatttaaggcctcgattgacgatgatgattgatgatgatctagtcg

agctggattatttaaggcctcgattgac

gatgatgattgatgatgatcagtcgt

Wirt

Expression

Vorselektion

Gene mining

PCR/

Hybridisierung

|

@ Sekretion
@ Faltung
@® Codon -

l

l

l

@ Transposon @ Anreicherung @ Such-
@ Promotor
@ \Wirtsvariabilitat

l

@ Arrays

algorithmen ® VST's

gebrauc

Abb. 3: Screening-Technologien und deren Optimierug. a) Um neue Biokatalysatoren aus dem Metagenom
zu isolieren, kdnnen entweder aktivitdtsbasiertee&ungtechnologien oder sequenzbasierte Anséatzetiie
werden. b) Fir jede der Kategorien sollten oded bi@reits neue molekulare Werkzeuge entwickelt eordie

in c) detaillierter dargestellt sind; ,Metagenomeg8ence Tags" (MSTs) reprasentieren partielle Gpresezen,

die durch Amplifikation von metagenomischer DNA mspezifischen oder degenerierten Primern erhalten
wurden (modifiziert nach (190)). Details s. Text.

Ein Aktivitatsscreening (Abb. 3, a, linke Seite}lmeinen hohen Durchsatzigh throughput
Screening; HTS) an Proben gewahrleisten, da die tereisler Metagenomklone keine
entsprechende Aktivitat zeigen. Beispielsweise warllei einem Screening auf lipolytische
Aktivitat nur 3 aktive Klone in einer Metagenombdthek von 286.000 Klonen gefunden
(87). Mit herkdmmlichen Methoden lassen sich alsbitralle interessanten Enzymkandidaten
identifizieren, da das Aktivitatsscreening im hetegen Wirt (in der Regdtscherichia coli
durchgefuhrt wird. Es wird geschatzt, dass untan&irdbedingungen nur etwa 40 % der
metagenomischen Gene i coli aktiv exprimiert werden kdnnen (70). Deswegen i
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unterschiedlichen Methoden versucht, die Effizieles Screenings zu verbessern (Abb. 3,
b+c, linke Seite): Da der grof3te ,bottleneck” bekktivitatsscreening die Verwendung eines
heterologen Wirtsorganismus ist, sind hier die tgoflErfolge bei der Screeningsoptimierung
zu erwarten. Der heterologe Wirt kdnnte mit einedexen (weiteren) Sekretionsmaschinerie
ausgestattet werden, so dass ein Proteintransgaittirglen kann, der entweder fir die
Enzymaktivitat selbst oder fur die Detektion im Agbligat sein kann. Zuséatzlich ware es
vorteilhaft, den Expressionswirt mit verschiedenealtungshelfern (Chaperonen) aus
unterschiedlichen Organismen zu ergédnzen, um dian€h zu erh6hen, eine Kkorrekte
Enzymstruktur zu erhalten. Des Weiteren kann aushabweichende Codongebrauch zu
einem nicht translatierten Protein fuhren: durod Brweiterung der Anzahl der verfliigbaren
tRNA-Gene konnte die Wahrscheinlichkeit erhdht veerddass auch heterologe Enzymgene
produziert werden. Stdmme mit einem erweiterten odgdbrauch durch zusatzliche,
plasmidkodierte eukaryontische tRNA-Gene sind Ierem Handel (z.B.E. coli
Expressionsstamme Rosetta, BL21(DE3) CodonPludROYAGEN). Einige Arbeitsgruppen
und Firmen haben auch bereits erfolgreich versugbit nurE. coli als heterologen Wirt zu
nutzen, sondern die Chance auf ein aktives Enzyndurdh zu erhbéhen, die
Metagenombibliotheken in verschiedenen Bakteriedarchmustern (134, 210). Weiterhin
kann es von Vorteil sein, eine Anreicherung vorenessanten Mikroorganismen, die ein
bestimmtes Substrat nutzen konnen, durchzufiihreabeD sollte das Substrat einen
Wuchsvorteil ermdéglichen, wie bei der Isolierunghveerschiedenen Biotin-Operons oder
Agarasen gezeigt wurde (57, 208). AnschlieRend kaiealerum die Gesamt-DNA isoliert
und kloniert werden. Durch eine Isotopenmarkiera®g Substrats kann die genomische
DNA von Mikroorganismen, die das Substrat wirklimltzen, von anderer genomischer DNA
elegant getrennt werden: die Bakterien bauen dasese Isotop (z.B**C oder™N) in die
chromosomale DNA ein, welche sich dann durch eindtrakkntrifugation im
Dichtegradienten von der leichten, unerwiinschtelAQiNnnen lasst. Mit dieser Technik
wurden bereits neue Methanmonooxygenasen und Matlelrydrogenasen isoliert (152,
153). Die denkbaren Grinde fir eine fehlende Atdtvbeim Aktivitatsscreening sind also
vielfaltig; einige entsprechende LoOsungsansatzel diereits durchgefihrt worden oder
konnten die Effizienz zumindest theoretisch verbasg¢Tab. 2). Die Zunahme an Methoden
zur effizienteren Nutzung von unkultivierten Mikrganismen gerade in den letzten funf
Jahren zeigt, dass auf dem jungen Forschungsgisetletagenomansatzes nicht nur grof3e
Fortschritte gemacht wurden, sondern dass es sohoelen biotechnologisch ausgerichteten

Laboren zur Standardtechnik geworden ist.
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Tab. 2: Mogliche Grinde fur

die fehlende Aktivitdt von Enzymen beim metagenomischen

Aktivitatsscreening und LosungsansatzeOben: Gen-Ebene, unten: Protein-Ebene.

Problem Ursache Wirkung Lésungsansatz
Promotor vom heterologen Wirt nicht keine Expression Integration  von  Transposon-
erkannt kodierten  Promotoren  (diese
Arbeit)
Codongebrauch vom heterologen Wirt nichtkeine/unvollstindige Expression zusatzlicher tRNA-
unterstitzt Expression Gene (z.B. Rosetta, OVAGEN)
Induktion Expression muss induziert keine Expression Zugabe von induzierenden
werden Agenzien, wie Avidin zur Iso-
lierung von Biotin-Operons (57)
Faltung nicht korrekt inaktives Enzym Co-Expression Chaperonen
Modifikation posttranslationale inaktives Enzym Nutzung  verschiedener Ex-
Modifikation unvollstandig pressionswirte
Toxizitat Expression ist fir den evtl.unklonierbar, Nutzung  verschiedener Ex-
heterologen Wirt toxisch Enzym abgebaut pressionswirte
akzessorische fur Aktivitat essentielle, inaktives Enzym Klonierung groRer Fragmente, Co-
Gene akzessorische Gene fehlen Expression

Proteinabbau

Protein wird nach der

keine Aktivitat

Protease-defiziente Expressions-

Expression abgebaut melbar stdmme
Sekretion fehlender Proteintransport fehlende DiEtek Nutzung  verschiedener Ex-
im Assay, evtl. pressionswirte
inaktives Enzym
1.4 Lipasen

Eine besonders wichtige Gruppe von Biokatalysattiten die lipolytischen Enzyme, also
Esterasen [EC 3.1.1.1] und Lipasen [EC 3.1.1.3]9%®), da sie die chemo-, regio- oder
enantioselektive Hydrolyse von Esterverbindungererodie umgekehrte Reaktion in
organischen Ldsungsmitteln katalysieren (Abb. 4, (96, 158)). Im allgemeinen werden
Lipasen heute als Carboxyl-Ester-Hydrolasen detingée sich von den Esterasen durch die
Fahigkeit abgrenzen, wasserunldsliche und langje{iettenlange € 10) Triacylglycerole
zu spalten. Allerdings kénnen Lipasen auch in dagd. sein, kirzerkettigere ,Esterase
Substrate” zu spalten, die maximale Aktivitdt zeigsie jedoch gegen Substrate, die
Emulsionen bilden (30, 207). Lipasen gehoren stmekt zu der Klasse dex/l3 Hydrolasen,
bendtigen keine Cofaktoren und werden nach Arpigrd@ger in acht Familien unterteilt (7).

Sie werden in verschiedensten industriellen Begrgichiotechnologisch genutzt, u.a. in der
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Lebensmittel-, der kosmetischen und pharmazeutisttdustrie, fir Detergenzien, Ole und
Fette, Biopolymere und fur die Papierherstellung.

wassrige Pha

RCOR’ + HO _— RCOH + ROH

organisches Losungsmittel

Lipase

Abb 4.: Esterhydrolyse und reversible Reaktion durt Lipasen.

Aufgrund dieses breiten Anwendungspotentials wurdi#a Lipasen zum haufigsten
verwendeten Biokatalysator in der organischen Sg&hSo sind mindestens 21 Lipasen (aus
wenigstens 11 verschiedenen Organismen) kommeradialtlich, welche von 12
verschiedenen Firmen vertriecben werden (79). Dieddannigfaltigkeit der
Anwendungsmaoglichkeiten zeigt, dass ein hoher Betadiesen Enzymen besteht, der auch
aus dem Metagenom gedeckt werden kann. So berieltgm schon einige in jingerer Zeit
erschienene Publikationen tber die Isolation vpaljitischen Enzymen aus dem Metagenom
(16, 87, 127, 160, 208). Jedoch wird aktuell noemés dieser Enzyme industriell genutzt,
was neben anderen madglichen Grinden auch auf drngge Verknipfung von

Forschungseinrichtungen zu der industriellen Vetuveg hinweist.

10
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1.5 Intention dieser Arbeit

Die Nutzung des Metagenoms ist ein zukunftsweiser@ebiet, nicht nur die Erforschung
der mikrobiellen Okologie betreffend, sondern auelifgrund des Potentials zur
biotechnologischen Anwendung.

Trinkwasser- -
Biofilm

DNA-Isolation

Identifizierung durch
16S rRNA PCR

=
<
Shotgun-Bibliothek < > Metagenom-
(Plasmide) bibliothek
) ’ (Cosmide/BACs)
Sequenzierung zum
“gene mining”
/s
A
|
G
—
biochemische . .
funktionaler —_— Biotechnologische
Biokatalysator ~Charakterisierung Anwendung

Abb. 5: Schematische Darstellung der Vorgehensweise dieser Arbeit. Die Gesamt-DNA verschiedener
Habitate, wie z.B. aus einem Trinkwasserbiofilm,red zundchst isoliert und mittels 16S rRNA PCR die
mikrobielle Zusammensetzung des Habitats analygi®@ Streit). AnschlieBend wurde die DNA partiell
verdaut und entweder in Plasmide zur Sequenziemohgy in Cosmide bzw. BAC’s_dbterial _atficial
chromosomes) kloniert (grofdtenteils AG Streit). D@smid/BAC-Metagenombibliotheken wurden auf
verschiedene Biokatalysatoraktivitdten durchmusteobei auch neue Assays und Expressionstools welate
wurden. Identifizierte funktionale Biokatalysatoremvurden biochemisch charakterisiert und zur
biotechnologischen Anwendung vorbereitet.

11
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Die Vielfalt an neuen Biokatalysatoren aus den drislnkultivierten Mikroorganismen ist
nahezu unerschopflich, allerdings steckt dieses¢famgszweig noch in den Kinderschuhen.
Erstmalig wurde 1998 vom grof3en biotechnologisdhetential der unkultivierten Bakterien
berichtet (81). Seitdem steigt die Zahl der Pubideen, die dieses Thema behandeln, stark
an (191). Diese Arbeit wurde im Rahmen des vom Bamunisteriums fur Bildung und
Forschung (BMBF) geforderten Projekts ,GenoMiks" i@luster 4.1 des Netzwerks
Gottingen durchgefuhrt. Dabei sollte die Arbeit enger Kooperation besonders mit der
Arbeitsgruppe von Prof. W. Streit der Universitabtthhgen (jetzt Universitat Duisburg-
Essen) angefertigt werden (Abb. 5). In diesem Vedbsollten verschiedene Biofilme mit
Hilfe des Metagenomansatzes untersucht werden @DBj, Die Aufgabenteilung sah hierbei
vor, dass bei der AG Streit die Erstellung der Meteombanken und deren mikrobielle
Zusammensetzung mittels 16S rRNA Analyse durchgefikurde, wogegen in der
Arbeitsgruppe von Prof. K.-E Jager (Universitat 8gldorf) und in dieser Arbeit die
Identifizierung und Charakterisierung von Biokasatoren im Vordergrund stand. Zunachst
sollten neue Assays und effizientere Screeningndetiantwickelt werden, aber auch die
Technik der Metagenom-Isolierung durchgefiihrt waerdees Weiteren sollten auch neue,
innovative Wege zur Nutzung des Metagenoms besehnterden, wie die Etablierung eines
Array-Systems zur Detektion und Isolierung von Iyischen Enzymen, spater dann von
verschiedensten Biokatalysatoren (s. Abb. 3, reSaite). Wie in der Einleitung unter 1.4
dargestellt, handelt es sich bei den lipolytiscHemzymen um besonders interessante
Biokatalysatoren mit breitem AnwendungsspektrurmeEHauptaufgabe war demnach die
Isolierung neuer lipolytischer Enzyme und dereraitletrte biochemische Charakterisierung,

um sie bei Bedarf und entsprechender Eignung inéiistu verwerten.
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2. Material & Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Amtiika und Enzyme wurden von den
folgenden Firmen in p.A.-Qualitat bezogdmtibiotika: SERVA (Heidelberg)

Chemikalien: FLUKA (Sternheim), NERCK (Darmstadt), BTH (Karlsruhe) und &MA-
ALDRICH (Taufkirchen). Enzyme: Restriktionsenzyme wurden von der FirmaBIM
FERMENTAS (St. Leon-Roth) bezogenPfu-Polymerasen wurden bei der Firma
STRATAGENE (Heidelberg) erworbenTagPolymerasen stammten von der FirmaIM
FERMENTAS (St. Leon-Roth). Die T4-DNALigase wurde von dernk MBI FERMENTAS
(St. Leon-Roth) bezogen. Weitere Enzyme: Lysozym SGMA-ALDRICH (Taufkirchen).
Transposasen wurden entweder von der FirPECENTRE (Madison, USA) oder der Firma
FINNZYMES (Espoo, Finnland) bezogen.

Medienkomponenten:INVITROGEN (Karlsruhe), XOID (Wesel), ROTH (Karlsruhe) und
SIGMA-ALDRICH (Taufkirchen).

2.2 Bakterienstamme und Plasmide

Tab. 3: Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz
Escherichia coli TOP10 F mcrA A(Mmrr-hsARMS-mcBC) (77)
®80lacZAM15 AlacX74 recAl araA139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StF)
endAl nupG

Escherichia colDH5a F. sufE44 lacZAM15 AlacU169 hsdr17 (80)
recAl endAl gyrA96 thi-1 relA1 A

Escherichia colidM109 F traD36 lacl" A(lacz)M15 pro (220)
A'B'/e14(McrA’)  A(lac-proAB)  thi
gyrA96 (Nal) endAl hsdR17rk™ mg’)
relAl supE44 recAl

Escherichia colVCS 257  DP50sup F[supE44 supF58 hsd&3d STRATAGENE,
mg) dapD8 lacY1lginV44(gal-uvrB)47 Heidelberg
tyrT58 gyrA29 tonA53a(thyA57]

Escherichia coli NovablueendAl hsdRX(Vki—ki2t) SUPE44 thi-1 NOVAGEN,
(DE3) recAlgyrA96 relAl lac[F proA'B" Madison, USA
lacl%ZA M15 :: Tn10](DE3)

Escherichia coli JM109 wie Escherichia coliJM109, (Aclts857 PROMEGA,

(DE3) ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 genel)  Madison, USA
Escherichia coli BL21 F ompT hsdS (rs mg) gal dcm (192, 193)
(DE3) (Aclts857 indl Sam7 nin5 lacUV5-T7

genel)

13
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Fortsetzung Tab. 3

Escherichia coliS17-1 thi pro hsdRM® mit chromosomal (186)
integriertem  [RP4-2-Tc::Mu:KfmTn7,
Tra" Tri" Str]

P. aeruginos®ABST7.1  A(/lipA/M/slipH), miniD-180 (Tdacl? (100)
Placuvs-T7 gene)

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Vektoren und Plaside

Vektoren fur E. coli Genotyp Referenz

puUC18/puUC19 ColE1 RyclacZ Amp' (220)

pBlueskriptll KS/SK R7 Pr3 PaclacZ Amp’ ColE1 S RATAGENE,
Heidelberg

pPET16b R7 Pac Amp' ColE1, His-Tag KDVAGEN,
Madison, USA

PET22b R; Pac Amp ColE1, pelB Signal- NOVAGEN,

sequenz, His-Tag Madison, USA

PQE-30 Rs Amp’ ColE1, His-Tag M\GEN, Hilden

pBELOBAC11 Pr7Psps ACOS lacZ oriS repECnT (111)

pBADHISA Psap araC Amp', His-Tag INVITROGEN,
Karlsruhe

Vektoren mit wei- Genotyp Referenz

tem Wirtsbereich

pLAFR3 Cosmid-Vektor aus pLAFR1, IncPX67)

Acos rix Tc

pBBR1IMCS rep mob lacZCnf® (120)

pBR22b rep mob lacZ(MCS: pET22b) (167)

PWE15 Apr NeorAcos Amp' STRATAGENE,
Heidelberg

rekombinante Plasmide Genotyp Referenz

pRK2013 tra(RK2)" Km" ColE1 (65)

pPSWGFP pTZ10 mit promotorlosegfip Wilhelm,

unverdffentlicht

pPMuExpressCm pBluescriptllIKS Arhpmit Transposon (128)
MuExpress Ch

14




MATERIAL UND METHODEN

Fortsetzung Tab. 4

pMuExpresskKn

pllEstCL
pl6EstCL
p11LCL2
p16LCL2
p22LCL2
pEAM11la

pEAM16b

pBRAMIE

PEXE22b

Pl6ESTAS

PETRANS

PATRANS

pBluescriptlIKS Ampmit Transposon (128)
MuExpress Kh

pET1la mistCL diese Arbeit
PET16b miestCL N-terminaler His-Tag diese Arbeit
pET1la mitCL2 diese Arbeit
pPET16b mitCL2, N-terminaler His-Tag diese Arbeit
PET22b mitCL2, C-terminaler His-Tag diese Arbeit
pET1l1la miamiEausP. aeruginosa diese Arbeit

pPET16b miamikE ausP. aeruginosaN- diese Arbeit
terminaler His-Tag

pBBR1MCS mitamiEausP. aeruginosa diese Arbeit

pET22b mitlipB (XE1), C-terminaler diese Arbeit
His-Tag

pPET16b miestA3 N-terminaler His-Tag diese Arbeit

pET1la mitamiBCRS Operon ausP. diese Arbeit
aeruginosa

pBADHISA mitamiBCRSOperon au®. diese Arbeit
aeruginosa

2.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotideinden von den FirmemMNTERAKTIVA
(Ulm), bzw. QAGEN (Hilden) bezogen.

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5> 3) mgzjl?&a;t/ion
EstCLup AGAGACCATATGACCGATCCCTATGTGCG Ndd
EstCLdw CGGTTTGGATCAOCATGCTTCTGCCATAAC BanHl
LCL2up ACTATCCATATGAAAAGAAAAACAATCTTC Ndd
LCL2dw TAATTAGGATCCATTACTGCGGCAAACTTG BanHl
LCL2dwCHIS TTAGTTAAGCTTCTGCGGCAAACTTGCAG Hindlll
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Fortsetzung Tab. 5

EstA3-16b-up AACCGCCATATGAGCGCCGAAGAACTAGGG

EstA3-16b-dw GATCGAGGATCCIGATTTAGGCGGCGAGCG

Amil
Ami2
Ami3
Ami4d
AmiEup
AmiEdw
XElupa
XEldwb
XElupc
XEldwd

XElupe

TGAGCGCCATGATGACCAGTCCCGLCCGGC
CGAAACGCTGTCCCAGGACCLCGGCGGCGA
GGTCCGGATCGCCGCCGGGGTCEIGGACA
CTTTCCGAATTACTGCTATGCCTTGAGCAC
AGAGACCATATGCGTCACGGCGATATTTCCA
GTCTTAGGATCAGTCCGGAGGAAGAGGTC
GATATACATATGGGTGTGTACGACNACAA
GGTGCTCGAGGCCGCTTCCGCCGAGCAAATG
CCGACGCCATGABTATCACGCTGNACNCCTATC
GGTGGGATCOTCATGCCGCTTCCGCCGAGCAAA

CCGACCATATGCGATCACGCTGNACNCCTATC

Ndd
BanH|
Ncd
PpuM
PpuM
EcoRl
Ndd
BanHl
Ndel
Xhol
Ncol
BamHI

Ndel

Tab. 6: Ubersicht der zur Hybridisierung in Array-E xperimenten genutzten Oligonukleotide.Jedes
Oligonukleotid wurde auf Ahnlichkeit zu Sequenzeméen Genomen aller vier verwendeten Bakteriensgm
Uberprift. Abweichungen von Signatursequenzen simdrstrichen. Die Identitat zur nachstbesten Sexjua
eigenen Genom ist mit einem Pfeil markiert][ C.g.: Corynebacterium glutamicum; E.c.: Escherichii;
A.t.: Agrobacterium tumefaciens; P.a.: PseudomassiginosaAbw.: Abweichung

Organismus/Enzym

Motiv Abw. DNA Sequenz / Bezeichnung Identitat
(Genbank)

GGCCACTCCCAAGGCGGC P.a. 16

C. glutamicuntLipase C.g. 1812
(RCGLO0090) GHSQGG " Lel Ec 11
At 13
. . GGATTCTCCCAAGGAGGC P.a. 12

C. glutamicunLipase C.g. 18513
(RCGL01805) GFSQGG LC2 Ec 11
At 12
. GGCCATTCCATGGGTGGA P.a. 12

C. glutamicunHydrolase C.g. 18513
(RCGL00101) GHSMGG LC3 Ec 12
At 14
. . GGCGAATCCGCGGGCGCT P.a. 16

C. glutamicunParanitrobenzyl C.g. 1812
Esterase (RCGL0134) GESAGA - LC4 Ec 12
At 13
GDSAGG GGCGACTCCGCAGGTGGT P.a. 14

C. glutamicunGyrase C.g. 18—13
ORF6 ©LCs E.c.12
At 17
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Fortsetzung Tab. 6

Organismus/Enzym

Motiv Abw. DNA Sequenz / Bezeichnung Identitat
(Genbank)
GGTGACAGTGCCGGTGGA P.a. 15
C. glutamicunEsterase C.g. 18—13
ORF 130 GDSAGG ~ LC6 E.c. 13
At 14
GGGGACAGCGCCGGTGGC P.a. 13
C. glutamicurrLipase i C.g. 18-13
ORF 1378 GDSAGG LC7 E.c. 13
At 16
GGCCTCTCCATGGGCGGT P.a. 14
A. tumefaciengsterase/Lipase C.g.14
(NP_532679) GLSMGG LCs E.c.13
At 18—17
. GGCCATTCGATGGGCGGT E.c. 15
A. tumefacien&sterase D Pa 13
(NC_003304) GHSMGG - LCY C.g. 12
At 18—13
. CCCATCGTGTTCGTCCACGGC P.a. 16
A. tumefaciengérylester C.g. 16/15
hydrolase (NP_535668) PIVFVHG - LC10 Ec 14
At 21—13
CCGATCGTTTTCCTGCATGGC P.a. 15
A. tumefaciens konserviertes C.g. 14
Protein (NC_003305) PIVFLHG " Lc1l E.c. 16
At 21—-15
. GGCTATTCCATGGGTGCG P.a. 12
A. tumefaciensiydrolase Cg. 13
(NC_003304) GYSMGA - LC12 Ec 13
At 18—12
ATTCTCGTCTGGCTGTTCGGC P.a. 15
A. tumefacienskonserviertes C.g.12
Protein (NC_003304) ILVWLFG " Lci3 E.c. 14
At 2114
GGTGACAGTGCCGGCGGC P.a. 14
A. tumefaciend.ipase/Esterase C.g. 14
(NP_535720) GDSAGG ~ LC14 E.c. 16
At 18—12
GCACATTCGATGGGCGGT P.a. 12
E. coliLysophospholipase - C.g.13
(6586) AHSMGG LC15 E.c. 1813
At 15
E_ coliHvdrolase GGTCACTCAATGGGTGGT P.a. 11
(3103) 4 GHSMGG ) Cg. 12
LC16 E.c. 18—13
At 12
. GGTCATTCTATGGGCGGG P.a. 11
E. coliHydrolase Cg. 11
(4438) GHSMGG ~LC17 E.c. 1812
At 12
GGTCACTCCATGGGCGGT P.a. 14
E. coliEsterase C.g. 14
(4592) GHSMGG " Lcis E.c. 1811
At 13
CCCATCGTTCTTGTCCACGGT P.a. 13
E. coliEsterase C.g. 13
(4592) PIVLVHG " Lci9 E.c. 21512
At 15
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Fortsetzung Tab. 6

Organismus/Enzym

(Genbank) Motiv Abw. DNA Sequenz / Bezeichnung Identitat
CCGCTTTTACTCATTCACGGT P.a. 12
E. coliHydrolase C.g. 13
(2474) PLLLIHG " LC20 E.c. 2115
At 14
) _ ] GGCCACAGCCAGGGCGGC P.a.18-14
P. aeruginosa Lipase LipC C.g. 13
(U75975) GHSQGG " Leaa E.c. 13
At 13
) ) ) CCCATCGTGCTGTCCCACGGT P.a. 2119
P. aeruginosal.ipase LipC C.g. 15
(U75975) PIVLSHG T Le22 E.c. 12
At 13
GGCCACAGCCACGGCGGG P.a. 18-13
P. aeruginosd.ipase LipA C.g.13
(AY682924) GHSHGG " Lc23 E.c. 13
At 14
P. aeruginosaLipaseLipA CCCATCGTGCTGGCCCACGGC P.a. 2119
C.g. 12
PIVLAHG - Lc24 E.g. 13
(AY682924) At 13
P. aeruginosd riacylglycerol GGCCACTCCCTCGGTGEE Eg }_3_)14
Lipase Vorstufe (PA1771) GHSLGG " Leos Ec 13
At 14
P. aeruginosaydrolase GGTCATTCCCTGGGTGGC E.a. :]L-2—>13
.g.
(PA3132) GHSLGG " LC26 Ec 14
At 13
P. aeruginosaydrolase GCAGTCCTGCTGCTGCATGGC CP:.a. ié—»lS
.g.
(PA3132) AVLLLHG - LC27 Ec 16
At 16
AGATTCTCCCAAGGAGGC P.a. 12
1 C.g. 1712
LC28 E.c.11
At 12
ATATTCTCCCAAGGAGGC P.a. 12
2 C.g.16—12
LC29 E.c.11
At 13
C. glutamicunriipase ATCTTCTCCCAAGGAGGC E.a. ié L
.g. 1o—
(RCGL01805) GFSQGG 3 LC30 Ec 11
At 12
ATCGTCTCCCAAGGAGGC P.a. 12
4 C.g. 1412
LC31 E.c.11
At 12
ATCGACTCCCAAGGAGGC P.a. 12
5 C.g. 1413
LC32 E.c.11
At 12
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Fortsetzung Tab. 6

Organismus/Enzym

Motiv Abw. DNA Sequenz / Bezeichnung Identitat
(Genbank)
GGGGACAGTGCCGGTGGC P.a. 14
1 C.g. 1714
LC33 E.c.14
At 12
GGGGACAGTACCGGTGGC P.a. 12
5 C.g. 1612
LC34 E.c. 12
At 13
GGGGACACTACCGGTGGC P.a 11
. . C.g. 1512
g'RgF'ultgg‘éC“m"pase GDSAGG 3 Lcss E.c. 12
At 12
GGGGACACTAGCGGTGGC P.a. 12
4 C.g. 14-11
LC36 E.c.11
At 12
GGGGACGCTAGGGTGGC P.a. 12
5 C.g. 1312
LC37 E.c. 13
At 16
GGCTATTCCATGGGTGCC P.a. 13
1 C.g.13
LC38 E.c. 12
At 17-12
GGCTATTCCATGGGTGAC P.a. 12
> C.g.13
LC39 E.c. 12
At 16—12
GGCTATTCCATGGGTTAC P.a 11
A. tumefaciensiydrolase C.g. 12
(NC_003304) GYSMGA 3 LC40 E.c.12
At 15-13
GGCTATTCCATGGGCTAC P.a. 15
4 C.g. 13
LC41 E.c.12
At 1411
GGCTATTCCATGGCCTAC P.a. 13
5 C.g. 11
LC42 E.c. 13
At 13—-11
GCGATCATTTTCCTGCATGGC P.a. 14
> C.g.13
LC43 E.c. 13
At 19-13
CCGATCATTTTCCTGGATGGT P.a. 13
3 C.g. 13
LC44 E.c. 13
. At 18—17
A. tumefacieng&sterase PIVFLHG GCGATCATTTTCCTGGATGGT P.a, 13
(NP_356705)
4 C.g. 13
LC45 E.c. 16
At 17—16
GCGATCATTTGCCTGGATGGT P.a. 12
5 C.g.12
LC46 E.c. 13
At 16—12
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Fortsetzung Tab. 6

Organismus/Enzym

Motiv Abw. DNA Sequenz / Bezeichnung Identitat
(Genbank)
CCGTTCATTTGCCTGGATCGC P.a. 12
A. tumefaciengsterase C.g. 16
(NP_356705) PIVFLHG 5 LC47 E.c. 13
At 16—13
AGCCACAGCCAGGGCGGC P.a. 17-15
1 C.g. 13
LC48 At 13
E.c. 13
ATCCACAGCCAGGGCGGC P.a. 16-13
> C.g. 13
LC49 At 17
E.c. 13
ATTCACAGCCAGGGCGGC P.a. 15-13
: . . C.g. 13
P. aeruginosd.ipaselipC GHSQGG 3 LC50 A_E 13
(U75975)
E.c. 13
ATTGACAGCCAGGGCGGC P.a. 1413
4 C.g.14
LC51 At 13
E.c. 12
ATTGCCAGCCAGGGCGGC P.a. 13-14
5 C.g.14
LC52 At 14
E.c. 13
CCCATCGTICTGGCCCACGGC P.a. 26-15
1 C.g.13
LC53 At 14
E.c. 12
CCCATCGTTGIGGCCCACGGC P.a. 19-13
5 C.g.12
LC54 At 14
E.c. 14
CCCATCGTTGG5GCCCACGGC P.a. 18-14
P. aeruginosd.ipaselipA 3 C.g.13
(AY682924) PIVLAHG LC55 At 13
E.c.11
CCCATCGTTGGGECCCACGGC P.a. 17-14
4 C.g.13
LC56 At 14
E.c. 13
CCCATCGTTGGCACCCACGGC P.a. 16-14
5 C.g. 16
LC57 At 14
E.c. 14
GACATTCGATGGGCGGA P.a. 12
1 C.g. 13
LC58 At 14
E.c. 17-14
GCACATTCGATGGGCGTA P.a. 12
E. coli Lysophospholipase 5 C.g. 13
(6586) AHSMGG LC59 At 12
E.c. 16—12
GCACATTCGATGGGCCTA P.a. 12
3 C.g.14
LC60 At 12
E.c. 1511
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Fortsetzung Tab. 6

Organismus/Enzym

Motiv Abw. DNA Sequenz / Bezeichnung Identitat
(Genbank)
GCACATTCGATGGGGCTA P.a. 12
4 C.g. 13
LC61 At 13
E. coliLysophospholipase E.c. 1411
(6586) AHSMGG GCACATTCGATGGAGCTA P.a. 12
5 C.g. 13
LC62 At 12
E.c. 13—11
CGTCACTCCATGGGCGGT P.a. 13
> C.g.13
LC63 At 12
E.c. 16—11
GGTCACTCAATGGGCGGA P.a. 13
5 C.g. 13
LC64 At 12
E.c. 16—11
CGTAACTCCATGGGCGGT P.a. 14
5 C.g. 13
E. coli Esterase LC65 At 12
(4592) GHSMGG E.c. 16—13
GGTCACTCCATGGGTGGA P.a. 14
C.g.12
2 LC66 At 12
E.c. 16
—16/17
GGTGTCTCCATGGGATGT P.a. 12
4 C.g.12
LC67 At 12
E.c. 1411
GGAGAAAGTCAACCTGATCG P.a. 5038
P. aeruginosd.ipaselipC GHSQGG ) GCCACAGCCAGGGCGGCATG C.g.14
(U75975) ACCGTGCGCT At 15
LC68 E.c. 14
CCAGACCAAATACCCCATCGT P.a. 50-30
P. aeruginosd.ipaselipA PIVLAHG i GCTGGCCCCGGCATGCTCGGCC.g. 14
(AY682924) TTCGACA At 15
LC69 E.c. 15
AAACGCTATATACTGGCACAT P.a. 13
E. coliLysophospholipase AHSMGG i TCGATGGGCGGTGCGATCTCC C.g. 16
(6586) ACATTATT At 15
LC70 E.c. 5016
CAATAATTCTCCCATCGTTCTT P.a. 18
E. coli Esterase GHSMGG _ GTCCACGGTCTGTTTGGCAGC C.g. 14
(4592) CTCGACA At 15
LC71 E.c. 5018
C. glutamicurtipase CTCCCAAGGAGGCBGEOLCACE. 3 5016
. g.
(RCGL01805) GFSQGG " TGGCTGGG At 13
LC72 E.c. 15
TCTAGTGGCAGTCGGCGGGGAP. a. 19
C. glutamicumLipase CAGCGCCGGTGGCAATATTGC C. g. 5039
(NP_600394.1) GDSAGG ) GGCGGTCA A. t. 16
LC73 E.c.14
GGAAACGCATGTGATGGGCTA P.a. 15
A. tumefaciensiydrolase GYSMGA i TTCCATGGGTGCGCGGATTTC C.g.17
(NC_003304) CGCCTTTC A.t1.50—-14
LC74 E.c.18
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Fortsetzung Tab. 6

Organismus/Enzym

(Genbank) Motiv Abw. DNA Sequenz / Bezeichnung Identitat
AAGCAGACCTGCCGCCGATCG P. a. 16
A. tumefacien&sterase PIVELHG ) TTTTCCTGCATGGCGCGAGCG C.g. 15
(NP_356705) CAAGTCTT A.t. 50—15
LC75 E.c. 16
. CATCATCATCATCATCAT keine
His-Abfolge o .
LC76 Ahnlichkeit
GTGTGTGTGTGTGTGTGT keine
GT-Abfolge P .
LC77 Ahnlichkeit
ACACACACACACACACAC keine
AC-Abfolge - - P .
LC78 Ahnlichkeit
TAGTAGTAGTAGTAGTAG keine
TAG-(Stop)Abfolge - LC79 Ahnlichkeit
ATGATGATGATGATGATG keine
ATG-Abfolge - T Lcso Ahnlichkeit
GGGCACTCGGCGGGCGGG P.a.: 14
Deinococcus radiodurans C.g.:13
Lipase GHSAGG - Lesl E.c.:12
A t.:13

2.4 Nahrmedien
LB-Medium: 10 g/l Trypton; 10 g/l NaCl; 5 g/l Hefeteakt
2x LB-Medium: 20g/l Trypton; 10 g/l NaCl; 10 g/l ieextrakt
LB/M9-Medium: 50 % (v/v) 2x LB/Medium; 10 % (v/v) BitL6sung 1; 1 % (v/v) M9-
Lésung 2; 1 % (v/iv) M9-Losung 3; 10 % (v/v) M9-Lagu4
M9O-L6sung 1: 40 g/l Glucose
M9-L6sung 2: 25 g/l MgS@x 7H20
M9-Ldsung 3: 2 g/l CaCl
M9O-Losung 4: 70 g/l NaHPOsx 2H20; 30 g/l KRPOy; 5 g/l NaCl; 10 g/l NHCI

Die Medien wurden vor der Anwendung autoklavierichithitzebestandige Chemikalien
wurden sterilfiltriert (Porendurchmesser 0,2 pmrodid5 pm, SHLEICHER & SCHUELL,
Dassel) und dem autoklaviertem Medium nach dem lterkdinzugesetzt. Zur Herstellung
von Festmedien wurde dem entsprechendem Flussigmedor dem Autoklavieren 1,5 %
(w/v) Agar zugesetzt.

2.5 Anzucht und Lagerung von Bakterien

E. coliundP. aeruginosé&stamme wurden in LB-Medium angeimpft und bei 3bdbruitet.
Uberexpressionskulturen wurden in LB/M9-Medium o&@&tB angezogen. Flissigkulturen
bis zu einem Volumen von 5 ml wurden im Reagenzglgsdem Brutroller, Fllssigkulturen
groRerer Volumina wurden im Erlenmeyerkolben anem Brutschiittler (GFL, Burgwedel)
bei 150 UpM bebrutet. Das Verhaltnis zwischen Kuwidlumen und Volumen des
verwendeten Erlenmeyerkolben entsprach stets Uh6rnachtkulturen wurden mindestens
16 h kultiviert. Hauptkulturen wurden jeweils atisez Ubernachtkultur mit 1/100 Volumen
angeimpft. Stamme mit Plasmid-kodierten Resistenkema wurden stets unter
Selektionsdruck durch Zugabe der in Tabelle 7 aglgegen Antibiotikakonzentrationen
kultiviert. Zur dauerhaften Lagerung der Stammedeuar Ubernachtkulturen mit 7,5 % (v/v)
DMSO versetzt und bei -80°C tiefgefroren.
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Tab. 7: Ubersicht der eingesetzten Antibiotikakonzetrationen

Antibiotikum E. cali P. aeruginosa
Ampicillin 100 pg/ml -
Carbenicillin - 300 pg/ml
Tetracyclin 50 pg/ml 100 pg/mi
Kanamycin 50 pg/ml -
Chloramphenicol 50 pg/ml 300 pg/ml

2.6 Isolierung von Nukleinséauren

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde nach der vornRBBOIM & DOLY (17)
beschriebenen Methode der alkalischen Lyse odeerulerwendung von Plasmid-
Isolationskits der Firma KBGEN (Hilden) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die
Konzentration von DNA-Préaperationen wurde durchyisehe Gelelektrophorese bestimmt.

2.7 Gelelektrophorese von Nukleinsduren

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse BNA und der gezielten Isolierung
von DNA-Fragmenten durchgefuhrt. Dabei wurde dien vVBAMBROCK et al (171)
beschriebene Methode angewendet. Als Elektrophpuéiee wurde 0,5 x TBE (45 mM Tris-
Base; 45 mM Borat; 1,25 mM EDTA; pH 8,3) benutzts &roRenstandard fiir die DNA-
Gele wurde die ,1kb-ladder” vorNVITROGEN (Karlsruhe) verwendet. Zur Dokumentation
der Gelelektrophorese-Ergebnisse wurde das Videaodektationssystem ,Gel Jet Imager
Plus* der FirmaNTAS (Gottingen) benutzt.

2.81n vitro Rekombination von DNA

Die Restriktion und die Ligation von DNA-Fragmentenrde nach SMBROCK et al (171)
sowie nach den Angaben der Hersteller der jewailigezyme durchgefuhrt. Die Reaktionen
wurden in den mitgelieferten Puffern durchgefinhrt.

2.9 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Die Herstellung transformationskompetenter Zellen E. coli und P. aeruginosasowie die
Transformation von Plasmid-DNA wurden entweder nédehRbCI-Methode von ANAHAN
(80) oder nach der Methode vonlEBLER & WIRTH (64) mittels Elektroporation
durchgefuhrt.

2.10 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurden entweder als Agiarbeit von der Firma
SEQUISERVE (Vaterstetten) oder am Institut fir Mikrobiologied Genetik der Universitat
Gottingen durchgefihrt.

2.11 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen  wurden nach der Methode VvABRADFORD (21)
spektralphotometrisch (,UV-1602“,H SMADZU, Duisburg) bestimmtAls Referenzsubstanz
diente Rinderserumalbumin (BSA).

2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denatenéen Bedingungen in Gegenwart von
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SDS in einem diskontinuierlichen Gelsystem (123glolwes sich aus einem 5 %igen
Sammelgel und aus einem 15 %igen Trenngel zusanatz¢;s Dazu wurde die ,Mini
Protean Il Dual Slap Cell*-Gelapparatur der Firm@mRAD (Minchen) bei einer Spannung
von 150 V verwendet. Vor der elektrophoretischeanfiung wurden die Proteinproben in
SDS-Probenpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 6,8; 4 % (wSDS; 10 % (v/v) Glycerol; 2 % (v/v)
3-Mercaptoethanol; 0,03 % (w/v) Bromphenol-Blau 3R aufgenommen und 10 min bei
98°C denaturiert. Gering konzentrierte Proteinprobairden vor der Elektrophorese durch
eine TCA-Fallung prazipitiert und in A. dest. auigenmen (149). Die aufgetrennten Proteine
wurden mit ,,SimplyBlue SafeStain“ der FirmdVITROGEN (Karlsruhe) gefarbt.

2.13 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifimieg von DNA-Fragmenten wurde nach
SAIKI et al. (170) durchgefuhrt. Standardméfig wurden PCR-Alséti einem Volumen
von 50 ul angesetzt. Diese setzten sich wie folggammen: 1 ng Plasmid-DNA als
Matritzen-DNA, 25 pmol von jedem Oligonukleotid20mM dNTPs und 2,5 Uag oder
Pfu-DNA-Polymerase. Die Reaktionen wurden in den Mg@der MgSQ@ enthaltenden
Puffern der Hersteller durchgefuhrt. Die PCR-Reail¢n wurden in einem PCR-Automaten
(,Mastercycler gradient”) der FirmaFPENDORRHamburg) durchgefihrt. Dem ersten PCR-
Cyklus ging eine 3 min Denaturierung bei 98°C vouaa dem letzten PCR-Zyklus schlol3
sich ein einmaliger 7 min Verlangerungsschritt B27C an. Die Hybridisierungstemperatur
wurde zuerst 5°C niedriger als der errechnete Midgg der Schmelztemperaturen der
eingesetzten Oligonukleotide gewéhlt und bei Bedatioht oder erniedrigt. Die Anzahl der
durchgefuhrten PCR-Zyklen betrug 35-40. Zur Reinggwon PCR-Produkten wurde das
»NucleoSpin Extract“-Kit der Firma MCHEREY-NAGEL (Diren) nach Herstellervorschrift
gebraucht.

2.14 Chromatographische Reinigung von Poly-HistidisFusionsproteinen

aus Zellrohextrakt

Zur Aufreinigung der lipolytischen Enzyme in Fornorv Poly-Histidin-Fusionsproteinen
wurde die immobilisierte Metall-Affinitats-Chromamaphie (IMAC) angewendet (151). Zur
Elution der gebundenen Poly-Histidin-Fusionspraewurde Imidazol eingesetzt, welches
die Histidinreste der Fusionproteine von der Ni-NWVatrix verdrangt. Da bei der
heterologen Expression iB. coli keine Sekretion ins Kulturmedium stattfindet, mulg z
Reinigung der rekombinanten lipolytischen Enzyme £¢llaufschluld durchgefuhrt werden.
Dazu wurde das Bakterienpellet (entsprechend e®iBsg, = 10) in 15 ml Lyse-Puffer
resuspendiert. Es wurden 200 pl Lysozym-Losung mmd Senkung der Viskositat 20 pl
DNasel zugegeben. Der Zellaufschluf® durch Ultrdsemntlgte fir 20 min diskontinuierlich
(50 % cycle) bei 40 W (70 % power) in einem 50 ndlcen-Tube auf Eis mit dem
-.BANDELIN Sonopuls HD60" in Verbindung mit der ,Kegelspitkd=66“. AnschlieRend
wurde die Probe zur Abtrennung der Zelltrimmer emfiert (Sorvall, SS-34, 30 min,
18000 Upm, 4°C) und der dabei erhaltene Uberstdtiéert (5 um PorengréRe). Der so
hergestellte Zellrohextrakt wurde nur kurz auf [gelagert und anschlieBend sofort zur
Aufreinigung eingesetzt. Die Flu3rate der Sauleugehierbei 5 ml/min und der eingesetzte
Gradient wurde von 20 mM auf 125 mM Imidazol konotarlich erhéht. Die Fraktionen
wurden jeweils fur eine Minute gesammelt und autEseaktivitat untersucht, sowie durch
SDS-PAGE analysiert.

2.15 Screening von Metagenombibliotheken

2.15.1 Detektion von Dehydrogenaseaktivitat (naclt6p))
Die Metagenombibliotheken wurden auf LB-Agarplati@merstempelt und Gber Nacht bei
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37°C bebriitet. AnschlieRend wurden die Koloniengait4 mm Agar (1,6 % Agar; 100 mM
KPi pH 7,5; 0,2 % Triton X-100, 10 mM EDTA) uUberschiehtDie Agarlésung mul3te vor
dem Uberschichten auf eine Temperatur von unte€ @&fgekihlt sein. Nach dem Erstarren
des Agars wurde funfmal mit Aufschluf3lésung (100 M, pH 7,5, 0,2 % Triton X-100,
10 mM EDTA) und finfmal mit Waschlésung (100 mM KBH 7,5) gewaschen (5 mm
Flissigkeitshohe in den Platten). Zur Farbung waidie Platten 2 mm hoch mit Farbeldsung
1 (1,25 M Dehydrogenasesubstrat, 0,2 g/l Phenduowtifat, 2 g/INitrotetrazoliumblau-
Chlorid, 100 mM KPi pH 7,5) Uberschichtet und 1 Dunkeln vorsichtig geschittelt.
Anschlie3end wurde die Farbelésung 2 (50 mM NADrdda&DP) in einem Verhaltnis von
1 ml Farbelosung 2 pro 100 ml Farbelosung 1 zugagalnd im Dunkeln ca. 15 min
geschattelt, bis die Hofe deutlich zu erkennen war&nschlieRend wird die Ldsung
abgeschuttet, die Platten zweimal kurz mit Wassawagchen und zum Trocknen offen
aufgestellt. Diffuse Hofe-bildende Kolonien konntinekt von den Screeningplatten gepickt
werden. Eine Aktivitdtsbestimmung in Mikrotitergkxt wurde ebenfalls wie schon
beschrieben durchgefiihrt (62).

2.15.2 Selektion von Klonen mit Amidaseaktivitat

Die Metagenombibliotheken wurden in LB Medium ine@®likrotiterplatten Gberimpft und
Uber Nacht bei 37°C und 600 Upm bebritet. Ansckhel3wurden die Zellen zentrifugiert
und in 100 ul steriler Saline (0,9 % (w/v)) resusgiert und gewaschen. Mikrotiterplatten
wurden mit 200 ul Amidase-Selektionsmedium befiid mit 25 pul der gewaschenen Zellen
beimpft. Die Kulturen wurden bei 37°C und 600 Upmbhitet. Positive Klone konnten
anhand des Wachstums und einer Farbanderung vomaRlotGelb identifiziert werden.

Amidase-Selektionsmedium:

Lsg. 1:
20 mM Benzamid, Methyl-Malonamid oder Propionanttthdkonzentration)
NacCl 25¢g

KoHPO, 1,399

KH,PO, 0,739

ad 450 ml A. dest. (evtl. aufkochen, dann autdkian)

Lsg. 2:

MgSOy 0,59

Phenolrot 0,012 ¢

ad 400 ml A. dest. (autoklavieren)

autoklavierte Lsg. 1 und 2 zusammengeben

+ 50 ml sterilfiltrierte Glukosel6sung (40 g/Intepricht 2 g/l Endkonzentration

2.15.3 Detektion von Amylaseaktivitat

Die Metagenombibliotheken wurden auf einen Agar ZDetektion von Amylase
produzierenden Klonen Uberimpft und bei 37°C bedirztur Herstellung dieses Agars wurde
10 g Starke in 250 ml A. dest. gel6st, die andé¢emponenten (15g Agar, 5g Gelatine, 3g
Beefextrakt) wurden in 500 ml A. dest. aufgenommi@ann wurden beide Lésungen zum
Kochen gebracht, vermischt und auf 1000 ml auf¢fe{fpH 6,8 = 0.2). Nach drei Tagen
Inkubation wurden die bebriteten Platten mit Lugbler Lésung (MRK, Darmstadt)
Uberschichtet, um nicht abgebaute Starke anzufarAerylaseproduzenten bildeten klare
Hofe um die Kolonien.
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2.15.4 Detektion von Proteaseaktivitat

Hierzu wurden die Metagenombibliotheken auf einegarAzur Detektion von Protease-
produzierenden Klonen Uberimpft und bei 37°C beadiriZur Herstellung dieses Agars
wurden 30 g Skim Milk in 500 ml A. dest. gel6st uBd min bei 105°C autoklaviert. Die
weiteren Komponenten (10 g Trypton, 10 g NaCl, Beje-Extrakt, 15 g Agar) wurden in
500 ml A. dest. gel6st und autoklaviert. Beide Liggen wurden vereinigt und die Platten
gegossen. Klare Hofe um die Kolonien zeigten Peaaktivitat an.

2.15.5 Identifizierung von lipolytischen Klonen

Zur Detektion von Lipase produzierenden Klonen vearadlie Metagenombibliotheken auf
einen Rhodamin-Triolein Agar Uberstempelt (119)tivék Klone gegen das Substrat Olivendl
zeigten nach drei bis vier Tagen eine leuchtendgedluoreszenz. Zur Identifizierung von
Esterase-produzierenden Klonen wurden die Metagbimdimitheken auf einen Tributyrin-
Agar Uberstempelt (118). Esteraseproduzenten rengteh friihestens drei Tagen klare Hofe.

2.16 Bestimmung von Enzymaktivitaten

2.16.1 Spektroskopische Methoden zur Bestimmung vdesterase-/Lipase-Aktivitat

Die Lipaseaktivitdt wurde nach Winkler & Stuckmapestimmt (216). In basischer Lésung
absorbiert abgespaltenpsNitrophenol Licht der Wellenlange = 410 nm. Die O.Dionmist
somit ein Mal3 fur die Aktivitat der Lipase. Substraulsion: 207 mg Natriumdesoxycholat,
100 mg Gummi arabicum, 90 ml Soérensen Phoshatpyffér8,0 (Lésung A: 8,9 g/l
NaeHPOs, Losung B: 0,68 g/l KeHPOs [A:B 17:1]); 30 mg pNP-Palmitat in 10 ml
Isopropanol (kurz Uber dem Bunsenbrenner erhitzéttp Reaktion wurden 2,5 ml
Substratemulsion mit 20-10Ql Probe vermischt und fir 15 min bei 37°C inkubiert
Anschlie3end wurde die O4onmder einzelnen Ansatze im Spektralphotometer (UV2160
SHIMADZU, Duisburg) gemessen.

Zur Bestimmung der Esteraseaktivitat wurden prokRea 1,5 ml (V) Testlosung [25 pl
pNPCaproat in 5 ml Ethanol gel6st; plus 100 ml Puffg00 mM KR pH 7,2; 10mM
Mg2SOr)] mit 5-50 yl (v) Probe vermischt und fur 15 min bei 37°C inlarb AnschlieRend
wurde auch hier die O.Ronmder Ansatze im Spektralphotometer (Zeiss PMQ Igtibemt.
Angegeben werden die Werte als relative Aktivitébbei die O.D. bei 410 nm auf 1 ml
Probenvolumen und auf die Zelldichte (Gdonn) bezogen ist (O.R10nn{O.D s8onn}/ml) oder
als unit. Ein U (unit) Enzymaktivitat ist definiests Bildung von 1pmagbNP/min, wobei der
molare Extinktionskoeffizien(=12500 M1) mit einer Eichgeraden bestimmt wurde:

U = O.Datonedmin*V/v* > 1

2.16.2 Titrimetrische Methode zur Bestimmung von Berase-/Lipase-Aktivitat

Die Enzymaktivitaten gegen Triglyceride und Vinyerswurden titrimetrisch durch einen so
genannten ,pH Stat* (718 STAT Titrino, BMROHM, LTD., Herisau, Schweiz) bestimmt.
Hierzu wurden 20 ml Puffer (2,5 mM Tris/HCI; 100 mMaCl; pH 6,9) unter Rihren
konstant auf 37°C gebracht. 5 ml des ebenfalls3@0€C vorgewarmten Puffers wurde mit
dem jeweiligen Lipasesubstrat versetzt (geschittéer bei Bedarf emulgiert) und zum
Gesamtansatz vereinigt. Der pH dieser Substratesgpewurde auf einen konstanten Wert
titriert. Die Autohydrolyse des Substrats und dsEehung der entsprechenden Fettsduren
wurde durch die automatische Gegentitration vorl WDNaOH bei konstantem pH Wert
tber 2 min dokumentiert und diente als Kontrolleséhliel3end wurde gereinigtes Enzym in
einer Konzentration von etwa 5 pug hinzugeftigt ued\derbrauch von 0,01 M NaOH wurde
Uber einen Zeitraum von 4 min dokumentiert. Ubem ¥erbrauch an NaOH lieR sich der
Substratumsatz in U/mg eingesetztes Enzym errechnen
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2.16.3 Gaschromatographische Analyse zur Bestimmungler Enantioselektivitat
lipolytischer Enzyme

Bei den GC-Analysen wurden sowohl die Substrats, alch die korrespondierenden
Alkohole nachgewiesen und quantifiziert. Vor demeesitlichen Messungen wurden die
Retentionszeiten der Substrate (Tab. 8) und dezilig@n Alkohole (Tab. 9) bestimmt, sowie
eine fur die Quantifizierung notwendige Kalibriegunles Systems vorgenommen. Dazu
wurden 0,1 M Stammldsungen der Substrate und deedq@mondierenden Alkohole in DMSO
angesetzt. Aus diesen Stammldsungen wurden in DMEsZhiedene Verdinnungen (5 mM,
10 mM, 20 mM und 50 mM) hergestellt. Die GC-Prolsetzten sich dann folgendermal3en
zusammen: 895 pl 1 M Tris/HCI pH 7,5; 5 pl 2 mM &h/NaOH pH 11; 100 ul Alkohol in
DMSO. Die Ansétze enthielten somit 10 % (v/iv) DM®@d die Endkonzentrationen der
Alkohole lagen bei 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM und &M. Zur Extraktion der Alkohole
wurden aus diesen Anséatzen jeweils 250 pl entnomoreh in ein neues Gefal3 (ER)
dberfuhrt. Dazu wurden 250 pl Essigsaureethyleggegeben und 1 min sorgfaltig
durchmischt (Vortex). AnschlieRend wurden die Phakech Zentrifugation getrennt (5 min,
14000 Upm, EZ, RT). 100 pul der oberen, organisdbleaise wurden abgenommen, in ein GC-
Gefal3 Uberfuhrt und gaschromatographisch aufgdtrga@-17A, HIMADZU, Diusburg).
Zur Erstellung der Kalibrierungsgeraden wurdenatigaltenen Peakflachen graphisch gegen
die Konzentrationen der Alkohole in den Probenamsaaufgetragen.

Tab. 8: Ubersicht der Substrate fiir die Bestimmungler Enantioselektivitat

Ester Bezugsquelle
Essigsaureester v. (+/-)-1-Octin-3-ol *
Essigsaureester wis-1,2-Cyclohexandiol *
Essigsaureester trans-1,2-Cyclohexandiol *
Essigsaureester v. Trimethylsilylbutinol *
IsopropylidenglycerinacetaR@g *x
Menthylacetat (+) **
Menthylacetat (-) **
Essigsaureester von Tetrahydronaphthylamin *
Essigsaureester v. Phenylethylamin *
Terpinylacetat EUKA, Sternheim

Essigsaure-2,2,2-Trichlor-1-phenylethylester IGISA-ALDRICH, Taufkirchen
Linalylacetat EUKA, Sternheim

* Synthetisiert durch AG Prof. M. Mulletnstitut f. Pharmaz. und Med. Chemie, Univerdsitégiburg
** AK Prof. M.T. Reetz, Max-Planck-Institut f. Kohlewschung, Milheim a.d. Ruhr
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Tab. 9: Ubersicht der Alkohole fiir die Bestimmung @&r Enantioselektivitat

Alkohol Bezugsquelle
(+/-)-1-Octin-3-ol FLUKA, Sternheim
cis-1,2-Cyclohexandiol FLUKA, Sternheim
trans-1,2-Cyclohexandiol FLUKA, Sternheim
Trimethylsilylbutinol SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen
Phenylethylamin FLUKA, Sternheim
Isopropylidenglycerin FLUKA, Sternheim

Menthol FLUKA, Sternheim

Zur Messung der Umsetzung der Substrate durchipidytischen Enzyme wurden jeweils
0,1 M Stammldsungen der Substrate in DMSO angedetztGC-Proben setzten sich dann
folgendermal3en zusammen: 895 ul 1M Tris/HCI pHR] bipase (ca. 2 ug Enzym in 2 mM
Glycin/NaOH pH11), 100 pul 0,1 M Substratstammi@sium DMSO. Die Endkonzentration
der Substrate betrug somit 10 mmol/l. Zur Bestimghder Retentionszeiten der Substrate
sowie zur Uberpriifung der Substrate auf Autohydmelyurden gleichzeitig Proben ohne
Lipase angesetzt, indem die Lipaseldsung durch 2@Ghpdin/NaOH pH11 ersetzt wurde. Die
Probenansatze wurden sorgféaltig durchmischt un@®4#ih bei RT inkubiert. Anschliel3end
wurde die Reaktion durch Extraktion gestoppt. DasleEder Reaktion ist dabei auf das
Verbleiben der Enzyme in der wassrigen Phase zaufigkren, wahrend die Alkohole und
Substrate in die organische Phase Ubergehen. Damiew 250 ul der Ansétze in ein neues
GefalR (ER) uUberfihrt, 250 pl Essigséureethylestegegeben und 1 min sorgféltig
durchmischt (Vortex). AnschlieRend wurden die Phabkech Zentrifugation getrennt (5 min,
14000 Upm, EZ, RT). 100 pul der oberen, organisdbleaise wurden abgenommen, in ein GC-
Gefal3 Uberfuhrt und gaschromatographisch analydieet freigesetzten Alkohole konnten
anschlieend mit Hilfe der Kalibrierungsgeraden @ers erhaltenen Peakflachen quantifiziert
werden. Die Berechnung deeWerte erfolgte nach folgender Formel:

n—nN:
N+ N2

ee[%] = ( j* 100% n: Stoffmenge 1.Enantiomer

n,: Stoffmenge 2.Enantiomer

Die ee Werte wurden in dieser Arbeit durch Auswertungn v@C-Chromatogrammen
ermittelt, deswegen wurden in die Berechnung k&itwéfmengen n, sondern die Peakflachen
A wie folgt eingesetzt:

ee[%] = AR 100% A Peakflache 1.Enantiomer
A+ A

A>: Peakflache 2.Enantiomer
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2.16.4 HPLC-Analyse zur Bestimmung der Amidaseaktitét

Die Amidase AmIiE aud”. aeruginosawurde inE. coli BL21(DE3) Uberexprimiert. Die
Zellen wurden 3 h nach der Induktion mit IPTG (@) geerntet und mittels Ultraschall
aufgeschlossen. Die Zellaufschliisse wurden auf @&, = 10 aufkonzentriert und durch
eine SDS-PAGE Analyse wurde die Menge an lOslichenidase abgeschatzt. Der
Aktivitatstest wurde fir 30 min bei 30°C in Na-Ppbatpuffer (100 mM, pH 2,5) und einer
Substratkonzentration (Propionamid) von 20 mM soffle- 20 ul des Zellaufschlusses in
einem Gesamtvolumen von 200 ul durchgefuhrt. Diakigen wurde durch die Zugabe von
800 pl Acetonitril gestoppt und durch RP-HPLC-Arsa (SIL-A10, $IIMADZU, Duisburg
mit Saule Chromsphere C18,ARIAN) bei RT quantifiziert. Hierzu wurde der Ansatz
zunachst zentrifugiert und sterilfiltriert. 10 pluwden dann zur Analyse eingesetzt
(Laufmittel: 10 % Methanol, 90 % 25 mMsPO,, pH 2,5; FluRrate: 0,3 ml/min). Der Umsatz
konnte anhand der Integrale und dem Vergleich migrezuvor mit Propionsaure erstellten
Eichgerade berechnet werden. Ein unit (U) entspraehoei der Menge an Enzym, die 1
pmol/min an Propionséure freisetzte.

2.17 Bestimmung der pH-Stabilitat von Esterasen

Die gereinigten Enzyme EstCL, EsStCE und EstA3 wardein Puffern (50 mM
Endkonzentration) bei unterschiedlichen pH-We(fgt 2-3: Glycin/HCI; pH 4-6: NgHP O,
pH 7-9: Tris/HCI; pH 10-12: Glycin/NaOH) in einerokzentration von ca. 2 pug/ml verdinnt
und flr 48h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Iyigiche Restaktivitat wurde
spektrophotometrisch mi:Nitrophenylcaproat als Substrat bestimmt (2.16.1).

2.18 Bestimmung des pH-Optimums von Esterasen

Das pH-Optimum der drei Esterasen EstCL, EstCERstA3 wurde titrimetrisch bestimmt.
Als Substrat wurde Tributyrin (2 mM Endkonzentradioszerwendet, welches erst bei pH-
Werten > 11 oder < 4 zu einer extremen Autohydely®igt, so dass eine Messung
unmadglich wurde. Zur Messung der Aktivitaten in exm pH-Bereich von 4-11 wurden
unterschiedliche Puffersysteme in einer Konzermration jeweils 2,5 mM eingesetzt: pH 4-7
NaoHPOy; pH 7-11 Tris/HCI; pH 9-11 Glycin. Die Messung wleranalog zur Bestimmung
des Substratspektrums (2.16.2) durchgefuhrt.

2.19 DNA-Isolation aus Umweltproben (modifiziert n@h (222))

5 g Probe wurden in 135 ml DNA-ExtraktionspufferDEP (pH 8,0):
100 mM Tris; 100 mM NaEDTA; 100 mM NaHPGO;; 1,5 M NaCl; 1 % CTAB) aufgenom-
men und nach Zugabe von 100 ul Proteinase K (10thagimier Schitteln 30 min bei 37°C
inkubiert. Anschlieend wurden 3 ml 10 % SDS (wZupegeben und der Ansatz 2 h bei
65°C leicht geschuttelt. Dann folgte eine 10 migé@tZentrifugation (4000 g, RT) zur Gewin-
nung des Uberstands. Zweimal wurde das Pellet emérahiert (je + 4,5 ml DEP und 1 ml
10 % SDS, 10 min bei 65°C). Die Uberstande wurdereinigt und anschlieRend mit dem
gleichen Volumen Phenol/lsoamylalkohol (24:1) veschti und 3 min bei 4000 g
zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein frischG Uberfihrt und mit dem gleichen
Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) vermisclitiederum folgte eine Zentrifugation
fur 3 min bei 4000 g und die obere Phase wurdé@nifrisches SS34 Rohrchen Uberfuhrt. Zur
weiteren Reinigung der DNA wurde eine Isopropaniifiy vorgenommen (171). Das Pellet
wurde anschlieBend in 500 pl A. dest. aufgenommeschlie3end wurden bei Bedarf ver-
schiedene kommerziell verfigbare chromatographisBiMA-Reinigungskits der Firma
BIOMOL (Plymouth Meeting USA) oder NVITROGEN (Karlsruhe) benutzt, um evt. stérende
Kontaminationen zu eliminieren.
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2.20 Klonierung metagenomischer DNA

Um ideale Enzymkonzentrationen fir den partiellemNADVerdau der Metagenom-
praparationen zu ermitteln, wurden Verdinnungsreihet der Restriktionsendonuklease
SaBa getestet. Hierzu wurden etwa 0,5 pug der iselieMetagenom-DNA fur 60 min mit
1U; 0,1 U; 0,01 U und 0,001 U Restriktionsenzym ®&iC inkubiert. Nach der Restriktion
wurden die Proben durch die Auftrennung in eined %jgem Agarosegel analysiert. Im
Anschluf3 wurde fir jede einzelne Metagenom-DNA-Brabne partielle Restriktion im
praparativen Malstab durchgefuhrt. Hierzu werdemeile 5 pg DNA mit der zuvor
bestimmten, optimalen Verdinnung vBawa erneut 60 min bei 37°C inkubiert. Es folgte
eine Inaktivierung des Enzyms bei 65°C fir 10 miinschlieRend wurden die Metagenom-
DNA-Fragmente in den vorbereiteten Vektor (rBianHI linearisiertes Plasmid/Cosmid)
ligiert. Die Ligationsanséatze wurden tUber Nacht bEIC inkubiert und am darauffolgenden
Tag in einen geeignetdd. coli Stamm transformiert bzw. mittels des Gigapack Qoid
(STRATAGENE, Heidelberg) nach den Angaben des Herstellersdramert. Rekombinante
Klone wurden stichprobenartig durch Restriktion$gs® Uberpruft und entweder von den
Platten als Pools abgeschwemmt oder in Mikrotitdtph Uberfuhrt, jeweils Uber Nacht
bebrutet und mit 20 % Glycerol zur Lagerung ber@0ersetzt.

2.21 Transposition mit MUExpress

Der Vektor pMuExpress(CiiKkm") wurde mit der Restriktionsendonukledaglll verdaut, so
dass MuExpress als etwa 1200 bp (Kmder 1400 bp (Ch groRes Fragment ausfallt.
MuExpress wurde anschlielBend mittels Gelelutioiegound konnte zur Transposition
eingesetzt werden. Dazu wurde folgender Ansatz dséetit (20 pl Endvolumen): 30 ng
MuExpress; 600-1200 ng Cosmid-DNA (Pool); 1 U Trosase; 1x Transposasepuffer. Der
Transpositionsansatz wurde 2 h bei 37°C inkubied anschlieRend wurde die Reaktion
durch eine Inkubation fur 10 min bei 75°C gestofper Ansatz wurde dann entweder in
geeigneteE. coli Stamme mittels Elektroporation transformiert oolePhagen verpackt und
anschlieend transduziert. Hierbei wurde das Gigap&old Kit (STRATAGENE,
Heidelberg) benutzt und es wurde nach den AngalesnHegrstellers verfahren. Klone mit
inseriertem MuExpress wurden durch die Zugabe despechenden Antibiotikums
(Km'/Cm)selektiert.

2.22 DNA-Array Experimente

Die Hybridisierungsexperimente wurden im Instititr fMikrobiologie und Genetik der
Universitat Gottingen in Kooperation mit der AG Ehreich durchgefuhrt. Hierzu wurden die
bendtigten Gerate in einem klimatisierten ReinraaumVerfligung gestellt (Abb. 6).

2.22.1 Immobilisierung von Oligonukleotiden auf Glatragern

Das Spotten der Oligonukleotide erfolgte mit denctitdea Spotter der FirmaMERSHAM
BIOSCIENCES nach dem Prinzip degontact printings. Ein Druckkopf mit 24 Nadeln
nimmt aus Mikrotiterplatten pro Nadel ca. 200 nf,aim dann mit hoher Prazision 100 pl
Flissigkeit pro Spot auf die Chipoberflache zueetAuf diese Weise ist es mdglich, 20.000
einzelne Spots auf ein Microarray mit den Mal3er®i@bjekttragers (2,5 cm x 7,5 cm) zu
setzen, wobei jeder Spot einen Durchmesser vorubb@ufweist und der minimale Abstand
der Spots 30 um betragt. In dieser Arbeit wurdenndit einem ,Amino-Anker‘ am 5° Ende
modifizierten Oligonukleotide kovalent an einenialkirten Glastrager gebunden (Code-Link
Slide, AMERSHAM BIOSCIENCES Freiburg). Hierzu wurden die Oligonukleotide imes
Endkonzentration von 20 nmol/ml in 1x Auftragspuft@50 mM Na-Phosphat, pH 8,5) auf
den Glastrager gestempelt. Da die kovalente Bindeing feuchte Atmosphéare erfordert,
wurden die beladenen Glastrager fur 24 h in egeschlossenen Kammer Uber einer
gesattigten Kochsalzlosung inkubiert. In dieser Kamn herrscht eine Luftfeuchtigkeit von
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etwa 75 %. Zur langeren Haltbarkeit wurden die deteen Glastrager in einem Exsikkator
unter Vakuum aufbewabhrt.

AutomatischerSlide Processor (AS Lucidea Spotter (MERSHAM
Lucidea, AMERSHAM BIOSCIENCES BIOSCIENCES Freiburg)
Freiburg). 12 x Hybridisierung.

Slide Scanne
GenePix 4000 B
(AXON INSTRU-
MENTS, Union
City, USA

Abb. 6: Klimatisierter Reinraum mit Geraten zur Nutzung der ,Array- Technologie" des Instituts fir
Mikrobiologie und Genetik der Universitat Goéttingen.

2.22.2 Nachweis der Immobilisierung von Oligonuklgiden durch Vistra-Green
Farbung

Zum Nachweis der Immobilisierung der Oligonukleetauf der Glasoberflache wurde Vistra
Green (AMERSHAM BIOSCIENCES Freiburg) 1:10.000 in TE Puffer (10 mM Tris/HAl,
mM EDTA, pH 8) verdunnt. Der Trager wurde 10 mir2dy ml der gepufferten Vistra Green
Lésung inkubiert, danach 2 x in A.dest. gewasclgetrocknet und mit dem Slide-Scanner
(AXON INSTRUMENTS Union City, USA)bei einer Wellenlange vaki= 532 nm analysiert.

2.22.3 Markierung genomischer DNA

Die genomische DNA wurde entweder durch Ultrasc{®&dinopuls HD60, BNDELIN) oder
durch partiellen Verdau mit dem Enzy8aBA auf eine Grol3e von etwa 2-3 kb fragmentiert.
Die DNA wurde anschlieBend aus einem Agarosegeérelund gereinigt. Etwa 2 ug der
DNA Fragmente wurden in einem Volumen von 21 pdast. aufgenommen. Dann wurden
20 pl Zufallsprimer/Reaktionspuffer Mix zugegebeétdb@ pg/ml Zufallsprimer (Hexamer),
125 mM Tris/HCI pH 6,8; 12,5 mM MgCI; 25 mM 3-Meptaethanol) und der Ansatz fur
5 min im Wasserbad gekocht und anschlieRend auféstellt. Dem Ansatz wurde zunachst
5ul dNTP Mix (1,2 mM je dATP; dGTP und dTTP; sowd6 mM dCTP in 10 mM
Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8) und dann erst 3ul Cy5T# oder Cy3-dCTP (1 mM,
AMERSHAM BIOSCIENCES Freiburg) zugefigt. Anschlieend wurde 1 pl (bKlenow
Fragment zugefiigt und der Ansatz fur 2 h bei 37ARubiert. Die Reaktion wurde
anschlieRend durch die Zugabe von 5 ul EDTA (0,5,mpM 8) gestoppt. Anschliel3end
wurde die DNA durch eine Phenol/Chloroform Extraktund Ethanolfallung gereinigt (171).
Die Qualitdt der markierten DNA wurde bei einerdigmnten Probe spektrophotometrisch
durch die Analyse des Absorptionsspektrums im id&llegenbereich voA = 280-700 nm
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bestimmt. Der Absorptionspeak bei 550 nm (Cy3) doeir 650 nm (Cy5) mulite hierbei
grolRer sein, als der unmittelbar davorliegende Pdaksonst ein ,,Quenching® der Probe
vorlag, d.h. die Bildung von intermolekularen Irtietionen und Aggregaten. Die Menge an
inkorporierten Cy3/5 Molekilen wurde mit den Extiokiskoeffizientere = 150.000 (Cy3)
bzw. 250.000 (Cy5) auf folgende Art berechnet:

pmol Cy3 = (Aso/ 150.000) x Verdiinnungsfaktor x (z pl) x (w cm) 6

pmol Cy5 = (Aso/ 250.000) x Verdiinnungsfaktor x (z pl) x (w cm) &2

mit Assobzw. Assp = Absorption bei den Wellenlangen 550 und 650 (amyl = Volumen der
Probe nach der Reinigung; (w cm) = optischer P&dkdivette in cm.

2.22.4 Hybridisierung der immobilisierten Oligonukleotide mit genomischer DNA und
Auswertung der Daten

Die Hybridisierung der immobilisierten Oligonukled# mit der markierten genomischen
DNA erfolgte vollautomatisch mit dem Automatisch&lide Processor (ASP Lucidea,
AMERSHAM BIOSCIENCES Freiburg). Vorbereitend wurde die genomische DNA
denaturiert und die bendtigten Hybridisierungskammrges ASP gespult. Die Denaturierung
der DNA erfolgte durch 2 mindtiges Inkubieren bBf@®, anschlieBender Abkihlung auf Eis
und der Zugabe von 50 pl Hybridisierungspuffer. Beisatz wurde gemischt, bei 13000
Upm kurz abzentrifugiert und lichtgeschitzt auf g&agert. Anschlieend wurden 200ul des
Hybridisierungsansatzes mit einer Hamiltonspritzdie Hybridisierungskammer des ASP, in
welche bereits ein beladener Microarray eingespannte, injiziert. Die Hybridisierung
erfolgte mit dem folgenden Standardprogramm, welchieerdings in vielen Parametern zu
Testzwecken variiert wurde:

01 Flush Leeren der Schlauche und Kammern

02 Heat, Kammern auf 38°C aufheizen

03 Flush Kammern mit Isopropanol spilen und keere
04 Flush Kammern mit Wasser spilen und leeren
05 Air Pump Kammern fur 60 s mit Luft sptlen

06 Heat Off Heizung ausschalten

07 Prime Schlauche mit Wash1 fullen

08 Wait INSERT TEST SLIDES - test slides einkege
09 Heat Kammern auf 42°C aufheizen

10 Wait Inject probe solution - Proben Losunjgiaren
11 Mix mischen der Losungen in den Kammern 12
12 Flush mit Wash1 spilen

13 Heat Kammern auf 45°C aufheizen

14 Mix Mischen mit Wash1 fir 10 min

15 Prime Schlauche mit Washz2 fullen

16 Flush Mit Wash 2 spiilen

17 Mix Mischen mit Wash2 fir 10 min

18 Flush mit Losung Wash2 spuilen

19 Mix Mischen mit Wash2 fir 4 min

20 Prime Schlauche mit wash3 fillen

21 Flush mit Losung Wash3 spulen

22 Prime Schlauche mit Isopropanol fullen

23 Flush mit Isopropanol spiilen

24 Flush Kammern mit Luft spllen

25 AirPump Kammern mit Luft trocknen

26 Heat Heizung ausschalten

27 Wait REMOVE TEST SLIDES
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Fortsetzung des Standardprogramms:
Test slides entfernen und mit dummy slides ersetzen

28 Heat Heizen auf 48°C

29 Flush mit Lésung Wash2 spiilen

30 Mix Mischen mit Wash2 fir 5 min

31 Prime Schlauche mit Wasser fullen

32 Flush mit 6 ml Wasser spulen

33 Mix Mischen mit Wasser fiir 5 min

34 Flush mit 6 ml Wasser spulen

35 Flush mit Luft spilen

36 Prime Schlauche mit Isopropanol fillen

37 Flush mit Isopropanol spilen

38 Flush mit Luft spilen

39 Air Pump Kammern mit Luft trocknen

[Ende]

Erlauterung der Programmbefehle

Flush: Spulen der Hybridisierungskammern und &attie
Prime : Fullen der Schlauche bis zur Hybridisiggkammer
Mix: Mixen der Loésung innerhalb der Kammer dukébr- und Zurtickpumpen
Heat: Heizen der Kammer auf eine bestimmte Teatper
Air Pump:  Trocknen der Kammer durch Luft

Wait: Warten bis zu einer Bestatigung vom Benutze
LOosungen:

Lésung 1: Wasser (bidest) (Minimales Volumen 200m|

Losung 2: Wash 3 (0,1 x SSC)

Lésung 3: Wash 1 (1 x SSC; 0,2 % SDS)
Losung 4: Wash 2 (0,1 x SSC; 0,2 % SDS)
Losung 5: Isopropanol

Zur Verarbeitung der Hybridisierungsdaten wurdeesdimit dem Scanner GenePix 4000B
(AXON INSTRUMENTS Union City, USA) und dem Programm GenePix visiait. Fur die
Quantifizierung der Fluoreszenzwerte und zur Idendrung jedes einzelnen Spots in
GenePix wurde zunachst eine Schablone auf den @ettggt, womit jedem Spot das entspre-
chende Oligonukleotid zugewiesen und der auszeweet Bereich festgelegt wurde. Mit
Hilfe eines eigens dafur entwickelten Computerpaogns (Ehrenreich, unveréffentlicht)
wurde die Schablone, basierend auf einer ExcelgBelgsliste, in Form eines ,gal files” ge-
neriert. Die Ausrichtung dieser Schablone wurdgdden einzelnen Spot manuell Gberpruft.

2.23 Computerprogramme und Online-Datenbanken

Die Analyse von DNA-, und Aminosauresequenzen sdwnatein-Strukturuntersuchungen
erfolgte mit Hilfe der Computerprogramme ,Clone Mger fur Windows 7.0%, ,Plasmid
MapEnhancer 3.0" (SIENTIFIC AND EDUCATIONAL SOFTWARE, Durham, USA), ,CS
ChemDraw Pro 7.0" (EBMBRIDGESOFT, Cambridge, USA) und ,Cn3D4.1 deANONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Homolo-
gie- und Sequenzvergleiche wurden mittels der maeDatenbank des ,ATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION* mit den BLAST-Algorithmen (3)
durchgefuhrt. In dieser Arbeit wurden Ergebnisset rHilfe eines Scanners (,HP
Precisionsscan Pro 3.1*,BWLETT PACKARD, Boblingen), einer digitalen Kamera sowie
einer Videodokumentationsanlage digitalisiert utekteonisch in das Manuskript eingebun-
den. Bei diesen Ergebnissen handelt es sich umlaiddungen der Agarosegelelektropho-
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rese, der SDS-PAGE-Analysen, sowie der Indikatttgraflr die qualitativen Enzymnach-
weise. Wahrend der Datenerfassung und der Dataivegitang wurden keine inhaltlichen
Anderungen der Abbildungen vorgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung von Biokatalysatoren durch Aktivitats-Screening

Um die Vielfalt der mikrobiellen Diversitat vollstdig zu untersuchen und zu nutzen, muss
eine Anzucht der Organismen vermieden werden, d&twa 1 % unter Standardlaborbedin-
gungen kultiviert werden kénnen (4). Zur Lésungsdi Problems wird seit einigen Jahren
der sogenannte Metagenom-Ansatz durchgefuhrt, uknobielle Lebensgemeinschaften zu
analysieren und biotechnologisch zu nutzen. Diekdlr Isolierung der Gesamt-DNA einer
Umweltprobe, also des Metagenoms, ist der erstatSdieser Methodik. AnschlieRend kann
dann die mikrobielle Zusammensetzung durch 16S rRdAlyse bestimmt oder Screening-

verfahren zur Isolierung von z.B. Biokatalysatodemchgefiihrt werden.

3.1.1 DNA-Isolierung und Konstruktion von Metagenonbibliotheken

Bei der Isolierung von DNA aus Umweltproben untbesdet man zwei Vorgehensweisen;
ex situund in situ. Bei derex situ Methode werden die Zellen zunéchst von der Matrix
entfernt und anschliel3end die genomische DNA agesedi vorgereinigten Zellen gewonnen,
bei derin situ Methode kann die DNA ohne vorherige Trennung ddleAedirekt isoliert
werden (121, 165). Nach dén situ Methode, die den Vorteil einer schnelleren
Durchfihrung hat, wurde DNA aus Bodenproben desriisschen Gartens der Universitat

Bochum von verschiedenen Standorten isoliert (Adal.

b)

8 kt
6 kb

4 kb

2kb

Abb. 7: Isolation von metagenomischer DNA aus eineBodenprobe des botanischen &tens der
Universitdt Bochum und Restriktionsanalyse der resliierenden Cosmid-Bank (a) Die DNA wurde nac
derin situ Methode isoliert und gereinigt. Je 5 ul wurdereinem Agarosegel (0,5 %) aufgetrennt. (b)
Restriktionsanalyse der Metagenombibliothek wurda ©0 zufallig ausgewahlten Klonen die CosmbiNA
isoliert und ein Aliquot mit dem RestriktionsenzyieoR| hydrolisiert. Bei dieser Restriktion entstehban
den unterschiedlichen DNA-Fragmenten der inserneketagenom-DNA ein fir den VektpWE15 typische
DNA Fragment von 8 kb GroR3e (s. Pfe
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Um aus der isolierten DNA eine Metagenombank héefles, wurde diese anschliel3end
partiell mit dem Restriktionsenzyi@alBA verdaut, welches aufgrund der vier Basenpaar-
Erkennungssequenz sehr haufig schneidet. Die DNdgrRente mit einer Gro3e von tber 20
kb wurden aus einem Agarosegel isoliert und in Gdemkloniert. Diese wurden
anschlieBend in Phagen verpackt, mit welchen esmggeterE. coli Stamm infiziert werden
konnte. Die rekombinanten und unter Selektionsdgeskachseneh. coli Klone bildeten die
jeweils entstehende Metagenombibliothek, welche wedér als Einzelklone in
Mikrotiterplatten oder als von den Agarplatten awjwvemmte Pools bei -80°C gelagert
wurden. Einige Klone wurden zufallig ausgewahlte dCosmid-DNA isoliert und eine
Restriktionsanalyse durchgefuhrt, woraus auf dialif, also die Anzahl der Cosmide mit
unterschiedlichen Inserts und die durchschnittlidfragmentgrofRe der Metagenombank
geschlossen werden kann (Abb. 7b). Fur die abgaeilletagenombank ergibt sich eine
durchschnittliche Insertgrof3e von etwa 21 kb, woleder ein Leervektor noch identische
Klone detektierbar waren. So hergestellte Metagdmloliotheken konnten nun flr

verschiedene Arten von Screenings benutzt werden.

Tab. 10: Uberblick der in dieser Arbeit hergestellten, bzw. zur Verfiigung gésliten
Metagenombibliotheken fiir ein Screening nach neueBiokatalysatoren. (* ausschlie3lich von AG Stre
durchmustert)

Herkunft Vektor Anzahl Klone @ Insert Quelle/ Referenz
Trinkwasserbiofilm (TWB) | Cos pLAFR3 2100 15kb (175, 176)

TWB Il BAC-Vektor 1800 30 kb (175, 176)

TWB Il Cos pWE15 1700 30 kb (175, 176)
Expressionsbank aus TWB Il + Transposon 3400 k80 diese Arbeit, (s. 3.3.3)
Bochum-Boden Cos pWE15 600 (Pool) 21kb aimdeit
Agarolytisches Konsortium Cos pWE15 1500 30 kb 208]
Ol-kontaminierter Boden* Cos pWE15 2500 30 kb 6)(5

Diesel-Wasser Biofilm* Cos pWE15 600 25 kb Strenveroffentlicht
Harz-Boden Cos pWE15 ~ 4000 (Pool)  25kb (57)
Pferdeexkremente Cos pWE15 ~800 (Pool) 25kb ) (57
USA-Vulkanboden Cos pMCL210 ~300 (Pool) 10kb 7)(5
Gottingen-Boden Cos pWE15 ~ 2500 (Pool) 25kb (57)
Indonesien-Boden pBluescript 600 (Pool) 6 kb Santosa, unverdffentlicht
Kamschatka-Boden Cos pWE15 2100 10 kb Danieferdifentlicht

Expressionsbank aus Kamschatka- ] .
Bod + Transposon  ~ 15000 (Pool) 10 kb diese Arbeit3s33
oden

Gesamt ~ 38.000 @ 20 kb
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Weitere Metagenombibliotheken wurden in Kooperatioit der AG Streit aus Biofilmen
konstruiert, bzw. zur Verfigung gestellt. Insgesatanden 15 verschiedene Banken mit ins-
gesamt etwa 38.000 Klonen zur Verfligung, was be@reiurchschnittlichen Insertgrél3e von
etwa 20 kb einem Volumen von 760 Mb an metagendrarsDNA entspricht (Tab. 10).

3.1.2 Das Screening: Identifizierung von Biokatalystoren

Um eine moglichst grol3e Anzahl an Klonen testerké@nnen, muss ein Screeningsystem
dazu geeignet sein, im Hochdurchsatz Screeningh(HThroughput _$reening, HTS)
Verfahren angewendet zu werden. Dazu geeignet lseigpielsweise einfache Agarplatten-
Assays oder Selektionsmethoden, wogegen Aktivitdssungen, die einen grél3eren Zeit,-
bzw. Arbeitsaufwand erfordern (z.B. HPLC Messungehgr ungeeignet sind. Neben der
Nutzung bereits bewéhrter Screeningtechnologienesatlaher nétig, auch innovative neue
Screeningmethoden zu etablieren oder zu entwickein,interessante Biokatalysatoren zu

identifizieren.

Lipolytische Enzyme

Wie bereits in der Einleitung beschrieben (s. hdhdelt es sich bei den lipolytischen
Enzymen um biotechnologisch sehr interessante E@zyiir die bereits zwei einfache
Plattenassays zur Verfugung standen. Zum einen kd#am kurzkettige Glycerolester
Tributyrin als Substrat eingesetzt werden. Es bilodt dem Agar eine Emulsion und
verursacht eine Tribung. Bei Esteraseaktivitat wied Glycerolester in den Alkohol und die
korrespondierenden Fettsduren gespalten und eelenésn klarer Hof um aktive Kolonien,
wie in Abbildung 8 dargestellt ist (118).

Abb. 8: Detektion von lipolytischen
Enzymen mit dem Substrat Tributyrin.
Bei lipolytisch aktiven Kolonien vo
rekombinanten E. coli Stimmen mi
plasmidkodierter Lipase ist nach 43-
Tagen eine Hofbildung um die Kolonie
zu erkennen.

aktive
Kolonien

Bei dem anderen verwendeten Substrat Olivendl Haadesich um eine Mischung von Olen
mit vorwiegend langerkettigen, mehrfach ungesatigEettsduren. Durch die Zugabe von
Rhodamin in den Agar kann eine Spaltung dieser kstdV-Licht sichtbar gemacht werden

(119). Beim Screening im heterologen Wit coli dauert es etwa drei Tage bis es zur
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Hofbildung um die Kolonien kommt, da kein funktidea Sekretionsweg ins umgebende

Medium existiert und erst Zellen lysieren missen,aine Aktivitat sichtbar zu machen.

Amidasen

Zur Detektion von Amidasen musste zunachst einkBetessystem entwickelt werden, um
groRe Metagenombibliotheken zu untersuchen. Bei elwymatischen Umsetzung von
Amiden entsteht im Fall eines primaren Amids digsprechende S&ure und Ammoniak

(Abb. 9). Diese Reaktionsprodukte sollten zur Seekund Detektion genutzt werden.

RCONH, + H.O & > RCOOH + N

Abb. 9: Reaktionsschema der durch eine Amidase kalgsierten Hydrolyse eines primaren Amids zur
entsprechenden Séaure und Ammoniak.

Ammoniak kann der heterologe ScreeningWrtcoli als Stickstoffquelle und die produzierte
Saure maoglicherweise als Kohlenstoffquelle nutz&nl3erdem fuhrt die Entstehung der
Saure zu einer Verschiebung des pH-Werts, welcliehdden Zusatz eines pH-Indikators
detektiert werden kann. Um dieses Selektionssystementwickeln, wurde die bereits
eingehend regulatorisch und biochemisch charaleers aliphatische Amidase (AmiE,
Genbank Accession No.: M27612) aBseudomonas aerugino$2A01 (61, 109) kloniert
und Uberexprimiert, um die bereits bekannten oggm&ubstrate als Testsubstanzen fur den
Assay einzusetzen. Nach der Klonierung und Ubegassgion von AmiE wurde die Menge an
l6slicher Amidase im Ganzzellextrakt v@n coli durch SDS-PAGE Analyse bestimmt und
ein Aktivitatstest mit Propionamid als Substrat ahgefihrt und mittels HPLC-Analyse
quantifiziert. Die Aktivitat der exprimierten Amida lag danach bei etwa 400 U/mg Enzym,
was der Aktivitat von kauflich erhaltichem Enzymmtgpricht (3GMA ALDRICH). Das
Screeningsystem sollte sowohl im flissigen Medidumeinen Mikrotiterplattenassay (Abb.
10), als auch fur einen Agarplattenassay entwickedrden. Als pH-Indikator wurde
Phenolrot eingesetzt, welches im alkalischen Bhbreit und beim Ubergang in den sauren
Bereich gelb wird. Wie in der Abbildung 10 zu erken ist, funktioniert der Assay in
Amidase-Minimalmedium mit Propionamid (20 mM) allemiger Stickstoffquelle nur, wenn
Glukose (2 g/l) als zusatzliche Kohlenstoffquelleg@boten wird (obere Reihe, erste und
zweite Spalte). Nur die Kulturen mit UberexprimggriAmidase zeigen ein Wachstum (als

Tribung zu erkennen) sowie auch den erwarteteruResthlag.
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Abb. 10: Amidaseassay mi

- IPTG + PTG Uberexprimierter Amidase AmiE
aus P. aeruginosa. E. coli
+Glu -Glu +Glu -Glu Uberepressionskulturen  (AmiE
I _ und Kontrollkulturen mit Leer-
\"// " vektor wurden Gber Nacht ir

Vollimedium angezogen, gewa-
schen und anschlieRend
Amidase-Minimalmedium  Uber-
impft. Aktive Kulturen zeigten ein
Tribung und eine Ansduerung (
Mediums (von rot nach gelt
Gezeigt sind die Kulturen na

Phenolrot E 24h mit und ohne Zugabe V(

pH1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14 Glukose (+/- Glu) und mit unc
ohne Zwgabe von IPTG zL
Induktion.

Dagegen bleiben sdmtliche Kontrollen pH stabil wethen kein Wachstum. Auffallig war
aul3erdem, dass die Expression und die Aktivitdt AomE auch ohne Induktion mit IPTG
ausreicht, um ein Wachstum der Kulturen zu ermbglic Allerdings fiel auf, dass das
Wachstum des rekombinant&n coli Stammes trotz ausreichender Expression und Adtivit
sehr langsam war. Im Genom vBn aeruginosast das AmidasegeamiE in einem Operon
mit zwei regulatorischen GeneramiRC und zwei GenenamiBS die putative
Transportproteine kodieren, organisiert. Das schead/achstum vork. coli kdnnte also
durch den fehlenden Transport des Substrats in Zdike oder die Entsorgung der
entstehenden, mdglicherweise toxischen Saure audefle hinaus, verursacht sein. Deshalb
wurde das komplette AmICBRS Operon kloniert, umzaséatzlich zur Amidase und evtl.

beim spater angestrebten Screening zusatzlichingeren.

IPTG + - Medium

Abb. 11: Expression der Amidase AmiE
aus P. aeruginosa im heterologen Wirt E.
coli bei gleichzeitiger Coexpressionder
putativen Transportproteine AmiBS. Die
Kulturen  wurden Uber Nacht i
Vollimedium angezogen, gewaschen |
anschlieBend in Amidaddinimalmedium
Uberimpft. Gezeigt sind mit IPTG induzie
sowie nicht induzierte Kulturen und z
Kontrolle unbeimpftes Medium (rech
Spalte) nach 12 h Wachstum. In der ob
Reihe ist die Expression der Amid:
(AmiIE) bei gleichzeitigetCoexpression de
putativen Transportproteine AmiE
abgebildet. Darunter ist jeweils nur «
Expression der Amidase, der putatiy
Transportproteine bzw. die Leervektor-
kontrolle (Kontrolle) gezeigt.

AmiE +
AmiBS

AmiE

AmiBS

Kontrolle
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Das Operon wurde in einen durch Arabinose induareny Expressionsvektor (schwache
Expression) sowie einen ebenfalls durch IPTG inehlieiren Expressionsvektor (starke
Expression) kloniert. Eine Coexpression mit der éase AmiIE brachte bei beiden
Uberexpressionen allerdings nicht den gewiinschteichavorteil. Es konnte aber bei der
Coexpression der putativen Membranproteine AmiB$ de Induktion mit IPTG eine

starkere Anséduerung des Mediums beobachtet weAddn1(1).

Dehydrogenasen

Eine weitere biotechnologisch interessante KlagseBEnzymen stellen die Oxidoreduktasen
dar. Diese Gruppe stellt den zweitgrol3ten Anteilbastechnologisch genutzten Enzymen
nach den Hydrolasen (60, 130). Die Oxidoreduktaseerden nach der Art des
Elektronendonors in verschiedene Gruppen eingef@iét Wichtigsten sind die Klassen EC
1.1.1 (Donor: Alkohol), EC 1.2.1 (Donor: Aldehydder Carbonyl-Gruppe) und EC 1.4.1
(Donor: Amin). Allen Klassen gemeinsam ist die Nehaigkeit eines Cofaktors; bei 80 %
aller bekannten Redoxreaktionen handelt es siahéiiem NADH/NAD', bei weiteren 10 %
um NADPH/NADP (122). Beim Cofaktor kann es sich aber auch umivzertéige lonen
(FE*, Mg® oder Z") oder um weitere komplexe organische, bzw. metaioische
Molekule handeln. Um ein Hochdurchsatzscreeningeadi&nzymklassen zu gewéhrleisten,
sollte ein bereits entwickelter Plattenassay unch @flikrotiterplattentest fir die
Metagenomanwendung etabliert werden (62). Beim tdflassay wurden die
Metagenombibliotheken zunachst auf Vollmedium-Adgttpn Uberstempelt und nach einer
Bebrutung bei 37°C durch einen Topagar fixiert.i€Gieeitig wurden die Zellen durch diese
Verfahrensweise teilweise aufgeschlossen, was welgenntrazellularen Lokalisation der
Dehydrogenasen und somit zur Detektion beim Songenbligat war. Nach Zugabe und
Inkubation mit einer weiteren Aufschlusslosung,eeidktivitatsfarbelésung und NAD als
Cofaktor bildeten aktive Kolonien einen diffuseryntlen Hof, wahrend bei nicht aktiven
Kolonien nur die Zellen selbst angefarbt wurdeB (£ormiatdehydrogenaseassay, Abb. 12).
Allerdings konnten bei dem Screening mit dem gdeeidPlattenassay zur Detektion von
Formiatdehydrogenasen (FDH) nur die wenigsten aktiolonien auch tatsachlich mittels
spektrophotometrischer Verfahren, bzw. gaschromapigscher Analyse als positiv bestatigt
werden. Im Fall der FDH lag die Anzahl der tatséthpositiven rekombinanten Zellen bei
etwa 10 %, bei den Leucindehydrogenasen (LeuDH)demdAlkoholdehydrogenasen (ADH)
noch niedriger. Deswegen wurde die Metagenombhiot auch mit einem

Mikrotiterplattentest nach aktiven Klonen durchsdud@ei diesem Test wurden die Kolonien
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tber Nacht bei 37°C in Mikrotiterplatten angezogem anschliel3end pelletiert. Nach dem
Aufschluss der Zellen durch einen geeigneten Puitede die Aktivitat gegen verschiedene
Substrate spektrophotometrisch bei 30°C in einerkrdfiterplattenphotometer verfolgt. Mit

dieser Screeningmethode konnte jeweils eine ForjAditohol- und Leucindehydrogenase,

sowie 38 Glukosedehydrogenasen identifiziert werden

Kolonie ohne
FDH-Aktivitat

Kolonien mit
FDH-Aktivitat

Abb. 12: Aktivitatsassay zur Detektion von Formiateehydrogenasen in MetagenombibliothekenDie
Metagenombibliotheken wurden auf eine Vollmedium Ad@ite Uberstempelt und Uber Nacht bei 3
bebrutet. AnschlieBend wurden die Zellen mit eineop-Agar fixiert, aufgeschlossen, gewaschen und ei
lichtempfindlichen Farbenachweis zur Detektion di&sDH-Verbrauchs unterzogen (62positive Klone, di
Formiatdehydrogenaseaktivitat zeigten, wiesen rediffusen, dunién Hof um die Kolonien auf, wahrend |
negativen Klonen nur die Kolonie selbst gefarbtaeur

Identifizierte Biokatalysatoren

Nachdem die verschiedenen Screeningsysteme etabfezn, konnte die Suche nach neuen
Biokatalysatoren in den verschiedenen Metagenonoliileken beginnen. Dabei wurden
nicht immer alle zur Verfligung stehenden Bankernsoicht, da einige wie schon unter 3.1.1
beschrieben, als Pools vorlagen. Der Arbeitsaufwhirdein Screening von Klonen in
Mikrotiterplatten wurde dadurch zu hoch, da diesst ausplattiert und in Mikrotiterplatten
Ubertragen werden mussten. In den verschiedeneagel@mbibliotheken wurden insgesamt
56 Biokatalysatoren durch die beschriebenen, unimaien Screeningsysteme identifiziert
(Tab. 11). Im Falle des Amidasescreenings mit derddm Substraten Benzamid und
Malonsaureamid gelang es trotz des Screenings akefligbaren Metagenombanken
allerdings nicht, einen positiven Klon zu entdeckeéhrend andererseits ein Screening von
nur 2100 Klonen ausreichte, um 38 Klone mit Glukletydrogenaseaktivitat zu
identifizieren. Des Weiteren konnten beim Screerdag Trinkwasserbiofilms 11l jeweils ein
Klon mit Formiatdehydrogenase-, Alkoholdehydrogenasd Leucindehydrogenaseaktivitat

erkannt werden. In Kooperation mit der Arbeitsgrippon Prof. W. Streit (Universitat
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Duisburg-Essen) wurden insgesamt 15 lipolytischezyBre aus unterschiedlichen

Metagenombibliotheken detektiert.

Tab. 11: Ubersicht der identifizierten Biokatalysabren aus verschiedenen Enzymklassen

Enzymklasse Substrat Screeningsystem UntersucbieeKl Anzahl aktive Klone
Esterase/Lipase Tributyrin/Olivendl Plattenassay 20-000 15*
Amidase Benzamid Selektion MT ~ 20.000 -
Amidase Malonséureamid Selektion MT ~ 20.000 -

FDH Formiat MT/Plattenassay 1700 1

ADH Phenylethanol MT/Plattenassay 1700 1
LeuDH Leucin MT/Plattenassay 1700 1
GlukDH Glukose MT 2100 38

* in Zusammenarbeit mit der AG Streit identifizieBiokatalysatoren

Es konnten Metagenombibliotheken sowohl konstruiert wie auch schor
bestehende Banken genutzt werden, so dass insgesaant38.000 Klone mi
etwa 760 Mb an metagenomisclieDNA zum Screening zur Verflgung
standen. Nach der Etablierung verschiedener Aktivéitsassays konnte

diverse Lipasen und Dehydrogenasen identifiziert ween.
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3.2 Identifizierung von Biokatalysatoren durch Seqenz-abhangiges
Screening

Erst in jungerer Zeit wird versucht, den Metagendnsatz auch durch Sequenz-abhéngige
Verfahren, wie ,gene mining* oder Amplifikation vanteressanten Biokatalysatoren mittels
Signatursequenzen, zu nutzen ((16, 129), siehe awh Als Signatursequenzen werden
dabei Teilsequenzen bezeichnet, die in allen Ennyoder zumindest in Enzymgruppen einer
Klasse konserviert sind.

3.2.1 Erklarung der prinzipiellen Vorgehensweise
Erstmalig sollten nun metagenomische Enzyme durgbribisierung mit Hilfe eines DNA-
Array Systems identifiziert werden (Abb. 13). Unesk Idee umzusetzen, muss zunachst

metagenomische DNA isoliert und z.B. durch Ultradctragmentiert werden.

Oligonukleotide

t <eh von Lipase-
metagenomische Signaturesequenzen
DNA (f AV
%&‘) Fragmentierung
? A
Markierung Lipase
mit Cy3/Cy5 | ———
\ 4
1071000 10000000 00U 0L 0
) Array
Probenqualitat
Quantifizierung
Amplifizierung

Sequenzierung

M Neue Biokatalysatoren

Abb. 13: Schematische Vorgehensweise bei der Identifikatio von Biokatalysatoren durch
Hybridisierung. Nahere Erlauterungen im Text.

Die DNA-Fragmente werden anschlieRend mit fluomsziden Molekilen markiert,
gereinigt und denaturiert. Daraufhin kann die Hgisierung mit Signatursequenzen
verschiedener Biokatalysatorgene durchgefiihrt werdeelche auf einem DNA-Chip

immobilisiert sind. Theoretisch kdnnten bis zu 20.0vrerschiedene Signatursequenzen auf
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einem einzigen Trager immobilisiert sein. Fluoresznde Spots nach der Hybridisierung
sollen dann auf die Anwesenheit des entsprecheBaatalysators hinweisen. Anhand des
resultierenden Musters des Arrays kann geschlossemden, welche Arten von
Biokatalysatoren in der Probe vorhanden sind (Rrgbalitat) und maoglicherweise zeigt die
Intensitat der jeweiligen Spots an, in welcher Quainsie zu finden sind. Letztlich sollte es
auch moglich sein, mit Hilfe der identifizierten &g das entsprechende Oligonukleotid und
das komplementare Gegenstick in einer Sequenziesinzyisetzen und so die komplette
Sequenz des Biokatalysatorgens zu entschliisseim Bésatz von bereits bestehenden
Metagenombanken mit eher kurzen Insertgrof3en Bsollgch die identifizierten
Biokatalysatoren mit dem auf dem Spot immobiligerOligonukleotid sowie einer auf dem

entsprechenden Vektor kodierten Primersequenz amngaen lassen.

3.2.2 Die Auswahl der Signatursequenzen

Zunachst wurde ein einfaches Modellsystem entwickah Biokatalysatorgene in der
genomischen DNA von verschiedenen Mikroorganismermetektieren. Hierzu wurden die
vier bereits sequenzierten Bakteriéh coli K-12 (18) P. aeruginosaPAO1l (188)
Corynebacterium glutamicuMTCC 13032 (103), unégrobacterium tumefacier@58 (75)
ausgewahlt. Als Biokatalysator wurden die Lipasasgawahlt: zum einen, weil es sich um
eine biotechnologisch sehr interessante Enzymklaasdelt, zum anderen, weil die meisten
Lipasen Uber konservierte Bereiche in der Sequerfiigen (16, 97). Bei den Lipasen handelt
es sich um Serinhydrolasen, deren aktives Zentromeiner katalytischen Triade, bestehend
aus den Aminosauren Serin, Histidin und Aspartar égelutamat, gebildet wird. Die hdchste
Konservierung ist dabei um das nukleophile Serin finden, die abgeleitete
Konsensussequenz entspricht der AminosaureseqGjzq{-S-X-G. Die Konservierung der
Region um die anderen beiden katalytisch aktivenn@sgauren ist gering (97). Eine weitere
konservierte Region bildet das so genannte ,oxyahiole“, welches fir die Stabilisierung
eines Ubergangszustandes wahrend der Katalyse tiefisést (107, 124, 181). Durch
Genomanalyse wurden 27 Lipase-Signatursequenzewiateausgewahlten Organismen mit
einer Lange von 18-21 Basenpaaren identifizied,esitweder die Region um das nukleophile
Serin oder das ,oxyanion hole* kodierten. Zu jewedwei Signatursequenzen der vier
Mikroorganismen wurden weitere Oligonukleotide Komgrt, so dass Abweichungen von
der zu 100 % passenden Sequenz mit abnehmendeni@esia von einer bis zu funf
Fehlpaarungen auftraten. Bei diesen abweichendigorkleotiden wurden die Positionen

der Fehlpaarungen variiert, d.h. am 5" Ende, 3’eboatkr in der Mitte. Beispielsweise wurde
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die Sequenz vom aktiven Zentrum einer Lipase @nglutamicumwie in Tabelle 12
dargestellt verandert, die Sequenzen aller verwtend@ligonukleotide sind in Kapitel 2.3
aufgefuhrt (Tab. 6). AuRerdem wurden sechs Korsegiienzen erstellt, die nach einem
Homologievergleich keine signifikante Ubereinstimmgumit in den verwendeten Genomen
vorkommenden Sequenzen aufwiesen. Zudem wurden acch 50mere synthetisiert, die

ebenfalls einen Teil von Lipasesequenzen der weschiedenen Organismen enthielten.

Tab. 12: Reprasentatives Beispiel des Oligonuklediilesigns am Beispiel der Signatursequenz nar
putativen Lipase ausC. glutamicum. Ausgehend von der Signatursequenz des aktivetrutes wurder
weitere finf Oligmukleotide so konstruiert, dass die Identitat jésveim eine Base abnahm. Die zufa
veranderten Basen sind hierbei unterstrichetied®ligonukleotid wurde auf die Identitat zu Setpem in der
Genomen aller vier verwendeten Bakterienstammenrpiiié (Spalten 3-6 rechts). Die ld@tat zur
nachstbesten Sequenz im eigenen Genom ist mit diieftnmarkiert {-]. C.g.: Corynebacterium glutamicum;
E.c.: Escherichia coli; A.t.: Agrobacterium tumeifaes; P.a.: Pseudomonas aeruginosa.

Signatursequen@. glutamicum Identitédten nach Genomic-Blast: blastn (3, 38)
ORF 1378 Abwe-

Motiv: GDSAG BezeichnungChung C.g. E.c. At P.a.
GGGGACAGCGCCGGTGGC (LC7)| O 18 [~13] 14 12 14
GGGGACAGTGCCGGTGGC (LC 28)| 1 17 [>14] 14 12 14
GGGGACAGTACCGGTGGC (LC 29)| 2 16 (~12] 12 13 12
GGGGACACTACCGGTGGC (LC 30)| 3 15 >12] 12 12 11
GGGGACACTAGCGGTGGC (LC 31)| 4 14 [>12] 11 12 12
GGGGACGCTAGGGTGGC (LC 32)| ° 1312 13 16 12

Alle benutzten Oligonukleotide wurden auf die Id&tén zu anderen vorkommenden Se-
guenzen im eigenen Genom, sowie im Genom der amdeee Organismen untersucht. Diese
Ahnlichkeiten sind ebenfalls in der Oligonukleotidelle aufgefiihrt. Es sollte bei der
Auswertung der Hybridisierungsmuster mit genomiscB&NA aus den vier Bakterien

untersucht werden, in welchem Umfang diese HomelogiAufschluss lber den

Schwellenwert geben, bei der eine Hybridisierungage noch stattfindet und um evtl.
vorkommende falsch positive Hybridisierungen zdasn.
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3.2.3 Immobilisierung der Signatursequenzen

Zunéchst mul3te ein Protokoll fir die Bindung deh@ééinismanig kurzen Oligonukleotide an
die Glasoberflache des Microarray-Chips etabliegrden. Dazu wurden verschiedene
Varianten von Auftragspuffern mit unterschiedlich@rastragern getestet. Die Problematik
besteht bei so kurzen Oligonukleotiden darin, d&esdurch die Hybridisier— und besonders
die Waschschritte von der Glasoberflache abgeléstien. Daher wurde zunéchst durch eine
Vistra-Green Farbung nach einem Test-Hybridisieslang gepruft, ob die immobilisierte
DNA tatsachlich noch am Glastrager haftet. Vistragn bindet vermutlich nicht kovalent an
DNA, ist auch nur dann fluoreszierend und zwar pedinsensitiver als eine Markierung mit
Ethidiumbromid (5). Obwohl schon eine Kopplung vblonameren im Rahmen eines
Microarray-Fingerprintings beschrieben wurde (112konnte mit unmodifizierten
Oligonukleotiden bei den von wuns getesteten Systenieine reproduzierbare

Immobilisierung erzielt werden (Tab. 13).

Tab. 13: Immobilisierungseigenschaften modifizierte und unmodifizierter Oligonukleotide (18-21 Basen)
zweier Array-Slides mit verschiedenen Auftragspuffen. (-) keine K@plung detektiert, (+) magige
(+++) gute Immobilisierung, n.b.: nicht bestimmt.

Auftragspuffer CodelinkSlide (MERSHAM Epoxy-Slide (WANTIFOIL)
BIOSCIENCES

NHz-Linker Ja Nein Ja Nein
Quantifoil Solution | +++ - ++ +
Quantifoil Solution I n.b. n.b. + -
Quantifoil Solution IlI n.b. n.d. + -
Quantifoil Solution 1V ++ - n.b. n.b.
Quantifoil Solution V + - n.b. n.b.
150 mM NaP@, pH 7 +++ - + +

Die Sequenzen wurden mit einem ,Amino-Anker‘ am Bhde versehen, so dass die
modifizierten Oligonukleotide unter bestimmten Réaksbedingungen eine kovalente
Bindung (Schiff-Base) zu einer auf der Glasobehl&dmmobilisierten Aldehydgruppe

eingehen konnen (131, 221). Die besten Ergebnisselen mit Amino-modifizierten
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Oligonukleotiden (NH-Linker), Codelink-Slides (MERSHAM BIOSCIENCES und 150 mM
Na-Phoshatpuffer (pH 7) als Auftragspuffer erz{élbb. 14).

Abb. 14: Nachweis der Immobilisierung von Lipase-$jnatursequenzen Oligonukleotide wurden in 1&
mM Na-Phosphat Auftragspuffer aufgenommen und @gre Codelink-Slide (MERSHAM BIOSCIENCES
mittels Arraytechnologie immobilisiert. Die Qualit&éler Immobilisierung wurde durch eine unspezifes
DNA-Farbung durch Vistra-Green sichtbar gemacht.

3.2.4 Testscreening mit genomischer DNA

Nachdem ein verlassliches Protokoll fur die Immisigrung der Oligonukleotide etabliert
war, wurden Hybridisierungen mit genomischer DNAdihgefuhrt. Die DNA wurde aus den
verschiedenen Organismen isoliert, durch Ultraschfahgmentiert, denaturiert und
anschlieBend durch ,Random priming“ und matritzérdedgiger Auffillreaktion durch das
Klenow-Enzym mit dem Nukleotid-Analogon Cy3-dCTPri(ge Fluoreszenz), bzw. Cy5-
dCTP (rote Fluoreszenz) markiert. Die Markierungdeuspektrophotometrisch geprift und
lag bei mindestens 3 eingebauten fluoreszierendelekdlen pro 100 Basen. Die beladenen
Glastrager wurden zwischen 3 und 24 Stunden mit-2%5 pg genomischer DNA bei
unterschiedlichen Temperaturen (25 - 42°C), sowaeschiedenen Puffern hybridisiert.
Abbildung 15 zeigt ein reprasentatives BeispiekeiHybridisierung mit genomischer DNA
aus P. aeruginosa mit ausgewahlten Oligonukleotiden (linke Seite)owie eine
Hybridisierung mit genomischer DNA als coli (rechte Seite), wobei die Auswahl der
abgebildeten Oligonukleotide gleich war. Im Teil) (aer Abbildung 15 sind die
Hybridisierungen der Signatursequenzen von LipasesP. aeruginosabgebildet. Nicht alle
zu 100 % Ubereinstimmenden Positivsequenzen (LRQ72B0mere LC 68, 69) zeigten das
erwartete intensive Signal (LC 22, 24, 26, 27, Abba). Zwar zeigten die beiden Spots der
positiven 50mere LC 68 und LC 69 eine gute Hybiilisng an, jedoch konnte eine nahezu
ahnliche Hybridisierungseffizienz auch mit genorhexc DNA ausE. coli erzielt werden,
obwohl die Homologie zu den jeweiligen Oligonukiden sehr viel geringer ist (Abb. 15 a,

rechts). Die Negativsequenzen zeigten, bis auf @#gonukleotid LC81, bei beiden
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Hybridisierungen nur sehr schwache Signale (Ablkb).1RC 81 wies immer eine hohe
Signalstarke auf. Diese Probe ist insofern auf3eigaiich, weil LC81 einen extrem hohen
GC-Gehalt von 88,9 % besitzt. In der unteren Raheine Abfolge der von links nach rechts
immer um eine Base in der Identitdt abnehmendeeR@h Oligonukleotiden (LC 48-53) bei
einer Hybridisierung mit der entsprechenden gencmeis DNA aud. aeruginosabgebildet
(Abb. 15c¢). Die abnehmende Intensitat der Spot&ibgsdie jeweils um eine Base schlechter
werdende Homologie zur in der genomischen DNA \Rnaeruginosavorkommenden
Zielsequenz. Die Hybridisierung der gleichen Oligkleotide mit genomischer DNA aus

E. colizeigten nur ein sehr schwaches Signal.

Hybridisierung mit genomischer DNA aus

E. coli

P. aeruginosa

e reeseces

pos. Seq z®. aeruginosalLC 21-27, 68, 69

negative Seq.: LC 76-81

| OO [

von links nach rechts abweichende SegP aeruginosal.C 48-52

b)

Abb. 15: Hybridisierung von genomischer DNA ausP. aeruginosa (links) und E. coli (rechts) mit
verschiedenen Lipasesignatursequenzen) Hybridisierung mit Lipasesignatursequenzen Ruaeruginosa
LC 2127 entsprechen Oligonukleotiden von 18 bzw. 21 &ipge, LC 68 und 69 entsprechen Oligonukleot
von 50 bp Lange, b) Negativsequenzen, die keingiféignte Ahnlichkeit zu allen vier Genomen aufweis
(18 bp), ¢) Von links nach rechts (LC&2) abnehmende Homologie von einer bis zu finf radrungen zL
P. aeruginos&Bignatursequenz

Allerdings waren bei diesen ersten Versuchen ditsceeidenden Parameter fir eine
reproduzierbare Durchfuihrung der Hybridisierung@eehnicht bekannt, so dass die Daten
der meisten Oligonukleotide nicht mit unseren Etwagen Ubereinstimmten (ohne Abb.).
Die beobachtete Intensitat der Hybridisierung decsich meist nicht mit der jeweiligen
Homologie was nahe legt, dass noch weitere Parameteerstehen und zu optimieren sind.
Somit machte zu diesem Zeitpunkt der Arbeiten éiiybridisierung mit metagenomischer
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DNA noch keinen Sinn, da zunachst weitere Verbesggm an der Methodik zu erarbeiten

waren.

Zur erstmaligen Anwendung eines Array-Hybridisierungssystems zur
Detektion von Biokatalysatoren aus dem Metagenom wden 81
Oligonukleotide synthetisiert. Diese konnten reprodzierbar auf den
Glasoberflachen  immobilisiert werden.  Testhybridiserungen  mit
genomischer DNA zeigten ansatzweise die erwarteteBrgebnisse, d.h.
Signatursequenzen konnten je nach Identitdt ihren &mplementéaren
Sequenzen aus genomischer DNA der jeweiligen Orgamen aufgrund der

Intensitat der Signale zugeordnet werden.
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3.3 Ildentifizierung von Biokatalysatoren durch Erhéhung der Expression
nach Insertion eines Transposons

Bei der Detektion von Biokatalysatoren im Metagemsumnch Aktivitatstests wird nicht jedes
Enzym mit genau der gesuchten Aktivitat identifiziewobei unterschiedliche Grinde

vorliegen kdénnen (vgl. 1.3, Tab. 2). Somit ergibs dScreening mit einfachen Plattenassays

keine vollstandige Ausbeute der tatsachlich vorleaed Biokatalysatoren (70, 87).

a) Seq# SeqE
Bglll <— —> Bglll
MuEé(presRs
(|(<12108//1(4:1£n1b;))) IR lac Operator Py KmR /cnft Pr; lac Operator IR
b)

MuExpress Metagenombe

>
l Transposition
t Neue Expressions-
\/ Metagenombibliothek

l Screening

Cos5ES + MuExpress
Lipaseassay

Cos5ES5 + MuA (Kontrolle)

Abb. 16: Schematische Darstellung von MuExpress und der Voghensweise betler Konstruktion von
neuen Expressions-Metagenombibliothekena) MuEpress verfiigt Uber starke, durch IPT&& Operator’
induzierbare Promotoren {f} in beide Richtungen, sowie Primerbindestellenflankierenden Sequenzieru
(SecA/B). MuExpress besitzt entweder eine Kanamykim®) oder eine Chloramphenicol (GjnResistenz
IR: Insertionssequenz. b) Durch Transposition inéx MuExpressin vitro zufallig in Cosmide berei
bestehender Metagenombibliotheken, so dass eine Bepressionsbank entsteliin geeigneten Wirt kan
arschlieRend ein Aktivitatsscreening durchgefihrtdeer;, z.B. ein Lipaseassay. Gezeigt ist der Aktisé@gsa
eines schwach lipolytisch aktiven Klons (pCos5E%h der Transposition mit MuExpress und eir
promotorlosen Transposon (MuA). Héfe um die Koloraeigten lipolytische Aktivitat an (vgl. Abb. 8).
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Eine Ursache konnte die fehlende Expression defem Metagenombibliotheken kodierten
Biokatalysatoren sein, denn die Promotoren bleiigrvom heterologen WIrE. coli uner-
kannt. Um dieses Problem zu umgehen, wurde einspason (MuExpress) konstruiert,
welches Uber starke T7-Promotoren verfugt, weldveosl stromabwarts wie -aufwarts vom
zufalligen Insertionsort die Expression ermoglich{@@8). Nach der Sequenzunabhéngigen
Integration in bereits bestehende Metagenombilgiceh kann ein Screening in ein&mncoli
Stamm durchgefuhrt werden, der Uber eine chromols@odierte T7-Polymerase verfugt
(Abb. 16).

3.3.1 MuExpress verfugt tber starke Promotoren undst zur Sequenzierung geeignet

Das Transposon MuExpress basiert auf einem sogwranku-Transposon, welches
kommerziell zur Insertionssequenzierung genutztdw{Entranceposon, IRNZYMES,
Finnland). In dieses Transposon, welches schon iler Sequenzierprimerbindestellen
SeqA/B verfugt (Abb. 16) wurden flankierende T74Rotoren mit jeweils stromabwarts
liegendenlac-Operatoren zur IPTG abhangigen Induktion einkldni&28). Das Transposon
wurde wegen der gréReren Anwendungsvariabilitdt wdtschiedenen Vektorsystemen
sowohl mit Kanamycin-, als auch mit Chloramphenigsistenz konstruiert. Nach darvitro
Transposition soll MuExpress die Expression ernobgin bzw. steigern. Das fuhrt somit zu
einer detektierbaren Aktivitat von in groRen DNAagmenten kodierten Biokatalysatoren,
deren nativer Promotor vda coli oder anderen heterologen Expressionswirten niglainat
wird. Voraussetzung fur ein erneutes ScreenindiestVerwendung eines Bakterienstammes,
der in der Lage ist, die T7-Polymerase zu expriemeBei diesem Aktivitatsscreening positiv
auffallende Klone kénnen direkt Gber die Primerestéllen SegA/B in beide Richtungen
sequenziert werden. Weiterhin kann MuExpress aushsezhnellen Insertionsmutagenese
dienen, um die Sequenz von aktiven Klonen in Meatagwibliotheken zu entschlisseln.
Nach der Mutagenese kdnnen Klone mit Aktivitataystrlaufgrund der Durchbrechung des
Leserahmens durch MuExpress ebenfalls flankiereaqdenziert werden. MuExpress ist auf
einem Plasmid kodiert (pMuExpressKkM/pMuExpressCMyl tkann durch Verdau mit der
Restriktionsendonukleadgglll und anschliel3ender Reinigung aus einem Agardssglert

werden. Das Transposon kann also problemlos augioifem Mal3stab produziert werden.

3.3.2 MuExpress ist funktional
Zunachst sollte nach erfolgreicher Konstruktioneggizwerden, ob MuExpress tatsachlich in

der Lage ist, zufallign vitro in Plasmide zu inserieren und dort eine induzieri&pression
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mit Hilfe der T7 Polymerase zu ermdoglichen. Hieramurde ein promotorloses
Fusionsvektorsystem mit dem grun fluoreszierendeoteh (GFP) genutzt (pSWGFP,
Wilhelm, unvero6ffentlicht). Das Transposon soll maxufalliger Integration im geeigneten
Wirt (E. coliBL21(DE3), NODVAGEN) zur Expression des GFP fihren. Zur Kontrolle veurd
zum einen der Leervektor auf Fluoreszenz geprigtaach dieselbe Transposition mit dem
ursprunglichen, promotorlosen MuA Transposon duetiigrt. Bei der Transposition mit
MuExpress konnte bei ca. 40 % der Klone eine Femaez mit bloRem Auge detektiert
werden, wahrend bei der Leervektorkontrolle und desi Kontrolltransposition bei keinem

der Klone eine Fluoreszenz festgestellt werden teo(bb. 17).

) Abb. 17: GFPExpression
vom zuféllig inserierten
N ) Transposon MuExpress Der
} Transposition mit promotorlose, GFP kodieren
MuExpress(T7<) Vektor pSWGFP wurdein
vitro zum einen mi
MuExpress, zum anderen
J dem promotorlosen Trans-
poson MuA transponiert ul
in E. coli BL21(DE3)
transformiert. Zufallig ausge-
wahlte Klone der beide
Transpositionen, sowie VoIE.
coli BL21(DE3) pSWGFI

Transposition mit
MuA (Kontrolle)

®
3
- s

} PSWGFP (Leer- wurden auf eine Agarplat

vektorkontrolle) bertragen. ~ Klone ~ m
exprimiertem GFP leuchte
Grin.

Zur weiteren Funktionsprifung von MuExpress wurthe dransposition von einer Cosmid-
kodierten, schwach gegen das Substrat Tributyrtivextk Esterase durchgefihrt, welche in
der Metagenombibliothek des Trinkwasserbiofilms (Bl 3.1.1) identifiziert wurde. Durch
eine Restriktionsanalyse wurde ermittelt, dass @asmid eine Insertgrof3e von etwa 35 kb
besitzt (0. Abb.). Es wurden ebenfalls Kontrollent miem Leervektor, sowie mit dem
promotorlosen Transposon durchgefuhrt. Etwa 10 PardeMuExpress transponierten Klone
wiesen eine erhohte Aktivitdt auf, wahrend beidentkalen nur Kolonien mit einer
schwachen Aktivitat zeigten (Abb. 18). In diesenmpé&mment konnte gezeigt werden, dass
MuExpress die Expression und damit auch die Deddddrkeit eines lipolytischen Enzyms
aus einer Metagenombibliothek signifikant erh6henrke.
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Abb. 18: Lipase-Expression
vom zufédllig inserierten
Transposon MuExpress Ein

Transposition mit Cosmid aus eine
MuExpress (T+>) Metagenorbibliothek mit
schwacher Lipseaktivité

wurde in vitro zum einen mi
MuExpress, zum anderen r
dem promotorleen
Transposon MuA transpeert
Transposition mit und in E. coli BL21(DE3)
MuA-Transposon transformiert. Zufallig ausge-
(Kontrolle) wahlte Klone der beide
Transpositionen, sowie VoIt.
coli BL21(DE3) pWE1*

pWE15 (Leer- wurden auf eine Agarplat

vektorkontrolle) Ubertragen. Klone m
exprimierter  Lipase zeige
Hofbildung.

3.3.3 Identifizierung einer neuen Esterase durch MiExpress

Das Transposon MuExpress sollte nun bei der vohgesa Anwendung, namlich bei der
Erstellung neuer Expressionsbanken aus besteheridetagenombibliotheken und
anschlieBendem Screening, erprobt werden. Hierzideavaunachst die 1700 Einzelklone
umfassende Cosmidbank mit einer durchschnittlichesertgréRe von ca. 35 kb des gut
analysierten Trinkwasserbiofiims Il als Ausgangssnial benutzt (175, 176). Zunéchst
wurde ein Aktivitatstest zur Analyse der bereits glieser Bank detektierbaren
Biokatalysatoren vorgenommen. Dabei handelte &s e lipolytische, proteolytische und
amylolytische Aktivitaten. Hierbei wurden funf liggische Enzyme detektiert, allerdings
keine der anderen beiden Aktivitdten. AnschlieR3emdden alle Klone in Mikrotiterplatten
angezogen und zu Pools von 300 - 400 Klonen veteibevor die Plasmid-DNA isoliert
wurde. AnschlieBend wurde die Transposition mit Moess durchgefiihrt und dieser
Transpositionsansatz wurde in Phagen verpackt,waithen dann ein geeignetEr coli
Stamm transduziert werden konnte. Unter dem Selesdiruck der Cosmid-, als auch der
Transposon-kodierten Resistenz wuchsen nur Klonglche ein inseriertes Transposon
trugen. Einige der Klone wurden mittels Restrikdanalyse Uberprift (Abb. 19). Alle
untersuchten Klone wiesen ein fir MuExpress tymschetwa 1200 bp grof3es DNA-
Fragment nach einemBanHl Verdau auf und es bestatigte sich aul3erdem die
durchschnittliche Insertgrof3e von etwa 35 kb. Diesleute lag bei ca. 1000 Kolonien pro pl

Phagenverpackungsansatz. Das entspricht einer positisnseffizienz von etwa 2 % bei
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einer Transformationsrate von etwa 50.000 Klonersgesamt (Gesamtzahl der
Transformanden mit und ohne MuExpress). Es wunde eeue Expressionsbank erstellt, die
3400 Klone enthielt, was einer zweifachen GrofR3e desprungsbank entsprach. Diese
wurden dann wiederum den verschiedenen Aktivitdtstanterzogen, wobei die Zellen mit
IPTG (0,1 mM) induziert wurden. Es konnte ein Klarit lipolytischer Aktivitat gegen das
Substrat Tributyrin identifiziert werden. Die Inggbl3e des isolierten Cosmids betrug etwa
30 kb und eine erste Sequenzierung von den beideansposon-kodierten
Sequenzierprimerbindestellen SeqA und SegB zeigieek Homologie zu lipolytischen
Enzymen. MuExpress lag also zu weit stromaufwéets ARFs der putativen Esterase um in
einer Sequenzierreaktion vom Transposon aus despreschenden Leserahmen zu
entschlisseln. Deswegen wurde die Sequenz durelteibklonierung des Cosmids ermittelt.
Das Cosmid wurde durch die Restriktionsendonukl&asBa partiell verdaut. Dieses Enzym
besitzt eine Erkennungssequenz von nur vier Baseapaind schneidet somit sehr haufig in
verschiedensten Sequenzen. Die entstehenden Shaitger sind kompatibel mBanH|
restringierten Sequenzen. DNA-Fragmente mit eingif3é von 2-5 kb wurden aus einem
Agarosegel isoliert und in einen durBanHl linearisierten Klonierungsvektor ligiert. Von
aktiven Transformanden wurden die Plasmide isoliedtl durch Restriktionsanalyse die
InsertgroRe ermittelt. Zwei Klone mit der kleinstirsertgrofRe wurden sequenziert und es

konnte ein ORF identifiziert werden, welcher LCL&hgnnt wurde.

- . <«+—MuExpress 1,2 kb
1 kb

Abb. 19: Restriktionsanalyse von Cosmiden zuféllig ausgewahlter Klone der neu dastruierten
Expressions-Metagenombibliothek des Trinkwasserbidims Ill . Von den elf zuféllig ausgewahlten Klon
(Spur 1-11) wurde die Cosmid DNA isoliert und BanH| vollstandig hydrolysiert. Alle Restriktionsanabn
besal3en ein fir MuExpress typisches, etwa 1200dfpeg DNA Fragment (s. Pfeil).
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Bei der neu identifizierten Esterase LCL2 handekesich um eine neue Esterase mit nur
geringen Homologien zu einer Depolymerase Auaslovorax delafieldii(32 % ldentitét),
einer Dienelactone Hydrolase audshermobifida fusca(32 %) und einer Lipase aus
Streptomyces coelicolok3[2] (32 % Identitat). Diese Esterase wurde ie Hiberexpressi-
onsvektoren pET22b mit einer C-terminalen- und p& init einer N-terminalen His-Tag
Fusion Kkloniert, jedoch konnte auch unter divers@nzuchtbedingungen und mit
verschiedenen Expressionswirten nur eine sehr ggrilm SDS-Gel nicht detektierbare
Uberexpression erzielt werden, so dass eine Reigiguicht moglich war (ohne Abb.).
Jedoch konnte in den Ganzzellextrakten der LCL2ergkpression eine schwache Aktivitat
gegen kurzkettige Glycerolester und Vinylester (@2-unter 1U/ml), nicht jedoch gegen
langerkettige Substrate nachgewiesen werden, wéihkemtrollkulturen (uninduziert bzw.

nur Leervektor) keine Aktivitat zeigten (ohne Abb).

Es wurde ein Transposon MuExpress konstruiert, weltes die
Expressonseffizienz von Biokatalysatorgenen erhoht. Es katte gezeig
werden, dass MuExpress zuféllig in verschiedene Vaken in vitro
inseriert und dann in der Lage ist, die Expressionvon GFP, bzw.
Lipasegenen zu ermdchen oder zu erh6hen. Mit Hilfe von MuExpress
konnte ein in umodifizierten Metagenombanken zuvor nicht detektierbare|

Klon mit lipolytischer Aktivitat identifiziert werd en.
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3.4 Biochemische Charakterisierung von Biokatalysatren

Um eine Schnittstelle zwischen der Identifizierungn Biokatalysatoren und deren
biotechnologischen Anwendung herzustellen, reichtneeht aus, nur die Sequenz eines
bestimmten, aktiven Enzyms zu ermitteln. Neben derundvoraussetzung einer
unkomplizierten Produktion (Uberexpression) undnReing des Biokatalysators ermdglicht
erst eine eingehende biochemische Charakterisiediagrealistische Einschatzung des

Nutzens von zur Verfligung stehenden Enzymen.

3.4.1 Die Auswahl der Biokatalysatoren

Insgesamt wurden in Kooperation mit der Arbeitsgeivon Prof. W. Streit (Universitat
Duisburg-Essen) 15 verschiedene lipolytische Enzynme den verschiedenen
Metagenombibliotheken gefunden, von denen einiger z#heren biochemischen
Charakterisierung ausgewaéhlt wurden. In der Metagdrbliothek des agarolytischen
Konsortiums, einer Anreicherung von einer Gotting&odenprobe auf einem
Minimalmediumagar, wurde ein Klon (XE1) mit lipoigther Aktivitdt gegen das Substrat
Tributyrin entdeckt. Die komplette Sequenzierung @msmids ergab eine Insertgrol3e von
etwa 25 kb mit 18 putativen ORFs. Zwei moglicheseeflr die Aktivitat verantwortliche
Lipasegene wurden in einem Cluster neben anderpotigtischen Enzymen identifiziert
(Genbank Accession No. AY240957, komplette Sequenzel weitere Informationen unter
http://mwwwuser.gwdg.de/~biofilm/genemining.htm). eDAminosauresequenzen der beiden
putativen Enzyme zeigen Ahnlichkeiten zu Lipasesegan vonP. brassicacearunfs0 %
Identitat zu LipA) undP. spec UB48 (80 % Identitat zu LipB). Die beiden ldpgene sind
neben Genen lokalisiert, die Ahnlichkeit zu einegyp T Sekretionssystem besitzesp(EF,
Abb. 20).

Cosmid pXE1l

0 5 10 15 20 25 kb
| | I | I |
s [ e D B S, T i S G

aprE aprF lipA lipB uvs005 u@€0 uvs007 uvs009 uvs010 uvs01l uvs013 aprD uvs015 uvs017
uvs008 uvs012 uvsOol@&miA

Abb. 20: Schematische Darstellung der Genregion dé®mplett sequenzierten Cosmids pXE1 (208)
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Beide Lipasen sollten in pET-Vektoren kloniert uitzerexprimiert werden. Jedoch scheiterte
die Amplifikation vonlipA trotz zahlreicher Parameteranderungen der PCRaBedgen,
wie Zugabe von DMSO in verschiedenen KonzentratipneVariation der
Hybridisierungstemperatur, sowie der Endkonzemrathn von Template und Primer. Das
zweite LipasegeripB wurde in den Expressionsvektor pET22b kloniert undE. coli
BL21(DE3) unter der Kontrolle des T7 Promotors éerimiert. Bei der Uberexpression
bildeten sich allerdings unlésliche, inaktive Pnakemplexe (inclusion bodies), die auch bei
einer Verringerung der Wuchstemperatur und/oder I8rG Konzentration beobachtet
wurden (ohne Abb.). Auch die Expression in andeEencoli Stammen brachte keine
Verbesserung. Da das Protein AhnlichkeitPaeudomonakipasen besitzt (s. oben), wurde
lipB in den Vektor pBR22b umkloniert, um eine Expressindem T7-Uberexpressionstamm
P. aeruginosaPABST7.1 zu ermdglichen. Auch in diesem Versuch deujedoch nur
unlosliches, inaktives Protein produziert (0. Abb.)

Die bei den Experimenten mit dem ExpressionstrasmpduExpress identifizierte Esterase
LCL2 lieR sich unter keiner der verwendeten Vamiaéin zur Uberexpression in
ausreichenden Mengen zur Reinigung gewinnen (v@.3B8 Die ndhere biochemische
Untersuchung der bisher genannten Enzyme LipA, LipRl LCL2 konnte wegen der
fehlenden Produktion von gereinigtem Enzym nichiéaidleert durchgefiihrt werden (Tab. 14).

Tab. 14: Ubersicht iiber die Biokatalysatoren, welch fiir eine weiterfiihrende biochemische
Charakterisierung in Frage kamen.

Enzym Herkunft (s. 3.1.1) Grole Klonierung Expresgin Aktivitait  Reinigung
LipA Agarolytisches Konsortium 566 AS Nicht méglich  Nein Nein Nein
LipB Agarolytisches Konsortium 617 AS Ja Ja (IB) ilNe Nein
EstCL  Trinkwasserbiofilm 318 AS Ja Ja Ja Ja
LCL2  Trinkwasserbiofilm nach 301 AS Ja schwach Ja Nein
Transposition mit MuExpress
EstA3  Trinkwasserbiofilm 389 AS Ja Ja Ja Ja
EStCE  Ol-kontaminierter Boden 397 AS Ja Ja Ja Ja

IB: inclusion bodies

Die drei lipolytischen Enzyme EstCE (Ol-kontamitégrBoden), EstA3 und EstCL (beide
Trinkwasserbiofilm) wurden kloniert, tUberexprimiednd mit Affinitatschromatographie

gereinigt (Tab. 14), wobei die gereinigten Enzyns¢CE und teilweise EStA3 (neben eigener
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Klonierung und Reinigung) von der Arbeitsgruppeebtzur Verfiigung gestellt wurden.
Diese drei neuen Enzyme aus bisher unkultiviertakt&ien wurden anschlie3end detailliert

biochemisch charakterisiert.

3.4.2 Reinigung und theoretische Eigenschaften dépolytischen Enzyme

Die Enzyme wurden zur besseren Reinigung als HgsHiasionsprotein exprimiert. Hierzu
wurde estCLund esA3 in den Vektor pET16b zur Expression mit einemelninalem 6x
Histidin-Tag kloniert. Rekombinante Klone konntererbei jeweils direkt auf Esterase-
Indikatorplatten mit dem Substrat Tributyrin iddiziert werden. Eine Sequenzierung
bestatigte die korrekte Insertion der jeweiligerieEzsegene. Nach einer Uberexpression in
E. coli BL2XDE3) konnte bei einer SDS-Gel-Analyse der Gangxalhkte jeweils eine
zusatzliche Proteinbande bei der entsprechendenetischen Grol3e der Enzyme gegeniber
einer Kontrollkultur beobachtet werden. Die beidRoteine wurden anschlielRend durch eine
Affinitatschromatographie Uber eine Ni-NTA S&auls aur Homogenitat gereinigt (Abb. 21,
Tab. 15).

M D W1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 M

.

~

30kDa__ L — o o— T — — — s 30 kDa

[

Abb. 21: SDS-PAGE Analyse der Reinigung von EstCL Die Esterase EstCL wurde als Hiag
Fusionsprotein irk. coli BL21(DE3) Gberexprimiert. Nach dem Aufschluss Aellen wurde das Lysat auf ei
Ni-NTA Séaule gegeben und nach einem WaschvorgangleviEstCL (33 kDa) mitttels eines Imidazol-
Gradienten eluiert. In den Spurenl2-sind Aliquots der Fraktionen mit Esteraseakiiviaufgetragen. N
Proteinmarker, D: Durchlauf, W: Waschfraktion.

Das theoretische Molekulargewicht der drei Esterdag in einem Bereich von 33-43 kDa.
Gereinigtes EstA3 lief in einem SDS-Gel allerdiregevas héher als erwartet (ca. 46 kDa,
Tab. 15). Bei EstA3 war zusatzlich ein weiterer igpingsschritt nach dem Groéf3enaus-
schlussverfahren mittels Gelfiltration nétig (Tab, Spur 2).
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Tab. 15: SDS-PAGE der gereinigten Enzyme EstCL, ESEE und EstA3 und deren theoretische
Eigenschaften Die drei Enzyme wurden als Hisag Fusionsproteine mittels Affinitdtschromatogriay
gereinigt. EstA3 wurde zusatzlich durch Gelfiltoatti gereinigt (Spur 2). Angegeben sind die theareéin
Proteindaten, sowie die signifikanteste Homologie Enzyms Uber die gesamte Lange.

EstCL EstCE * EStA3
1 2
- .
-
-pe
—— _— -
Reinigung F" . 25 ko — —

30kDap T

-
Joetman -

GroRe kDa 33 42 43 (aktives Multimer)
Sequenz 954 bp / 318 AS 1167 bp / 389 AS 1191 bp / 397 AS
Isoelektrischer Punkt 4,6 53 4,8
Signifikanteste Identi- 51% Esterase 46 % Esterase 54 % R-Lactamase
tat nach blastp (3) Novosphingobium Burkholderia gladioli Rhodopseudomonas

aromaticivorans palustris
Motiv G-X-S-X-G S-X-X-K S-X-X-K

Esterase 3-Lactamase 3-Lactamase

* Reinigung und SDS-PAGE. von C. Elend (AG Streitf; nachgewiesen durch Gelfiltration und
Enzymogramme von C. Schmeisser (AG Streit) (175).

Alle drei Enzyme besitzen einen isoelektrischenkPum sauren Bereich. Bei allen drei
Enzymen handelt es sich um neue Biokatalysatorengrd3ten Identitaten liegen zwischen
47 und 54 %. Wahrend EstCL und EstCE Homologien Esterasen aufweisen
(Novosphingobium aromaticivoranbzw. Burkholderia gladiol) ist EstA3 am ehesten mit
einer R-Lactamase auRhodopseudomonas palustnverwandt. Interessanterweise besitzt
nicht nur EstA3, sondern auch EstCE statt einesdiien Esterase-Motivs (G-X-S-X-G) ein
3-Lactamase-Motiv (S-X-X-K), wobei das Serin durtutationsanalyse als die fur die
Esteraseaktivitat essentielle, nukleophile Aminosadentifiziert wurde (56, 175). Diese Art

von Esterasen mit Ahnlichkeit zu R-Lactamasen wenden Arpigny & Jaeger der Klasse
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VIII der Lipasen zugeordnet (7). Alle drei Esterasstanden im Mafistab von einigen
Milligramm als bis zur Homogenitat gereinigtes Emzgur Verfigung (Tab. 15)

3.4.3 Die Esterasen bevorzugen kurzkettige Triglycele und Vinylester als Substrate

Ester unterschiedlicher Struktur und Kettenlangéesodazu dienen, ein Substratspektrum
der drei lipolytischen Enzyme zu erstellen und muigeln, ob es sich bei den Enzymen
tatsachlich um Esterasen handelt. Alle in TabeBealifgelisteten Aktivitdten wurden mit
einer Titrationsmethode ermittelt. Hierbei wurdeeeKinetik der Esteraseaktivitat Uber einen
Zeitraum von funf Minuten, bei einer Enzymzugabe nv@®-4 pupg und einer
Substratkonzentration Uber der jeweiligen kritischdlizellenkonzentration ermittelt

(Grenzwertkonzentration, bei der das Substrat Néndbildet).

Tab. 16 Aktivititen der drei Esterasen EstCL, EsStCE und EstA3 gegeniber Triglyceriden und
Vinylestern unterschiedlicher Kettenldngen Die Ergebnisse wurden titrimetrisch im pH StatE(NROHM,
Schweiz) gemessen. Die Werte reprasentieren Migigbn aus jeweils drei voneinander unabhéng
Messungen. Die Standardabweichungen lagen jewetiés @0 %. n.b.: nicht bestimmt.

Substratklasse Name/Kettenlangq EstCL [U/mg] | EstCE [U/mg] | EStA3 [U/mg]
Triacetin / C2 120 27 148
Tripropionin / C3 200 33 n.b.
Tributyrin / C4 333 55 168
Triglyceride Tricapronin / C6 n.b. n.b.
Tricaprylen / C8 0
Tricaprin / C10 0
Trilaurin / C12 0
V-Acetat / C2 0 13 108
V-Propionat / C3 173 13 380
V-Butyrat / C4 553 16 388
Vinylester V-Capronat / C6 n.b. 0 238
V-Caprylat / C8 80 0 155
V-Laurinat / C12 0 7,5
V-Myristinat / C14 0 n.b.

Durch die Entstehung der entsprechenden Fettsé@regingesetzten Substrate und die damit
verbundene Anséuerung des Reaktionspuffers waveldarauch an 10 mM NaOH zur Kon-

stanthaltung des pH Werts ein Mal3 fur die Aktivildte Esterase EstCL zeigt gegen den
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Vinylsaureester von Butyrat die hochste aller gesmeen Aktivitaten (553 U/mg). EstCL und
EstCE setzten keine Triglyceride oder Vinylestet miner Kettenlange von 6 oder mehr
Kohlenstoffatomen um. EstA3 hingegen zeigte gegewylvaproat eine relativ hohe (238
U/mg) und auch noch gegen Vinyllaurinat eine scheagktivitat (7,5 U/mg), spaltete aller-
dings keine Triglyceride dieser Kettenlangen. Ess&Bzte grundsatzlich Vinylester besser
um als Triglyceride und die hochste Aktivitat wurdé dem Substrat Vinylbutyrat gemessen
(388 U/mg). Ahnliche Aktivititen zeigte auch EstOlglche ebenfalls Vinylbutyrat als
Substrat bevorzugt (553 U/mg), aber auch hohe A#tan gegen Tributyrin oder
Tripropionin aufwies (333 bzw. 200 U/mg). Der Viagter von Caprylat (C8) wird ebenfalls
noch umgesetzt (80 U/mg). Relativ schwache Aktigitzwies die aus dem Ol-kontaminierten
Boden isolierte Esterase EstCE auf, wobei der héddmsatz mit dem auch zum Screening

verwendeten Substrat Tributyrin zu verzeichnen (@&aru/mg).

3.4.4 Die Esterasen sind nicht interphasenaktivieidr

Schon 1958 wurde festgestellt, dass einige Lipasare klassische Michaelis-Menten Kine-
tik zeigten (173). Bei Uberschreiten der kritischdizellenkonzentration (CMC) des Sub-
strats zeigten diese Enzyme einen sprunghaften ie@nst der  Aktivitat
(Interphasenaktivierung).

350

NN
a1
o

o0 — —e—EstCL
/ /a—/—‘\ EstCE

—a— EStAS3

Aktivitat [U/mg]
P
o U
o O
™~

0 0,1 0,25 0,5 1 2

Substratkonzentration [mM]

Abb. 22: Kinetik und Interphasenaktivierbarkeit der drei Esterasen EstCL, EsStCE und EstA3 Die
Aktivitat der drei gereinigten Enzyme wurde titrimetrisoft steigenden Substratkonzentrationen bestir
Die gsestrichelte Linie markiert die Substratkonzentratider kritischen Mizellenkonzentration des
eingesetzten Substrats Tributyrin.

61



ERGEBNISSE

Lipasen sind zwar durch dieses Kriterium nicht sterasen abzugrenzen, aber die Kinetik
eines lipolytischen Enzyms ist weiterhin ein biatieches Charakteristikum (30, 207). Die
Kinetik und damit die Interphasenaktivierbarkeitr ddrei Esterasen wurde mit der
Titrationsmethode (vgl. 3.4.3) bei jeweils anstadgn Substratkonzentrationen bestimmit.
Ein Enzym kann durchaus nur bei bestimmten Sulestragine Interphasenaktivierung
aufweisen, wie fir die Lipase aBsaphylococcus hyicugezeigt wurde (205), deshalb wurde
die Kinetik mit verschiedenen Substraten gemedseAbbildung 22 sind die Kinetiken der
drei Enzyme gegen das Substrat Tributyrin, weloh&s allen gut umgesetzt wurde (vgl.
3.4.3), wiedergegeben. Die Kinetik dieses Substtaist reprasentativ fir andere gemessene
Substrate, wie Triacetin, Tripropionin oder Prog@uarevinylester. Das Substrat Tributyrin
bildet ab einer Konzentration von 0,41 mM Mizell@bb. 22 gestrichelte Linie). Bei keinem
der drei Enzyme ist ein sprunghafter Anstieg detiviti&t bei dieser Konzentration zu
beobachten, stattdessen folgt die Aktivitdt beiigét®eing der Substratkonzentration einer
Michaelis-Menten Kinetik. Dieser Verlauf wurde autit den anderen getesteten Substraten
beobachtet. Die lipolytischen Enzyme EstA3, EstChd UEStCL sind demnach nicht

interphasenaktivierbar.

3.4.5 Die Esterasen sind alkalistabil

Ein weiteres klassisches biochemisches Charakkemstist die Stabilitét von Enzymen
gegenuber verschiedenen pH-Werten. Zur Durchfuhmdieger Untersuchung wurden die
gereinigten Enzyme in einer Konzentration von Og fiir 48 h bei Raumtemperatur in
verschiedenen Puffersystemen (je 50 mM Glycin, Toider Na-Phosphat) inkubiert.
Anschliel3end konnte die Restaktivitat der Enzymgegéber dem Substrat pNPC (para-
Nitrophenylcaproat) bestimmt werden (Abb. 23). Bsi§€ im alkalischen Bereich von pH 10
am stabilsten, behalt aber auch bei pH 11 noch6fagb der Aktivitat, wahrend die Aktivitat
im neutralen Bereich um 50 % abnimmt. Bei einemupiterhalb von 6 ist EstCL sehr instabil
und die Aktivitat sinkt um etwa 90 %. EstCL ist deach ein alkalistabiles Enzym. Ein
ahnliches Stabilitdtsspektrum zeigt auch die EseeiastCE, mit dem Unterschied, dass sie
noch alkalistabiler ist. Sogar bei einer Inkubatim pH 12 verliert sie nur unwesentlich an
Aktivitat (Restaktivitat etwa 85 %), wahrend die tAitat im neutralen und sauren Bereich
sehr stark abfallt. Unterhalb von pH 6 wird EstGCéimplett inaktiviert. Dagegen ist EStA3
Uber einen breiten pH-Bereich stabil und behalt o 5 bis 11 Uber 60 % der
Ursprungsaktivitat. Am stabilsten ist die EsterBseA3 im leicht alkalischen Bereich (pH 8).

62




ERGEBNISSE

relative Aktivitat %

120

100 ~

80

EstCL

60 -

40 1

20

11

12

13

relative Aktivitat %

120

100

80 4

60

EstCE

40

20 4

11

12

13

relative Aktivitat %

120

100 ~

EsStA3

80

60

40 4

20 ~

11

12

13

Abb. 23: Stabilitét der drei
Esterasen EstCL, EstCE und
EstA3 gegenuber verschie-
denen pH-Werten Etwa 0,5 ¢
der gereinigten Enzyme wurd
in 50 mM Puffer de
verschiedenen pH-Werte (pH 2-
3:  Glycin/HCI, pH 46:
NaPhosphat, pH 8: Tris/HCI,
pH 10413: Glycin/NaOH)
aufgenommen und 48 h bei |
inkubiert. Arschlielend wurd
die Restaktivitat spektro-
photometrisch gegéiber den
Substrat pNRCaproat (C6
bestimmt. Bei den Werte
handelt es sich um Mittelwer
aus zwei voneinand:
unabhéngigen Messungen

Alle drei Esterasen sind demnach alkalistabil, wabrnur EstA3 gleichzeitig auch saure pH-

Werte vertragt und somit Gber einen weiten pH-Béraiabil ist. Auffallig ist weiterhin, dass

alle drei Enzyme allgemein sehr stabil bei Raum&natoir sind. Sie verlieren héchstens 10 %

ihrer Aktivitat nach zwei Tagen Inkubation bei dgweils optimalen pH-Werten, EstCL

behéalt sogar anndhernd 100 % Restaktivitat.
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3.4.6 Die Esterasen besitzen ein Aktivitats-Optimunm alkalischen Bereich
Die Stabilitdt eines Enzyms bei bestimmten pH-Weltessst noch keine Aussage Uber das
pH-Optimum, d.h. den pH-Wert, bei dem das Enzymhéiehste Aktivitat zeigt, zu.
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Abb. 24: Bestimmung der optimalen pH-Werte von EstC, EstCE und EstA3. Die Aktivitat von etwa 2
der gereinigten Enzyme wurde titrimetrisch gegeibutyrin bei den verschiedenen pMerten und Uber eine
Zeitraum von 5 min bestimmt. Digdchste gemessene Aktivitat wurde gleich 100 %itiked Aktivitat gesetzi
Bei den Aktivitdten handelt es sich um Mittelwesites jeweils zwei voneinander unabhéngigen Messungen
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Um diese Werte zu ermitteln, muss der eigentlicheivitatstest bei verschiedenen pH-
Werten durchgefuhrt werden. Bei der Durchfiihrung Messung wurden unterschiedliche
Puffersysteme (hier Na-Phosphat: pH 4-7; Tris/H&®: 7-11; Glycin: pH 9-11) benutzt, um
den pH Wert wahrend der Messung stabil zu haltés S&ibstrat wurde Tributyrin eingesetzt,
welches bei den unterschiedlichen pH Werten (pHL@+&lativ stabil bleibt, also nur zu
geringer Autolyse neigt. Die zuvor bestimmte Ausasate wurde bei den Ergebnissen
bertcksichtigt. Zur besseren Vergleichbarkeit wudde Aktivitat der lipolytischen Enzyme
in Prozent angegeben, wobei die hochste AktivitdBezug auf den pH-Wert mit 100 %
gleichgesetzt wurde (Abb. 24). Die hochste Aktivitad somit das pH-Optimum zeigt EstCL
bei einem pH-Wert von 8. Sowohl bei héheren, alshawei niedrigeren pH-Werten fallt die
Aktivitat stark ab. Bei einem pH-Wert unter 7 isstEL nicht mehr aktiv, wéahrend die
Aktivitat bis pH 10 nur um 50 % abnimmt und auch pE 11 noch eine Restaktivitat zu
beobachten ist. Die Esterase EstCE besitzt ein ptiy@m im alkalischen Bereich, die
hdchste Aktivitat ist bei pH 10 zu beobachten. legénsatz zu EstCL fallt die Aktivitat nicht
bei héheren oder niedrigeren pH-Werten stark atbgdesm die Aktivitat bleibt im alkalischen
(bis pH 11) bis in den neutralen Bereich auf eifehen Niveau (Uber 60 %). Unter einem
pH-Wert von 6 ist EStCE nicht mehr aktiv. Auch &isterase EstA3 zeigt dhnlich wie EstCE
ein recht breites pH-Optimum im alkalischen bis treden Bereich, wobei sich das pH-
Optimum bei pH 9 - 11 befindet. Als einzige deridEsterasen besitzt EstA3 auch bei einem
sauren pH-Wert von 5 eine signifikante Aktivitditwa 20 %). Wahrend also EstA3 und
EstCE im alkalischen bis in den neutralen Bereicdle eelativ hohe Aktivitat zeigen, besitzt
EstCL ein schmales pH-Optimum und ist nur bei pib€8onders aktiv.

3.4.7 Die drei Esterasen hydrolisieren verschiederf&ubstrate enantioselektiv

Zur Erweiterung des schon vorgestellten Substritspas der drei lipolytischen Enzyme
EstCL, EstCE und EstA3 gegen Vinylester und Trighae verschiedener Kettenlangen (vgl.
3.4.3), wurden zusatzlich biotechnologisch releganSubstrate oder solche mit
Modellcharakter auf eine hydrolytische und teilveeenantioselektive Aktivitat hin gepruft.
Die gereinigten Enzyme (Konzentration 2 pg) wurdé@ir 24 Stunden bei einer
Substratkonzentration von 10 mM bei Raumtemperatwbiert. Der pH Wert wahrend des
Aktivitatstests wurde hierbei auf pH 8 eingestallt, bei diesem Wert alle drei Enzyme gute
Aktivitaten gegen das Substrat Tributyrin zeigerngl.(v3.4.6). Die Reaktion wurde
anschlielend durch die Extraktion der Substrate, fieigesetzten Alkohole gestoppt. Die

Umsetzung der Substrate wurde anschlieRend miéedshromatographie analysiert. Anhand
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der Peakflachen der Substrate und der freigesexliarhole konnte der Umsatz ermittelt
werden. Die Enantioselektivitat der Enzyme konriderdalls durch die Quantifizierung des
Umsatzes enantiomerenreiner Substrate ((+)- undVéfthylacetat) und durch die
Verwendung einer chiralen GC-Saule bei der SpalitorgRacematen bestimmt und aks
Wert (enantiomeric excess) berechnet werden. Beillfesetzung racemischer Substrate
konnte allerdings in einigen Féllen nicht bestinwerden, welches der beiden Enantiomere
bevorzugt gespalten wird, da keine enantiomereereiAlkohole zur Kalibrierung zur

Verfiigung standen. Die Ergebnisse sind in Tabélleusammenfassend dargestellt.

Tab. 17: Bestimmung der Aktivitditen von EstCL, Est(E und EstA3 gegeniber racmischen oder
enantiomerenreinen Substraten Zur Bestimmung der Aktivitétvurden etwa 2 pg der gereinigten Enzy
mit den verschiedenen Substraten fur 24 h bei KuUhiert. Nach dem Abbruch der Reaktion wurden
Umsetzungen durch eine gaschromatographische Amdbgstimmt. Bei den Daten handelt es sich
Mittelwerte aus midestens zwei voneinander unabhdngigen Messungéeiwi® Standardabweichung un
10 % lag. Die Strukturen der einzelnen Verbindungjed im Anhang dargestellt. E= Enantiomer.

EstCL EstCE EstA3
Substrat Umsatz % pro Umsatz % pro Umsatz % pro
ee% ee % ee%
1.E 2. E 1.E 2.E 1.E 2. H
Acetatester v. (+/-)-1-
0 0 - 64 60 3 24 18 12

Octin-3-ol

Acetatester v. cis-1,2-
cetatester v. cis n.b.| nb. | nb. | 108 | 100" | © 0 0 -

Cyclohexandiol

Acetatester v. trans-1,2-

n.b.| nb. | nb. | 100| 45 38| O 0 =

Cyclohexandiol

Acetatester v.

_ 0 0 - 0 0 - 0 0 -
Tetrahydronaphthylamin
Acetatester v.
, 0 0 - 0 0 - 0 0 -
Phenylethylamin
Acetatester v. R-(+)-3-
) n.b.| n.b. | nb. 108 - 6° -
Chlor-1-Phenyl-1-Propano
Acetatester v.
n.b.| nb. | nb. 106 - 45 -

Trimethylsilylbutinol

cis-3,5-Diacetoxy-1-
100 0 >99 | 12 59 66| 24 0 > 99

Cyclopenten

Isopropylidenglycerinacetg
(Rac)

0 35 [>99| 100 | 100t | © 0 0 5

Menthylacetat (1. Enan-
tiomer (+), 2. E ()

0 0 - 100 0 >99| 0 0 =

*Substratumsatz nach 12°hier konnte nur der Gesamtumsatz gemessen werden
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Wahrend EstCL den Essigsaureester von (+/-)-1-€&toh nicht umsetzt, werden beide
Enantiomere des Esters von EsStCE und EstA3 zu 68 bzw. 20 % umgesetzt. Beide
Enzyme zeigen hierbei nur eine geringe Enantiosglgik. Die Essigsaureester der
Diastereomeren vowris- und trans-1,2-Cyclohexandiol werden ausschliel3lich von EstCE
umgesetzt. Hierbei wird jedoch nicht das jeweiligml gebildet, sondern es entstand in
beiden Fallen nur monoacetyliertes 1,2-Cyclohexanddabei wird sowohl dasR(R, als
auch das$%,3 Enantiomer desis-Isomers auch schon bei Verkirzung der Inkubatieihzzi
100 % umgesetzt. Eine Enantioselektivitdt von 38e&ozeigt EStCE dagegen bei der
Hydrolyse destransisomers, wobei dasS(S§ Enantiomer bevorzugt gespalten wird. Die
Essigsaureester von Phenylethylamin und Tetrahyghfathylamin werden von keinem der
drei Enzyme hydrolisiert. Die Essigsaureester ¥(t)-3-Chlor-1-Phenyl-1-Propanol und
Trimethylsilylbutinol werden zu 100 % von EstCE ussgtzt, wahrend EstA3 schwéchere
Aktivitat gegeniber diesen Substraten zeigt (6 2.5 %). Alle drei Enzyme setzen das
Substratcis-3,5-Diacetoxy-1-Cyclopenten um. EstCL und EstABdsdabei hoch selektiv
(> 99 %ed. Bei EstCL ist eine Umsatzrate von 100 % zu bebtsm, wahrend EStA3 nur
24 % des Enantiomers in 24 h umsetzt. EStCE zaig¢g Enantioselektivitat von 66 %
gegeniber diesem Substrat, bevorzugt allerdingsGegensatz zu den anderen beiden
Enzymen das zweite Enantiomer. Isopropylenglycesta wird von EstCL enantioselektiv
hydrolisiert (> 99 %e€, bei einer Umsatzrate von 35 %. EStCE zeigt zkeine
Enantioselektivitat gegentber diesem Substrat,cjedst eine vollstandige Umsetzung schon
nach 12 h Inkubation zu beobachten. Das Modellsatobtenthylacetat wird nur von EstCE
mit einemeeWert von > 99 % bei ausschliel3licher Hydrolyse ¢es Enantiomers und

gleichzeitigem hohen Umsatz von 100 % umgesetzt.

3.4.8 Enzym-Fingerprinting der Esterasen

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. J.Reymond von der Universitat Bern
(Department of Chemistry and Biochemistry) wurdes drei Metagenomesterasen EstCL,
EstCE und EstA3 mit einem so genannten enzymatisdi@gerprinting detaillierter
charakterisiert(74). Hierbei wurden die gereinigten Enzyme in einensEhritt-HPLC-
Analyse auf die Hydrolyse von 20 enantiomerenrejpr@maren und sekundaren Glykolestern
untersucht. Die sekundaren Ester (C3, C4, E3 undbEHindern hierbei die enzymatische
Spaltung sterisch, was die Aktivitdt gegeniber etieSubstraten erschwert. Die Ester lagen
jeweils als (+) und (-) Isomer vor, so dass insgegsé0 Substrate analysiert wurden (Abb.

25). Die Hydrolyse der Substrate wurde je nach @#ndes Umsatzes anhand eines
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Farbcodes dokumentiert, was fur jedes Enzym eira&heristisches Muster ergab, die jeweils
typischen enzymatischen Fingerprints (Abb. 26). bierdnung der Substrate kann anhand
der nummerierten Kastchen im Vergleich mit der loein Strukturen der Substrate
verwendeten Nummerierung ermittelt werden. Auf lideden Seite ist das Muster fur die¢
Enantiomere und rechts fur di& Enantiomere dargestellt. In Rot ist fur jedes yEnzlie
hochste gemessene Umsatzrate wiedergegeben, walatte auf der rechten Seite in
Prozentwerten angegeben ist. Die Farbgebung deeremdSubstratumsatze wurden in
Abhangigkeit von diesem Wert als relative Einheiggrgegeben. Die hochsten Umsatze der
drei Esterasen liegen zwischen 78 und 89 %, walkebdbstrate in allen Fallen verschieden

sind.

NO,
CgO OC,
OH OH o o

NO, NO,

NO,

oc,

Ho OH oc,
.
Réﬂ o oc, = WO WO
.
o )
oH

Abb. 25: Strukturen der zum enzymatischen Fingerprinting verwendeten Substrate Bei den Substrate
handelt es sich um primére und sekundére Glycoledie in der Arbeitsgruppe von Prof. J. L. Reym
synthetisiert wurden.
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Alle drei Esterasen spalten primare Glycerolestaétr aer hochsten Effizienz, wéhrend
sekundare Glycerolester (Substrate C,E 3 und 4} oder kaum umgesetzt werden. Anhand
des Musters kann ebenfalls abgelesen werden, ohage 8ubstrate enantioselektiv umgesetzt
werden, wie von EsStCE und EstA3 das Substrat Bérdssanterweise wird von EstCE fast
ausschlief3lich daS-Enantiomer gespalten, wogegen EstA3 Bd&&nantiomer bevorzugt. Die
drei Enzyme konnen anhand dieses Substrat-Fingéspeindeutig unterschieden werden,
und es wird ebenfalls deutlich, dass sie trotavisde ahnlicher Strukturen (R-Lactamase
Motiv von EstCE und EstA3) sehr spezifische Sultspektren besitzen.

EstCL: 89 %

mooO w >
mooO wm >

EstCE: 86 %

m oo w >

mooO w >

EStA3: 78 %

m oo @ >
moo w >

Abb. 26: Enzymatisches Fingerprinting der drei metgenomischen Esterasen EstCL, EstCE und EstA3
Die Aktivitdt der Enzyme gegeniiber den Abb. 25 mit derselben Nummerierung dargestelltebs8ate

wurde in einer ,Ein Schritt HPLC-Analyse" bestimomd der jeweils héchste Umsatz ist in Prozegegeben

Dieser Wert wurde nach dem Farbcode in Rot wiedgigen. In Abhéngigkeit von diesem Wert wurden

anderen Umsetzungen fur jedes Enzym getrennt iraldgsbildete Farbschema von Rot (maximale Aktiy

bis nach Blau (minimale Aktivitat) eingeordnet.
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Diese Spektren lassen sich auch mit anderen khaflicund auch in der Industrie
verwendeten Enzymen vergleichen. Die HPLC-Analysede mit 35 lipolytischen Enzymen
durchgefuhrt, die nicht nur bakteriellen, sondemchaeukaryotischen Ursprungs sind (74).
Die Ubereinstimmungen der jeweiligen Spektren kingi@ander gegeniibergestellt in einem
Farbdiagramm dargestellierden (Abb. 27). Schwarze Kastchen stehen dabeitié vollige
Ubereinstimmung des Spektrums, wahrend bei abnetendkhnlichkeit die Farben tiber Rot
und Gelb nach WeiRR immer heller werden. Anhandjeleeiligen Ahnlichkeiten lassen sich
mittels einer multivariablen Analysesoftware (fidder das Internet verfigbare Programme
WINIDAMS: http://www.unesco.org/idams oder VISTA:tt://www.visualstats.org) die
einzelnen Enzyme zu Gruppen mit der besten Ubein@imsing zusammenfassen. So sind
also Enzyme mit ahnlichem Substrat-Fingerprint inmiitelbarer Nahe zueinander
angeordnet. Zwei Gruppierungen von Enzymen sindeinTabelle markiert; die Esterasen
sind mit blauen Pfeilen gekennzeichnet und die angdntischen, lipolytischen Enzyme sind
in gruner Schrift dargestellt. Obwohl die Gruppmgaen nicht in durchgangigen Clustern
angeordnet sind, lasst sich trotzdem eine grobdeiting beobachten. Esterasen sind
durchweg in der oberen Halfte zu finden, wahremdmtokaryontischen Enzyme vorwiegend
in der unteren Halfte angeordnet sind. Die EnzyreCE und EstA3 befinden sich beide im
oberen Drittel im Umfeld von weiteren EsteraseriABseigt ein ahnliches Substratspektrum
wie beispielsweise die biotechnologisch interessa8thweineleberesterase (PLE1 und
PLE2), wahrend EstCE Ahnlichkeit zu einer Esterass Candida antarctica(CALA)
aufweist. EstCL wird in der Gruppe der prokaryoctisn Enzyme eingeordnet und besitzt
ausschlieRlich signifikante Ahnlichkeit zum Spektreiner Esterase afseudomonaspec.
(PSL), wahrend Ahnlichkeiten zu anderen Enzymen gehing sind. Dieses enzymatische
Fingerprinting zeigte und bestatigte, dass es Baihden drei Enzymen EstCL, EstCE und
EstA3 um voneinander unterschiedliche, neue Bidksatoren mit bisher unbekanntem

Substratspektrum handelt.
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EstCL
PSBL

PPL1
CALB
PRL
MME
ANL
HPL
BSE
HLE
SCE
CAL
CLE
TBE
MML 2
RNL
PCL2
RAL
TTL
ASL
MJL
WGL
CLL
PFL
RML
CCL
PPL 2
CutB
PSL

—» AchE
CRL

- EstA3
—p PLE1
—» PLE2
AOL

MML1

CALA

# EstCE
PPL1

CALB

PRL

max
ANL
HPL

—» HLE
—» SCE

CAL
—>» CLE

MML 2
RNL

RAL
TTL min
MJL
WGL
CLL

RML
CCL
PPL2
CutB

) EsiCL

Abb. 27: Die Ergebnisse der enzymatischen Fingerprts der drei metagenomischen Esterasen EstCL,
EsStCE und EstA3 im Vergleich mit den Spektren von 3 weiteren lipolytischen Enzymen.Die drei
metagenomischen Esterasen sind mit roten Pfeilkengeeichnet. Als Esterasen klassifizierte Enzyme mit
blauen Pfeilen markiert, Enzyme prokaryontischerspings sind in griner Schrift dargestellt. Nahere
Erlauterungen sind dem Text zu entnehmen. Die Ahkigen bezeichnen folgende Enzyr@&L B Candida
antarctica lipase fraction B (Chirazyme L-2RSL Pseudomonas sglipase (Chirazyme L-6)CRL Candida
rugosalipase (Chirazyme L-3)AOL Aspergillus oryzadipase (F-62285)CAL A Candida antarcticdipase
fraction A (Chirazyme L-5)PLE1 Pig liver esterase fraction 1(Chirazyme E-PRL1 Porcine pancreasipase
(Chirazyme L-7),PLE2 Pig liver esterase fraction 2 (Chirazyme E-Z)IL Thermomyces lanuginodpase
(Chirazyme L-8),ASL Alcaligenes splipase (Chirazyme L-10)CAL Candida antarcticalipase (F-62299),
ANL Aspergillus nigetdipase (F-62294)RML Rhizomucor miehdipase (F-62291)WGL Wheat gernlipase
(F-62306), MML1 Mucor mieheilipase (F-62298)MML2 Mucor mieheilipase (Chirazyme L-9)RAL
Rhizopus arrhizudlipase (F-62305),SCE Saccharomyces cerevisiagsterase (F-46071)CLE Candida
lipolytica esterase (F-46056BSE Bacillus sp.esterase (F-46062,CL2 Pseudomonas cepadipase fraction
2 (F-62309) MME Mucor mieheiesterase (F-46059PFL Pseudomonas fluoresceligase (F-62321)AchE
Acetylcholinesterase fronklectrophorus electricugC-2629), HLE Horse liver esterase (F-46 06)CL
Candida cylindracedipase (F-62316)Cut B Cutinase BRNL Rhizopus niveusipase (F-62310)PSBL
Pseudomonas sp. lboprotein lipase (F-62336FRL Penicillium roquefortilipase (F-62308)CLL Candida
lipolytica lipase (F-62303)PPL2 Porcine pancreasipase (F-62278)TBE Thermoanaerobium brockisterase
(F-46061),HPL Hog pancreatic lipase (F-62300),J)L Mucor javanicudipase (F-62304); Chirazyme Enzyme
wurden von Roche, F- markierte Enzyme von Fluka AicidE von Sigma bezogen.
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Die drei metagenomischen Enzyme EstCL, EstCE und E&3 konnten
kloniert, Uberexprimiert und gereinigt werden. Die biochemische
Charakterisierung der Enzyme zeigt, dass sie kurzkege Triglyceride und
Vinylester bevorzugen und nicht interphasenaktiviebar sind. Demnach
handelt es sich bei allen drei Enzymen um Esterase8ie zeigen die hochste
Aktivitat im neutralen bis alkalischen pH Bereich und sind bei diesen pH-
Werten auch am stabilsten. Alle drei Esterasen zesm sich gegentber
verschiedenen Substraten enantioselektiv bei teilwge hohen Umséatzen. Ein
enzymatisches Fingerprinting bestatigt, dass es &ic um neue,
unterschiedliche Enzyme handelt, die Ahnlichkeit zubiotechnologisch

interessanten Enzymen aufweisen.
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4 Diskussion

Neben der roten (medizinischen) und der grinerarjgfichen) Biotechnologie kann die
weil3e oder auch industrielle Biotechnologie chrog@ch betrachtet als die dritte Welle der
Biotechnologie angesehen werden (162). Ganz allgexersteht man unter dem Terminus
weil3e Biotechnologie den Einsatz von Biokatalysaiqe.B. Enzyme oder ganze Zellen) zur
Herstellung industrieller Erzeugnisse (59). Die misehe Industrie greift zunehmend auf
neue biotechnologische Verfahren zur Herstellungaleedenster Produkte zurlick, so dass
Schatzungen zur Folge derzeit etwa 5 % der chemrisétrodukte durch die Involvierung
eines oder mehrer biokatalytischer Schritte heejfjesverden (63, 194). Nach einer Studie
der Beratungsagentur McKinsey konnten allerdings¥o@ller Feinchemikalien mit Hilfe
biotechnologischer Verfahren produziert werden J14Hin limitierender Faktor konnte
hierbei die Verfugbarkeit an neuen Biokatalysatorsin, welche fir die jeweiligen
Umsetzungen geeignet sind (177). Deswegen ist dhfkage nach neuen Biokatalysatoren
in den letzten Jahren enorm gestiegen (180). Eleiehgeitig mit dieser Entwicklung machte
ein neues, junges Forschungsfeld auf sich aufmerksder Metagenomansatz®. Dieser
Forschungszweig untersucht, bzw. nutzt die bishérhtn unter Laborbedingungen
kultivierbaren Mikroorganismen, welche etwa 99 % dgesamtheit ausmachen, unter
Umgehung der Anzucht im Labor (4). Da beispielse@iseinem Gramm einer Bodenprobe
die enorme Anzahl von 2000 bis 18.000 verschiedeikeobielle Spezies zu finden sind (50,
199-201), ist somit auch das biotechnologische Rialenahezu unerschopflich. Im Rahmen
dieser Arbeit und in Kooperation innerhalb des vBomdesministerium fir Bildung und
Forschung geforderten Netzwerkes ,GenoMiks* (G@ggim, Projekt 4.3: Umweltgenomik als
Ressource fir neue Biokatalysatoren, Stoffwechsgwend Wirkstoffe) sollten neue Wege
zur Nutzung dieses biotechnologischen Potentiadshéwmssen werden. Hierzu sollten (a)
Screeningsysteme fur innerhalb des Projekts kaesteuMetagenom-Bibliotheken etabliert
bzw. neu entwickelt werden, (b) ein auf der DNA-@\yr Technik basierendes
Hybridisierungssystem erstellt werden, (c) die Bonegeffizienz von
Metagenombibliotheken durch die Anwendung einesr&gions-Transposons erhéht werden

und (d) neu identifizierte Biokatalysatoren biochsrh charakterisiert werden.
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4.1 Identifizierung von Biokatalysatoren durch Aktivitats-Screening

4.1.1 Konstruktion von Metagenombibliotheken

Die Isolierung und die anschlieRende Klonierung wmwelt-DNA aus verschiedenen
Habitaten zur Konstruktion von Metagenombibliothelstand zun&achst im Vordergrund der
im Rahmen des Projekts durchgefiihrten Arbeitenleinneueren Zeit wurde eine Vielzahl an
neuen Methoden zur Isolierung von metagenomiscing publiziert, wobei es bei der Wahl
der Methode auf die Beschaffenheit des Habitats, vaeitere Vorgehensweise nach der
Isolierung sowie die gewiinschte FragmentgroRe eiimjgten DNA ankommt (Ubersicht in
(165)). Um eine hohe Diversitat zu garantieren,deuarin dieser Arbeit Metagenombibliothe-
ken aus verschiedensten Habitaten genutzt, umdsedi nach neuen Biokatalysatoren zu
suchen. Dabei handelte es sich um finf Banken atschiedenen Biofilmen sowie sieben
Banken aus unterschiedlichen Bodenproben. Alle DsbAerungen wurden nach der so
genanntenn situ Methode durchgefuhrt, bei der die Mikroorganisndéekt lysiert werden,
ohne die Zellen vorher, wie bei der so genanetesituMethode, zuerst von der Matrix (z.B.
Bodenpartikel, Sandkdrner, etc.) zu trennen. EmssclalieBend wurde die DNA von
Kontaminationen und auch Zelltrimmern befreit, etistmals 1987 von Ograet al gezeigt
wurde (146). Die Ausbeute an isolierter DNA ist Imalteser Methode 10 - 100 mal so hoch
wie mit derex situMethode (71). Auch der Arbeits- und Zeitaufwantlisi der direkten
Lyse geringer als bei der vorherigen SeparationZgdlen. Der Vorteil deex situMethode
liegt in der hoheren Reinheit und der grof3eren mAeadlange der isolierten DNA (37).
Deswegen wird bei der Konstruktion von Metagenorinttibeken mit Insertgréf3en tber 40
kb eher dieex situ Methode verwendet (163). Fur die Konstruktion v@osmid- oder
Plasmidbibliotheken ist die unkompliziertere Methoder direkten Lysis sinnvoller und
wurde bei den hier produzierten bzw. zur Verfuggestellten Metagenombibliotheken
verwendet. Dabei lag im Projekt eine Arbeitsteiluray, so dass im Rahmen dieser Arbeit
zunachst nur bei der Konstruktion der Bank desKivasserbiofiims | (TWB ) mitgearbeitet
wurde und eine Cosmid-Bank hergestellt wurde (Batidoden, 600 Klone, s. Abb. 7, Tab.
10). Die Biofilme TWB Il und das agarolytische Ksortium wurden durch die AG Streit
auch von der 6kologischen Seite her untersucht,avas durchaus auch Rickschlisse auf die
Screeningeffizienz  zulasst. Durch 16S rRNA Analyseurde die bakterielle
Zusammensetzung der beiden Biofilme analysiert,(208) und es konnten 81 verschiedene
Bakterienspezies detektiert werden, die aus selersbn Familien stammen (Abb. 28). Da es
sich hierbei um Organismen handelte, die in unsefemkwasser leben oder zumindest

damit in Berihrung kommen, war es besonders bemswert, dass keine pathogenen
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Bakterien oder solche, die eine néhere Verwandfiszbadiesen besitzen, detektiert wurden.
Neben schon in friheren Arbeiten detektierten thps bakteriellen Vertretern in
Frischwasserbiofilmen (196), wurden interessantmsveiele der Klone als nahe Verwandte
der Rhizobien, die zu denProteobakterien gehoéren, identifiziert (175, 1T8igse sonst zur
Stickstoff-Fixierung mit Leguminosen in Symbiosebdaden so genannten Kndllchen-
Bakterien konnten also eine Rolle bei der Berditstg von Stickstoff in dem nahrstoffarmen
Milieu fur den Biofilm spielen. Der Trinkwasserbilofi wurde also aus zwei Grinden
ausgewahlt, zum einen, weil die Identifizierung dBakterien im Trinkwasser von
gesellschaftlichem Interesse ist und zum anderehesesich um ein néhrstoffarmes Habitat
handelt. Es wurde also erwartet, dass Mikroorgaamsihes Biofilms in der Lage sind, die
wenigen Nahrstoffe in diesem oligotrophen Lebensratfizient zu nutzen. Dazu mussten sie
Uber ein breites Repertoire an Biokatalysatoreriiigen und die Effizienz des Screenings
sollte somit hoch sein. Tatsachlich wurden alleinder Bank 11l des Trinkwasserbiofilms
(1700 Klone) 5 lipolytisch aktive Klone entdeckrnvdenen zwei (EstA3 und EstCL) auch
im Rahmen dieser Arbeit ndher charakterisiert wordie friheren Arbeiten wurden in einer
aus Bodenproben hergestellten Metagenombibliotioeketwa 286.000 Klonen hingegen nur
drei lipolytisch aktive Klone identifiziert (87).sEk6nnte also durchaus zutreffen, dass die
Isolierung von metagenomischer DNA aus nahrstoffarnHabitaten die Ausbeute des

Screenings nach neuen Biokatalysatoren erhdht.

3-Proteobacterig8,8 %)

a-Proteobacteria39.2%)

1 Wasserleitung
y-Proteobacteria
(35.1 %)

anderg(3.1%) o-Proteobacterig0,8 %)

Firmicutes(4,8 %) Actinobacteria(8,2 %)

Trinkwasserkofilm

Abb. 28: Herkunft und mikrobielle Zusammensetzung @&s Trinkwasserbiofilms. Der Biofilm stammt vor
einem mit Kunststoff (PVDM) beschichteten Schieféentil) aus einer Trinkwasserleitung in DuisbuBje
mikrobielle Zusammenseung des Konsortiums wurde durch 16S rRNA Analystgeklart (modifiziert nac
(176)).
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Die Analyse nach einer Anreicherung von Gottingeod@proben auf Agarplatten
(agarolytisches Konsortium) ergab eine wenigerfé&iifje Bakterienpopulation. Nur funf

verschiedene Bakterienarten wurden nach 16S rRNAlyse detektiert, welche eine nahe
Verwandtschaft zu Pseudomonas putigda Agrobacterium tumefaciensXanthomonas

campestris Janthinobacterium lividunund Microbulbifer degradansaufwiesen (208). Da

normalerweise in Bodenproben mit dem Metagenomans@destens 2000 verschiedene
Bakterienarten identifiziert werden (50, 199-20dgrdeutlicht dieses Beispiel eindrucksvoll
die Bedeutung der direkten DNA-Isolationsmethodeahvgcheinlich wurden durch die
Anreicherung weniger als 0,5 % der tatsachlich andenen Mikroorganismen isoliert.
Trotzdem wurden in der nur etwa 1500 Klone umfadeenMetagenombibliothek sechs
Agarasen und andere biotechnologisch interesstumtietionale Gene identifiziert. Neben der
unkomplizierten Isolierung der DNA spricht eberdallie hohe Screening-Effizienz fir eine
Anreicherung aus Bodenproben, wenn gezielt nactinten Enzymklassen, wie hier die
Agarasen, gesucht wird (208). Insgesamt standenStneening 14 Metagenombibliotheken
aus unterschiedlichsten Habitaten mit einem gezgtghéimetagenomischen DNA -Gehalt von
760 Megabasen zur Verfigung, die eine grol3e Baitdbverschiedenster Eigenschaften

versprachen.

4.1.2 Screening von Metagenombibliotheken und Entwklung eines Selektionssystems

Um Klone mit den jeweils gesuchten Eigenschaften Nietagenombibliotheken zu
identifizieren, musste eine grofRe Zahl rekombimaBi&kterien untersucht werden. Deshalb
eignen sich zum Aktivitatsscreening von Metagenamba ausschlie3lich Methoden, die
einen hohen Durchsatz erlauben (133). Dazu zéh&spielsweise einfache Agar- oder
Mikrotiterplattenassays und Selektionssysteme. Bdse erfolgversprechend sind hierbei
Selektionssysteme, da nur Klone wachsen kénnen,ibéx die gewlnschte Eigenschaft
verfugen. Das ermdglicht auch ein Screening vom|$¥ader Metagenombibliotheken, also
einer Mixtur aus etwa 100 - 2000 Klonen, da aktilene leicht zu detektieren sind. Zum
einen wurden deshalb bewahrte ScreeningsystemEsieease- bzw. Lipaseassays (118, 119)
und Dehydrogenaseassays (62) fur das Metagenomsweangepasst, zum anderen wurde
ein neues Selektionssystem zur Identifizierung Yanidasen entwickelt. Zur Erprobung
wurde die Amidase AmIE auB. aeruginosaausgewahlt, welche erstmals 1962 erwahnt und
charakterisiert wurde (109). Diese wurde kloniertdduim heterologen WirtE. coli
Uberexprimiert, um anschlieRend verschiedene Sefekhedien zu testen. Die

Uberexpression unter der Kontrolle des starken fora@tors wurde durch SDS-PAGE
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Analyse Uberpruft und die Menge an produzierteslidber Amidase im Gel abgeschétzt. Die
Aktivitat gegeniiber dem Substrat Propionamid wulagieh RP-HPLC bestimmt und liegt bei
etwa 400 U pro Milligramm Amidase im durch Ultraathaufgeschlossenen Zellextrakt.
Dieser Wert entspricht der Aktivitdt des voiGSIA-ALDRICH vertriebenen Enzyms. Das
rekombinante Enzym wird demnachkn coli in aktiver Form exprimiert und bendétigt weder
spezielle Faltungshelfer, noch wirtsspezifische ttpmsslationale Modifikationen. Der

rekombinante, AmIiE exprimierend&. coli Stamm diente nun zur Entwicklung des
Selektionsmediums. Das bei der Umsetzung des Amdstehende Ammonium sollte als
alleinige Stickstoff- und die produzierte Saure lkthlenstoffquelle dienen. Es sollten zum
einen also nur aktive Klone wachsen (Tribung deditves) und durch die Entstehung der
Saure sollte eine zusatzliche optische KontrollechlDetektion des pH-Shifts unter Einsatz
eines Indikators mdglich sein. Wie in Abb. 10 (K&pl.2) zu sehen ist, konnten nur
rekombinanteE. coli Stamme mit exprimierter Amidase bei Zugabe vonkGde wachsen

und zeigten auch den erwarteten Farbumschlag. dtrsguure kanik. coli demnach nicht als

alleinige Kohlenstoffquelle dienen. Weiterhin spgeles keine Rolle, ob die AmiE-

Uberexpressionskulturen induziert wurden, was zeaigiss AmIiE schon bei der basalen
Expression des Systems in einer ausreichenden Mande coli produziert wird. Das

Selektionsmedium war also zur Detektion von AmidaseMetagenombibliotheken geeignet.

Allerdings wuchs der rekombinanie coli Stamm im Vergleich z®. aeruginosdangsamer
im Amidase-Selektionsmedium und erreichte auchtrsohhohe Zelldichten. Ein Grund fur
diese Beobachtung konnte der fehlende Transport Alegds in die Zelle oder der
entstehenden, moglicherweise toxischen Saure augelle sein. Das AmidasegemiE ist

in einem Operon mit zwei regulatorischen GeasmRundamiC, sowie zwei weiteren Genen
amiB und amiSkodiert (Abb. 29). Die Transkription des Operonsdwdurch verschiedene
Amide, wie auch Propionamid, induziert. Hierbeidiert AmiC als Sensorligand und AmiR
als Transkriptions-Antiterminationsfaktor, so damg ein Transkript entsteht, wenn AmiC
und AmiR nicht interagieren und AmiR an die mRNA&agder* Sequenz bindet (143). Die
beiden GenamiBSweisen dagegen Homologien zu Transportproteinénradispielen keine
Rolle bei der Regulation des Operons (51, 215). das Screeningsystem weiter zu
optimieren und um zu bestimmen, ob die GaneB und amiStatsachlich Amid-Transport
Proteine kodieren, wurde das OperamiBCRSin verschiedene Uberexpressionsvektoren
kloniert, um es mit der Amidase AmIiE und beim spaiggestrebten Screening zusatzlich zu

exprimieren. Trotz der Co-Expression dasiBCRSOperons zusatzlich zum Amidasegen
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amiE konnte der rekombinant&. coli Stamm nicht so schnell wachsen, wie eine
P. aeruginosaKontrollkultur. Hierbei spielte es keine Rolle, a@as Operon unter einem
starken Promotor (T7) oder unter einem schwachemé&tor (Arabinose) exprimiert wurde.
Jedoch waren in der SDS-PAGE Analyse keine zushtai Banden gegeniber einémcoli

Stamm mit den jeweiligen Leervektoren zu beobachten

] O®

amiEl amiB amiC amiR ami$S

S S

Abb. 29: Schematische Darstellung des Amidase-Opears aus P. aeruginosa. Ein Transkript wird nu
gebildet, wenn AmiC und AR nach der Induktion keine Interaktion eingeheas@eschieht, wenn AmiC ¢
Sensorligand mit einem geeigneten Induktor (z.Bopimamid) eine Bindung eingeht und AmiR
Transkriptions-Antiterminator an die ,leader* mRN#indet. Die ersten beiden Tigdmiptionsterminatore
(dargestellt durch Schleifen) verlieren dadurcteilvirkung und es wird ein Vollangélrranskript gebildet
amiE Amidase;amiB undamiS putative Amidtransporter (143).

Es ist also durchaus mdglich, dass die ProteineB&RIS in keinem Fall exprimiert wurden.
Es kann ebenso sein, dass es sich bei den beid&inen AmiB und AmiS um Transporter
zur Entsorgung der bei der Reaktion entstehendareS#@ndelt. Dafur spricht, dass bei der
Co-Expression des TransportersdEncoli das Medium schneller angesauert wurde (Abb. 11,
Kap. 3.1.2). Hierdurch wurde auch das Selektioriesyssensibler und positive Klone
konnten schneller erkannt werden. Wegen des nighSicherheit bestimmbaren Effekts und
erhohten Aufwandes der Co-Expression wurde darotfetieim Screening darauf verzichtet.
In Kooperation mit dem Arbeitskreis Reetz (Max-HRlamstitut fur Kohlenforschung,
Milheim a.d. Ruhr) wurden die aus biotechnologiscBeht interessanten Verbindungen
Malonamid und Benzamid zur Durchmusterung der Matagbibliotheken ausgewahlt. Erst
2003 wurde von einer enantioselektiven Umsetzung Malonamid durchRhodococcus
spec CGMCC 0497 berichtet (219). Produkte dieser Reakkonnen bei der Herstellung
enantiomerenreinera-o-dialkylierter-a-Aminosauren dienen. Diese nicht proteinogenen
Aminosauren spielen als Enzyminhibitoren oder dbmi Herstellung von Feinchemikalien
eine wichtige Rolle und sind biotechnologisch reletv (34). Jedoch konnte bei der
Durchmusterung aller zur Verfugung stehenden Metagdanken kein aktiver Klon
identifiziert werden. Dabei liegt es durchaus inrdseh des Moglichen, dass bei einer Anzahl
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von etwa 38.000 im Rahmen dieser Arbeit durchmtesteklone, kein rekombinanté&. coli
die gesuchte Aktivitat zeigte. Denn es wurde schom sehr viel geringeren Ausbeuten an
aktiven Klonen berichtet, auch wenn es sich um @ndesuchte Eigenschaften handelte, die
nur bedingt verglichen werden kdnnen. So wurden é&@em Screening von einer
Metagenombibliothek mit fast 1,5 Millionen Klonenrmzwei Klone identifiziert, welche die
gesuchten N4H™ Antiporter kodierten (138). Im Vergleich hierzuntien sich bei einer
weitaus kleineren Anzahl von 2100 untersuchten &oB88 rekombinant&. coli, welche
Glukosedehydrogenase-Aktivitat zeigten. Jedoclliestes Enzym bei Bakterien obligat, die
den Entner-Doudoroff oder Variationen dieses WeggsEnergiegewinnung nutzen. Hierbei
wird Glukose-6-Phosphat zu 6-Phosphogluconat unigfessobei NADPH gebildet wird
(68). Die hohe Anzahl an positiven Klonen spridhtdine gro3e Anzahl an Bakterien in dem
Habitat der entsprechenden Metagenombibliothek ¢Bptbbe aus Kamtschatka, Russland),
die diesen Weg der Zuckerverwertung benutzen. DRi¢ee dieser Enzymklasse sind von
biotechnologischem Wert, da sie bei der CofaktogdRerierung von NADP bei diversen
Reaktionen eingesetzt werden konnen (113). Ebensohdk es sich mit der
biotechnologischen Relevanz der anderen Dehydregend_euDH, ADH und FDH), die
jedoch viel seltener vorkommen (92). Von diesen yEren wurden bei einer &hnlichen
Anzahl von durchmusterten Metagenomklonen jeweils aines detektiert. Alle neuen
Enzyme dieser Klassen sollen durch die Arbeitsgeuppn Prof. W. Hummel (Universitat
Dusseldorf) eingehender charakterisiert und auf Hignung zur Regenerierung der
Cofaktoren NAD und NADP untersucht werden. Bei d&urchmusterung der
Metagenombibliotheken nach Klonen mit lipolytischddtivitat wurden in Zusammenarbeit
mit der AG Streit (Universitat Duisburg-Essen) iesgmt 15 verschiedene Enzyme
identifiziert. Diese stammten aus nur vier versdbieen Metagenom-Banken
(Trinkwasserbiofilm 1lI, Diesel-Wasser Biofilm, Gdentaminierter Boden und agarolytisches
Konsortium) mit insgesamt etwa 7000 Klonen. Die Baige an lipolytisch aktiven Klonen ist
im Vergleich zu einer anderen vergleichbaren Arbgitem hoch: In einer Bank von 286.000
Klonen wurden nur drei Klone mit Aktivitdt gegensd8ubstrat Tributyrin detektiert (87).
Daher stellte sich die Frage, welche Ursache dmedee Effizienz haben kdnnte. Bei den
Urspriingen aller vier Banken handelte es sich ugzisple Habitate (Trinkwasser, Diesel, Ol-
kontaminierter Boden, Agar), in welchen die jewgsh Mikroorganismen ein grof3es
Enzymrepertoire zum Uberleben aufweisen missendidaNahrstoffquellen sehr stark
beschrankt sind oder sogar fiir viele Organismeistbxsein konnten (O, Diesel). Das ist ein

Hinweis darauf, dass oligotrophe Habitate ein bdemergiebiges Untersuchungsobjekt zur
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Isolierung von Biokatalysatoren aus dem Metagen@im &onnen. Trotzdem war die
Ausbeute an identifizierten neuen Biokatalysatongih den einfachen Screeningsystemen
nicht hoch (Ausnahme sind sehr haufig vorkommendezyie wie die Glukose-
Dehydrogenase). Zu oft werden Gene vom heterol®gehE. coli nicht in aktive Proteine
umgesetzt und wurden somit auch nicht detektigyt (Vabelle 2, Kap. 1.3). Deswegen sind
Verbesserungen der Screeningeffizienz notig, um biasechnologische Potential des
Metagenomansatzes besser zu nutzen. Verschiedes@tz& wurden schon erfolgreich
angewendet. Beispielsweise wurden Isotopen-maeki@dbstrate zur Anreicherung einer
Bodenprobe eingesetzt, um dann die metagenomisdt®@ Bu isolieren. AnschlieRend
konnte die schwere DNA von der leichten DNA durdirazentrifugation getrennt werden.
Die schwere DNA enthielt die genomische DNA der &iigmen, welche fir den Abbau des
Substrats verantwortlich waren und es konnten hexdene Enzyme der gesuchten Klassen
identifiziert werden (152, 153, 212). Erst in des@ahr wurde die Methode der sogenannten
.oubstrat _nduzierten _@n-Expressionsklonierung® (SIGEX) veroffentlicht (204iierbei
kann die Substrat-Induktion eines Operons ausgemdwmlen, um dieses komplett aus dem
Metagenom zu isolieren. Hierbei wird metagenomiscB&A stromaufwarts eines
promotorlosengfp-Gens (grun fluoreszierendes Protein) kloniert. Bigression nach der
Induktion mit einem bestimmten Substrat, wie es Wwohiyamaet al. mit aromatischen
Kohlenwasserstoffen gezeigt wurde (204), deutetesné Transkription eines Operons mit
den gesuchten Eigenschaften hin. Ein besonderdeiVbegt dabei in der Mdglichkeit, die
fluoreszierenden Zellen automatisch durch ein FA®&EBat (duorescens_ativated _ell
sorter) von anderen Klonen der Metagenombank zongea. Auch im Rahmen dieser Arbeit
sollten neue, innovative Systeme zur effizienteMutzung des Metagenoms entwickelt
werden. Zum einen sollte ein sequenzbasierter Ansater Nutzung der Array-Technologie
etabliert werden (s. 3.2), andererseits die Expesson Genen in Metagenombibliotheken
erhoht werden (s. 3.3).

4.2 Identifizierung von Biokatalysatoren durch Segenz-basiertes

Screening

Um ein Aktivitdts-Screening zu umgehen, sollte eMethode etabliert werden, die eine
Sequenz-abhangige Durchmusterung der isoliertenagaebmischen DNA oder von

Metagenombibliotheken ermdoglicht. Verschiedene #gesaind Methoden sind in neuerer
Zeit zu diesem Thema publiziert worden. Beispielse/@vurden Sequenzierungen im grof3en

Stil durchgefiihrt, die eine enorme Zahl an neuemeBeund potentiell nutzbaren
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Biokatalysatoren erschlossen, wie das BeispielS#egasso-See zeigte (206). Doch ist diese
Methode unselektiv und setzt auRerdem das notiggddaind technische Gerat voraus. Eine
elegantere Methode zur Sequenz-abhangigen |deatifiey von Biokatalysatorgenen ist der
Einsatz von Signatursequenzen zur Amplifikation tetst PCR. Von mindestens zwei
konservierten Bereichen der Sequenzen werden djpafsirsequenzen einer bestimmten
Enzymklasse abgeleitet und dienen der Konstrukiimm degenerierten Primern, mit denen
Teile von metagenomischen Genen amplifiziert weldiemen. Das Vollangen- Produkt wird
dann durch ein ,primer-walking” in weiteren Sequienzngen ermittelt. So konnten bereits
neue Lipasen und Nitrilhydratasen durch verschied&rbeitsgruppen identifiziert werden
(16, 129).

Innerhalb dieses Projekts sollte begonnen werdés, Gltundlagen dafir zu schaffen,
interessante neue Biokatalysatoren tiber DNA-Miceyar zu identifizieren. Ahnlich wie bei
der oben beschriebenen PCR-Methode sollten auctSigaatursequenzen der konservierten
Bereiche von den zu suchenden Genen abgeleiteeneids konkrete Anwendung dieser
allgemeinen Idee wurden in dieser Arbeit Lipasenhbdellenzyme verwendet. Der Vortell
bei der Nutzung von DNA-Microarrays im Vergleich zier oben beschriebenen PCR-
Methode liegt besonders darin, dass eine weit lebBahl an verschiedenen Sequenzmotiven
Uber die DNA-Microarray Technologie getestet werdamn, da auf ein einziges DNA-
Microarray je nach verwendeter Spotter-Technologi® zu einige zehntausend Proben
aufgebracht werden kdnnen. Derartig komplexe Pr@&mische waren aus verschiedenen
Grunden fur eine direkte PCR nicht verwendbar. Darihinaus sind eine bessere
Automatisierung, geringeres Hintergrundrauschehneltere (,real time“) Detektion und
geringere Kosten mit dieser Methodik verbunden Y184eiterhin kdnnten, diesem neuen
Gedankengang folgend, die DNA-Microarrays dazu eset werden, sinnvolle Primer fur
eine Amplifikation der gesuchten Gene aus metageutrar DNA zu identifizieren. Daflr
sind mehrere Vorgehensweisen denkbar: So konntea etvei komplementare Primer
entsprechend der auf dem DNA-Microarray aufgebeacHerobe verwendet werden. Als
Gegenprimer verwendet man zum Beispiel die Stapdianér des fur die Erstellung der
Bibliothek verwendeten Vektors. Es ware auch denkdarch PCR von metagenomischer
DNA mit entsprechenden degenerierten Primern Zyglsezen flir Gegenprimer einzufihren
und so einen biologischen Klonierungsschritt mit damer auftretenden selektiven Effekten
ganz zu umgehen. Anhand der Uber das DNA-Microddetifizierten Primer, kann so eine
Amplifikation von interessanten Genen vorgenommererden. Im Bereich der

.Metagenomics® sind zwar schon DNA-Arrays eingesetarden, aber in allen publizierten
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Arbeiten wurde diese Methode genutzt, um die mikitd Okolologie, d.h. die
Zusammensetzung der Organismen eines bestimmtatatdabzu untersuchen (32, 43, 182,
218, 223). Daruiber hinaus wurden nur in einem Gagjonukleotide mit einer Lange von 45 -
70 bp eingesetzt (43). Die Identifizierung und is@ing von Biokatalysatorgenen aus dem
Metagenom durch die Array-Technologie mit Hilfe viairzen Signatursequenzen (18 - 21 bp
Oligonukleotide) ist also ein voéllig neuer Ansaterdbiotechnologischen Nutzung von
genomischer DNA aus bisher unkultivierten Bakterien

Zunachst wurde ein Testsystem entwickelt, um (a)Rgotokoll fur die Ankopplung von
Oligonukleotiden an Microarray-Glastrager zu eetan, (b) definierte Bedingungen durch
Verwendung von genomischer DNA bereits sequenzi®@ékterien statt metagenomischer
DNA zu schaffen, (c) Schwellenwerte der Detektiamctt Reduktion der Identitdten bei den
Signatursequenzen zu ermitteln, (d) Fehlhybridisigen durch den Einsatz von
Kontrollsequenzen, welche keine signifikante Id@mtizur genomischen DNA zeigten,
auszuschliel3en. Die vier Bakterienstameoli K-12 (GC-Gehalt: 51 %, Genomgrol3e: 4,6
Mb), P. aeruginos®AO1(66 % / 6,3 Mb)C. glutamicumATCC 1303254 % / 3,3 Mb) und
A. tumefacien€58 (59 % / 5,7 Mb) wurden zur Validierung der Hgiisierung ausgewabhilt,
da zum einen der Zugriff auf die Sequenzen zum Hogmevergleich moglich war (18, 75,
103, 188), zum anderen, da sie sehr unterschiedlGitc-Gehalte (51 - 66 %) und
GenomgroéiRen (3,3 - 6,3 Mb) besalRen. Der GC-Gehdltdie Genomgro3e kénnten einen
signifikanten Einfluss auf die Intensitat der Hylisierung haben.

Eine reproduzierbare Immobilisierung von unmoddizen Oligonukleotiden auf
verschiedenen Glastragern gelang nur unvollstandig. Signatursequenzen waren nach
einem Test-Hybridisierungslauf fast vollstandig elvgschen. Selbst die 50 bp langen
Oligonukleotide wurden schlecht an die Glasoben#é@ekoppelt. Bessere Ergebnisse
versprach die Nutzung von modifizierten Oligonukigen, wie es auch schon in der Literatur
beschrieben wurde (43, 131). Die kovalente Bindui@ghiff-Base) von 5-Amino-
modifizierten Oligonukleotiden an immobilisierte d&hydgruppen der Oberflache lieferte
dann gute, reproduzierbare Ergebnisse (Tab. 13,. A Kap. 3.2.3). Ein weiterer
entscheidender Faktor bei der Funktionalitdt eiMdEroarrays ist die Qualitat der
Fluoreszenz-Markierung der zur Hybridisierung getert DNA (159). Da hierbei
fluoreszierende dCTPs eingesetzt wurden, ist derGg@alt von entscheidender Bedeutung
fur die Starke der Markierung (43). Die Markierudgr DNA wurde nach der ,Zufalls-
Primer“-Methode mit anschlieRender Auffillreaktiodurch die Klenow-Polymerase

durchgefihrt. Die durch spektroskopische Analysstitvente Anzahl der inkorporierten
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fluoreszierenden Moleklle musste mindestens 3 %macisen, was ausreicht, um eine gute
Intensitat bei der Hybridisierung zu gewahrleis{@d, 104). In neuerer Zeit beschriebene
verbesserte Markierungsreaktionen durch BiotingB&nadin kénnten die Abhangigkeit der
Markierung vom GC-Gehalt der Ziel-DNA verminderi3)4

Trotz zahlreicher Anderungen verschiedener Paranmettwa 20 verschiedenen Hybridisie-
rungslaufen mit Fluoreszenz-markierter genomis€i¢A wurden die Erwartungen in diesen
ersten Versuchen nur ansatzweise erfillt (Abb. K&p. 3.2.4): genomische DNA eines
Organismus hybridisierte nicht nur mit Ubereinstiemden oder &ahnlichen Sequenzen,
sondern auch mit Signatursequenzen, die keine adeh nur eine geringe Ahnlichkeit
aufwiesen. Ebenso war die Intensitdt des Hybridisigssignals oft schwach, obwohl die
Signatursequenz und genomische DNA zu 100 % Ulstmimten. Es wurden Parameter
verandert, von denen angenommen wurde, dass sie Hgl&idisierungs-Ergebnisse
entscheidend beeinflussen. So ist die eingesetetgg®lan markierter DNA entscheidend fur
die Sensitivitdt der Hybridisierung. Diese wurdeden durchgefihrten Experimenten von
2,5- 3,5 ug variiert. In anderen Studien wurder amhon beobachtet, dass eine zu grof3e
Menge eingesetzter DNA (schon > 0,1 ug) die Sigads verminderte (43). Die Autoren
vermuteten, dass dieser negative Effekt von eiteeisshen oder elektrostatischen Hemmung,
bzw. der gesteigerten Reassoziationsrate der Rrehesacht wird. Da das Minimum an
eingesetzter Fluoreszenz-markierter genomischer R2NALG entsprach, kann es durchaus
sein, dass es sich hier um eine mogliche Fehldeinendelte. Des Weiteren wurde die
Stringenz variiert, d.h. die Hybridisierungtemparawwurde von 42°C bis auf minimal
Raumtemperatur erniedrigt. Aber auch die Tempeiatierungen brachten keine
Verbesserung der Resultate. Es wurde allerdingonschon einer Erniedrigung der
Hybridisierungstemperatur auf 4°C bei einem Oligdeatidarray (Nonamere) mit guten
Ergebnissen berichtet (112). Eine niedrigere Hybiedungstemperatur war jedoch bedingt
durch die apparative Ausstattung nicht mdglich. dier Auswahl der geeigneten
Hybridisierungstemperatur liegt sicherlich ein setichtiger Punkt fir zukunftige
Verbesserungen. So wird flr Transkriptionsanalyserichtet, dass die Schmelztemperatur
der verwendeten Proben von entscheidender Bedetiimrgjne spezifische Hybridisierung
ist (19). Weitere Arbeiten mussen sowohl auf die&sbiet fokussieren, als auch auf
geeignetere Pufferbedingungen und DNA-Konzentration Der GC-Gehalt der
Oligonukleotide konnte nicht in einem engen Bereggwahlt werden, da die Sequenzen
durch die konservierten Bereiche der Lipasen vaglgeg waren. So variiert der GC-Gehalt

innerhalb der Signatursequenzen von 83 % bis zZ4Blegativsequenzen von 89 - 33 %).
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Damit besalRen die Oligonukleotide auch extrem sokeedliche Schmelztemperaturep T
von 85 - 53°C. Diese haben gro3en Einfluss autvdadhl der Hybridisierungstemperaturen
und der resultierenden Fluoreszenz. Weitere Faktepgelen bei der Intensitat der Signale
ebenfalls eine wichtige Rolle, wie die Verteilungrdmnarkierten Molekille auf der DNA.
Mehrere Farbstoffe dicht nebeneinander ,quencheefegseitig ihre Fluoreszenz und
erniedrigen somit die Intensitat der Signale (5 Brol3e der zu hybridisierenden DNA ist
ebenfalls sehr wichtig. Sie sollte mdglichst eitliei und reproduzierbar sein, denn je langer
die DNA, desto intensiver erscheint die spater ldietdbare Fluoreszenz (5). In diesen
Experimenten wurde meist Ultraschall zur Herstegjlwon DNA-Fragmenten eingesetzt, die
eine relativ breit gestreute Fragmentgrol3e liefdriezukiinftigen Experimenten sollte die
DNA stattdessen ausschlief3lich durch Verdau mitrikéisnsenzymen hergestellt werden.
Der Zusammenhang zwischen der Intensitat der SigmalAbhangigkeit vom GC-Gehalt
wurde néher untersucht (Abb. 30). Jedoch konnteek&iorrelation zwischen einem hohen
GC-Gehalt und einer intensiven Signalstarke bedkeaeterden. Aufgetragen wurde hier der
GC-Gehalt der Oligonukleotide in Prozent sowieatésprechende Signalstarke (s. Farbcode)
eines Mittelwertes einer jeweiligen Hybridisierumgit genomischer DNA aus den drei

BakterienA. tumefaciens, E. calindP. aeruginosaei einheitlichen Parametern.
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Abb. 30: Die Signalstéarke der 81 verschiedenen Sigtursequenzen in Abhangigkeit vom GC-GehaltDie
Signalstarke drei voneinander unabhangiger Hyhbeidiagen mit drei unterschiedlichen Organismendpoli,
P. aeruginosaund A. tumefacierys wurde visuell analysiert und der Mittelwert anlades Farbcode:
dargestellt. Die Parameter bei den Hybridisierungaren bei allen Experimenten gleich.
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Die Signatursequenzen zeigten unabhangig vom G@lGsbwohl hohe, als auch niedrige
Signalstarken. Auffallig war, dass bei einer Negaguenz (LC81) mit dem héchsten GC-
Gehalt aller Signatursequenzen von 88 % immer diem starkes Signal zu detektieren war.
Der unterschiedliche GC-Gehalt der Signatursequeistealso nicht fur die oft unerwarteten
Signalstarken verantwortlich. Es kdnnte allerdisgs, dass mehrere fir die Array-Qualitat
wichtige Parameter wie Konzentration, GC-Gehalt &nalgmentgro3e der Ziel-DNA sowie
die Hybridisierungstemperatur zwar nicht einzeln die oft nicht erwarteten Signalmuster
verantwortlich sind, sondern alle zusammen eineitr&g zu den nicht reproduzierbaren
Ergebnissen lieferten.

Mit diesen ersten Experimenten zur Detektion vookBialysatoren aus dem Metagenom
wurde Pionierarbeit auf diesem Gebiet geleistet amidjezeigt, dass die Nutzung von sehr
kurzen Signatursequenzen sehr viel mehr Forschigsaals bisher erfordert. Die
ansatzweise guten Ergebnisse und das enorme Réweti Array-Technologie im Hinblick
auf die Konstruktion eines Microarrays mit 20.000gratursequenzen verschiedener
Biokatalysator-Gene bestétigen, dass sich dieseeMiitmen wirde. Aufbauend auf diesen
Ergebnissen wurden im Rahmen des Projekts ,GendNtikden Arbeitsgruppen von Prof.
W. Streit (Universitat Duisburg-Essen) und Dr. Aarénreich (Universitat Gottingen) die
kurzen Signatursequenzen durch etwa 500 bp groBeHtGdukte von Lipasefragmenten aus
etwa 80 verschiedenen bakteriellen Organismenztr&ghe Hybridisierung mit genomischer
DNA von einigen dieser Organismen und auch mit gextamischer DNA zeigte bereits viel

versprechende Ergebnisse (Elend & Ehrenreich, pkcké Mitteilung).

4.3 ldentifizierung von Biokatalysatoren durch gestigerte Expression

In Metagenombibliotheken kodierte Biokatalysatobdgiben bei einem Aktivitats-Screening
oft unerkannt. Verantwortlich hierfur ist die Exps#on im heterologen Wirt, so dass die
notige genetische und physiologische Ausstattumg’roduktion eines funktionalen Proteins
fehlt. Ein Screening im heterologen WEt coli detektiert nach theoretischen Schatzungen
etwa 40 % der in Metagenombibliotheken tatsachkotierten Biokatalysatoren (70). Die
denkbaren Griinde fir die geringe Effizienz sindféigg (Tab. 2, Kap. 1.3). Eine Ursache
konnte eine im heterologen Wirt unerkannt gebliegb&nomotor-Region und die dadurch
bedingte fehlende Expression sein (133). Eine Lgsles Problems kdnnte die Verwendung
von Shuttle-Vektoren zur Expression in unterschobeéin Wirten zur Durchmusterung
darstellen (36, 140). Wang und Mitarbeiter nutztezispielsweise den als Antibiotika-

Produzenten  bekannten  BakterienstamnStreptomyces  lividapns um  neue
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Sekundarmetaboliten aus dem Metagenom zu ideetiéi| die evtl. inE. coli unerkannt
geblieben waren (210).

Weiterhin  kdnnen Metagenombibliotheken mit Plasmidend relativ kurzen DNA-
Fragmenten (< 10 kb) konstruiert werden, so dassEdipression von Plasmid-kodierten,
starken Promotoren in vielen Fallen ausreichen t&inam die Transkription der kurzen
Inserts zu gewahrleisten. Allerdings erhoht sichcduwlie kurzen Fragmentgré3en auch die
Gefahr, dass ORFs nicht vollstandig kodiert sincerodlass Gene von akzessorischen
Proteinen fehlen. Besonders bei der Suche nachegawirkstoffwegen, welche oftmals in
Operons kodiert sind, erweisen sich Metagenomblhicen mit Insertgréf3en unter 10 kb als
ungeeignet (39, 57, 133, 210). AulRerdem werdenMkeagenombibliotheken haufig fur
mehrere Anwendungszwecke eingesetzt. Dazu gehBrtzasatzlich zum Screening nach
interessanten Enzymeigenschaften auch die Aufkgader mikrobiellen Zusammensetzung
der Umweltprobe (166, 176). Allerdings steigt di@ahkZ der Klone zur Ermittlung der
Diversitat durch 16S rRNA Analyse enorm, je kleirdie jeweiligen durchschnittlichen
InsertgréRen der Metagenombibliothek sind. Um adsmh Metagenombibliotheken mit
gro3en Fragmentgrof3en, wie sie auch im Rahmen rdideeit genutzt wurden, einem
effizienteren Aktivitats-Screening durch eine Ertigg der Expression zu unterziehen, wurde
ein Expressions-Transposon konstruiert, welches »uEss genannt wurde (128). Dieses
sollte nach einer zufalligeim vitro Integration in Metagenombibliotheken die bidirekiale
Expression zu beiden Seiten des Insertionsorteseimm starken Promoter aus ermoglichen
oder erh6hen. Es sind auch andere Expressionstsosp mit Arabinose-induzierbarem
Promotor (77), bzw. T7-Promotor bekannt (EZ-THST7/KAN-2>, EPICENTRE Madison,
USA). Diese werden routinemalig fiir vivo undin vitro Transpositionen genutzt (78, 89),
jedoch verfiigen diese Transposons nur Uber eindirekiionale Expression, so dass die
Expressionseffizienz unbekannter Genregionen ttisohenur 50 % gegeniber MuExpress
betragt. AuRerdem ist keine Veroffentlichung bekariyei der sie zur Expression von
metagenomischen Genen eingesetzt wurden. Bei destiktion von MuExpress wurde der
T7-Promotor ausgewéhlt, da es sich um einen dekss&n fur E. coli verfigbaren
Promotoren handelt und weil zahlreiche geeigneien8te mit integrierter T7-Polymerase zur
Uberexpression verfiigbar sind, bzw. im Starfwoli Tunef® (NOVAGEN) auch eine
Regulation mdglich ist (33). Es ist aber auch thgsch moglich, MuExpress in anderen
Expressionswirten einzusetzen, sofern sie Uber &@eaom- oder Plasmid-kodierte T7-
Polymerase verfligen. Zuséatzlich wurde laiccOperator zur IPTG induzierbaren Expression

stromabwarts der beiden Promotoren kloniert, scs dgiee stringentere Expression mit
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geringer Basalexpression mdglich ist. Das hat utterstinden den Vorteil, dass die
Expression von toxischen Proteinen gelingen kaaneide kurze, starke Expression gerade
noch maoglich ist, ohneE. coli zu schadigen (108). Es besteht auch die Mdoglithkei
MuExpress als Mutagenese- und Sequenziertranspasomutzen. Von den Primer-
Bindestellen SegA und SegB lassen sich inaktivertitsmutanten direkt sequenzieren. Bei
MuExpress handelt es sich also um ein multifunkti®s genetisches Werkzeug.

4.3.1 MuExpress optimiert das Screening durch Expissionssteigerung

Um die Funktionalitat von MuExpress zu testen, weurdindchst ein promotorloser Vektor
(PSWGFP, Wilhelm, unverdffentlicht), der das grlumefeszierende Protein (GFP) kodiert,
mit MuExpress transponiert (Abb. 17, Kap. 3.3.2)adDrch wurde die Situation des
Metagenom-Screenings simuliert, bei der der Promidés gesuchten Gens vBn coli nicht
erkannt wird. Etwa 40 % der Klone mit zufallig ineetem MuExpress zeigten eine schon
mit bloRem Auge sichtbare Fluoreszenz. MuExprdsgdesinach in der Lage, die Expression
eines Gens ifE. coli Uberhaupt erst zu ermdglichen. Die Zahl der Kloneaktivem GFP ist
relativ hoch, da der rekombinante Verktor eine rigei Grol3e aufwies (etwa 7,6 kb). Zur
weiteren Probe von MuExpress wurde ein schwacltigoh aktiver Klon aus einer Cosmid-
Metagenombank (TWB Ill) benutzt, welcher auch nashigen Tagen nur einen kaum
sichtbaren Klarungshof auf Tributyrin-Indikatorpéat verursachte. Die isolierte Cosmid-
DNA besal? eine GesamtgrofRe von 42 kb bei einertgié@e von ca. 35 kb. Nach der
Transposition mit MuExpress waren ca. 20 % der Klafs deutlich aktiv zu identifizieren,
wéahrend Klone einer Kontrolle noch keine Aktiviggigten (Abb.18, Kap. 3.3.2). MuExpress
kann die Expression von Biokatalysatoren in Metaganibliotheken also stark erhdhen, so
dass sie in einem Aktivitats-Screening besser tietblar sind. Das kénnte speziell dann
Vorteile bieten, wenn der benutzte Assay nur hokevadten detektieren kann. Die Zahl der
aktiven Klone war im Vergleich zu dem Test mit padorlosen GFP um die Halfte geringer.
Das ist durch die Grof3e von etwa 42 kb des Metage@osmids gegentber 7,6 kb des GFP-
Vektors erklarbar, da die Wahrscheinlichkeit desenmtion stromaufwarts, nahe dem
entsprechenden Gen, mit steigender Gro3e sinktzbiehmendem Abstand von MuExpress
zum entsprechenden Gen kann die Bildung eines HKigis vom T7-Promotor durch
maogliche Transkriptionsterminatoren verhindert vegrdobwohl bekannt ist, dass die T7-
Polymerase im Gegensatz zur Polymerase Buscoli nicht immer effizient durch
Terminatoren gestoppt wird (101). Gleichzeitig érhsich bei kleineren Vektoren aber auch

die Gefahr, dass MuExpress genau in das entspréel@an inseriert und somit inaktiviert.
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Diese Faktoren zusammen betrachtet erklaren, dasdem fiinfmal kleineren Vektor nur
doppelt so viele aktive Klone gefunden wurden.

Weiterhin wurde die Eignung von MuExpress fur deg&@enzierung von unbekannten Genen
durch Insertionsmutagenese erprobt. Die Metagenenase EstCL wurde mit Hilfe der
Sequenzierung von inaktiven Klonen unter Nutzung lmEden Primer-Bindestellen SegA
und SegB erfolgreich identifiziert. Mit diesen Viacken konnte also gezeigt werden, dass
MuExpress voll funktionsfahig ist und ein hilfreety genetisches Werkzeug zur Erhéhung

der Expression sowie zur Insertionssequenzierung3anen darstellt.

4.3.2 Identifizierung einer neuen Esterase durch MiExpress

Im Folgenden sollte MuExpress bei der AnwendungMatagenombibliotheken erprobt
werden. Hierzu wurde zunéchst die Metagenombank dekwasserbiofilms 11l ausgewahlt,
da die durchschnittliche InsertgrofRe mit 30 kb ieohsweise hoch war und auch schon
einige Lipasen identifiziert wurden (175, 176). Diednnte auf das Vorhandensein von
weiteren Biokatalysatoren aus diesem oligotrophehitdt hindeuten, die allerdingskn coli
nicht exprimiert wurden (s. 4.1). Zunachst wurde @osmid-Bank erneut einem Aktivitats-
Screening unterzogen. Es konnten funf lipolytisktive Klone identifiziert werden, welche
bei den weiteren Experimenten mit MuExpress ausgelawurden. So konnte sichergestellt
werden, dass nur zuvor nicht detektierbare lipstyte Enzyme in der neuen Expressionsbank
identifiziert werden. In der neu entstandenen Esgiomsbank konnte ein aktiver Klon auf
Tributyrinplatten identifiziert werden, welcher LZLgenannt wurde. Durch Subklonierung
und anschlie3ender Sequenzierung von zwei aktivdki8nen konnte ein ORF von 903 bp
Lange identifiziert werden. Dieser ORF wies einargge Identitat von 32 % zu einer Lipase
ausStreptomyces coelicolgk3 auf (3). Weitere Sequenzanalysen ergaben lagmafikante
Ahnlichkeit zu Enzymfamilien der lipolytischen Emag, noch zu anderen Enzymgruppen
(13). Eine ausfuhrlichere Charakterisierung von RGiird unter 4.3.4 diskutiert, allerdings
wurde schon deutlich, dass es sich bei dem idestifen Enzym LCL2 um einen vollig

neuen Biokatalysator handelte.

4.3.3 Effizienz von MuExpress

Es stellte sich zun&chst die Frage, ob ein idemgifier Biokatalysator in der neuen
Expressionbank den Erwartungen entsprach, oder igenttch mit mehr neuen

Biokatalysatoren zu rechnen war. Die verwendetealjlmtombibliothek hatte einen Umfang

von 1700 Klonen bei einer durchschnittlichen Ing€ifde von 30 kb. Das entsprach etwa
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51 Mb an metagenomischer DNA. Die durchschnittlidbequenz, mit der lipolytische
Enzyme in 7 Metagenombanken unterschiedlicher Hdtlgefunden wurden, liegt allerdings
bei einem neuen Enzym pro 725 Mb, obwohl die Sclwagen sehr grof3 und vom
jeweiligen Habitat abhangig sind (87, 133, 166). iza dem ersten Screening bereits funf
neue lipolytische Enzyme detektiert wurden, liegg Quote mit einem Enzym pro 10 Mb
bereits sehr hoch. Es kdnnte also sein, dass $akballe Enzyme zuvor identifiziert wurden.
Dafur spricht, dass der Trinkwasserbiofilm zu 84t% aus den Proteobakterien verwandten
Mikroorganismen bestand, zu denen auch der beimeeSorg benutzte heterologe
ExpressionswirE. coli gerechnet wird (Abb. 28, Kap. 4.1.1). Die Wahrsahehkeit, dass

E. coli schon im zuvor durchgeflhrten Screening nahez Ribmotoren der relativ nah
verwandten Spezies erkannt hat und aktive Enzyrodugiert hat, war also hoch. Um die
Frequenz der mit Hilfe von MuExpress identifiziedya Biokatalysatoren zu erhéhen, misste
eine Metagenombank durchmustert werden, die ausroliganismen mit geringer
Verwandtschaft zE. coli besteht. Deswegen wurde zur weiteren Probe vonxjg@ss eine
zweite Bank getestet, eine Cosmidbank mit einecltsahnittlichen Insertgréf3e von 10 kb,
die aus Bodenproben der Kamtschatka-Region (Rufslangelegt wurde (Daniel,
unverdffentlicht, Tab. 10, Kap. 3.1.1). Es wurdemetet, dass in dieser Bank wegen der
kalten klimatischen Verhaltnisse weniger Proteobiadh und damit auch weniger homologe
Mikroorganismen zum heterologen Expressionswirtcoli vorhanden waren. Theoretisch
sollte dadurch die Anzahl der detektierbaren Biakaatoren nach der Transposition mit
MuExpress und die dadurch vermittelte, kinstlichlumerte Expression, steigen. Die
Vorgehensweise fand analog zum Screening der nel&pressionsbank des
Trinkwasserbiofilms statt. Die konstruierte Expreasbank enthielt insgesamt 15.000 Klone,
was einer nahezu siebenfachen Anzahl an Klonenngiege der Ursprungsbank entspricht.
Es konnten jedoch weder in der Ursprungsbank, nach den neu angelegten
Expressionsbanken weitere Enzymaktivitaten nachegem werden. Das kdnnte an der
geringen durchschnittlichen Insertgré3e von etwa kbO liegen, die Gesamtmenge an
metagenomischer DNA in dieser Bank betragt alsoaeB® Mb. Zum einen koénnte es
durchaus sein, dass kein lipolytisches Enzym isati®ank vorhanden war. Zum anderen ist
es denkbar, dass zwar die Transkription durch Mu&sg ermdglicht wurde, dass aber
trotzdem kein aktives Enzym produziert wurde, wbgispielsweise posttranslationale
Modifikationen des Enzyms im heterologen WHtt coli ausblieben (vgl. auch Tab. 2, Kap.
1.3). AulBerdem ist unklar, um welche Arten von Rakin es sich in der Bodenprobe aus

Kamtschatka handelte. Es wurden zwar auch diversba&bakterien in der Probe detektiert
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(Daniel, personliche Mitteilung), aber eine gen@ueantifizierung wurde nicht durchgefihrt.
Um die Effizienz von MuExpress zu bestimmen, missi@itere Expressionsbanken mit
MuExpress konstruiert werden und zwar besondecheptie einen hohen Anteil an nicht zu

E. coliverwandten Mikroorganismen beinhalten.

4.3.4 Verschiedene Faktoren koénnten die Identifizieng von Biokatalysatoren
verhindern

Der durch MuExpress identifizierte ORFICL2 wurde amplifiziert und in
Uberexpressionsvektoren kloniert. Jedoch konnt@ekdiberexpression nach SDS-PAGE
Analyse beobachtet werden, so dass LCL2 auch gerleinigt und anschliel3end biochemisch
charakterisiert werden konnte. Die Uberexpressioitsten zeigten zwar eine deutliche, aber
geringe Aktivitat (< 1 U/ml) ausschlief3lich gegaurkkettige Ester (s. 3.3.3), was zeigt, dass
zumindest eine kleine Menge des lipolytischen Eregebildet wurde und es sich bei diesem
Enzym vermutlich um eine Esterase handelt. Spakubéibt allerdings, warum LCL2 beim
zuvor durchgefuihrten Screening nicht entdeckt wurdeé warum keine Uberexpression in
E. coli méglich war. Der naheliegendste Grund, warum L@Ugor nicht detektiert wurde,
wére ein vonE. coli nicht erkannter Promotor und die Bildung einesn$kaipts in der
Expressionsbank durch die T7-Polymerase ausgehend W7-Promotor von MuEXxpress.
Vorhersagen zu funktionalen Promotorsequenzen lsémé. coli schwierig, da die -10 und
-35 Boxen nicht sehr konserviert sind (105). Zwéeiitlich verfligbare Programme zur
Prognose von prokaryontischen Promotoren wurdemitgerum eine 300 bp lange Region
vor dem Startcodon zu untersuchen ((156): http:¥mitfly.org/seq_tools/promoter.html,
BPROM http://www.softberry.com/). Beide Programme idézrierten eine schwach
konservierte Promotorregion (d.h. geringe Wahrstlobikeit) mit einem Transkriptionsstart
206 bp stromaufwarts des ATG-Startcodon W0h2. Eine typischeE. coli Promotorregion
anhand der -10 und der -35 Region wurde hingeggrt gefunden, obwohl es natirlich auch
madglich ist, dass ein Promotor noch weiter stromwéuts existiert. Aber es konnte durchaus
sein, dass keine oder nur wenige Transkriptel@2 gebildet wurden, so dass dieses Enzym
in der unmodifizierten Metagenombibliothek nichtieddiert wurde. Eine zur konservierten
Region der ribosomalen Erkennungssequenz (RBS,eS$hailgarno Sequenz) voB. coli
homologe Sequenz ,AAGGAC* wurde in einem Abstanch vb bp vor dem Startcodon
identifiziert (82), welche die Translation vé@L2 ermdglichte. Die eigene RBS stellte somit
vermutlich keine Schwachstelle bei der Bildung \ekiivem Protein dar, die durch eine

erhohte Produktion von mRNA durch MuExpress ausgegih werden musste. LCL2 konnte
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aber auch im Uberexpressionsvektor unter der Kbatrdes T7-Promotors nicht in
detektierbaren Mengen produziert werden, was aitbreeGriinde schlie3en lasst. So kénnte
der Codon-Gebrauch nicht mit dem vBncoli tUbereinstimmen, was zu einem Abbruch der
Translation fuhren kann (139). Eine Analyse der @ddige vonICL2 mit Hilfe eines frei
verfugbaren Computerprogramms ((69): http://gcummedl.de/sequential.html) zeigte
allerdings keine Haufung von ungebrauchlichen Cedandie Translation ifk. coli, so dass
hier vermutlich keine Einschrankung vorliegt. Westemogliche Grinde fir die geringe
Menge von LCL2 nach der Uberexpression sind eirstablle mRNA (183) oder die
Degradation des Proteins nach der Translation difuodteasen au&. coli (76). Die
letztgenannten Grinde sind mdoglicherweise auchrdediiantwortlich, dass LCL2 beim
Screening in der unmodifizierten Metagenombiblitheht identifiziert werden konnte. Die
Produktion einer erhdhten Menge an mRNA durch diePdlymerase in der mit MuExpress
konstruierten Expressionsbank kénnte ausgereidigrhaim dennoch genug aktives LCL2 zu
bilden. Es kann also nur spekuliert werden, waru@L2. nur nach einer Erhéhung der
Expression durch MuExpress in Metagenombibliothekdemtifiziert werden konnte. Es
wurde aber gezeigt, dass sich durch die VerwendongMuExpress neue Biokatalysatoren
identifizieren lassen und das Aktivitats-Screengfitzienter war. Um allerdings weitere und
auch statistisch gesicherte Aussagen treffen zaa&@mussen mehr Metagenombibliotheken
mit MuExpress modifiziert werden. Diese sollten lawus Habitaten stammen, bei denen

Bakterien vorherrschen, welche nur eine geringeveadtschaft ziE. colizeigen.

4.4 Biochemische Charakterisierung von Biokatalysaren aus dem

Metagenom

Die erfolgreiche Entwicklung eines kommerziell geaten, biokatalytischen Prozesses ist
eine groRe Herausforderung und hangt von einez&ttivon Faktoren ab. Erst in den letzten
Jahren konnen Biokatalysatoren fiir einen bestimnftezess durch gerichtete Evolution
mal3geschneidert werden (95), bzw. ist die Zahlveéiiigbaren Biokatalysatoren durch den
Metagenomansatz und verbesserte Screeningsystewmmn egestiegen (54). Fir einen
bestimmten, idealisierten Prozess kann also eisepa®r, idealer Biokatalysator gesucht
werden (27). Doch welche Anforderungen an den estfignden Biokatalysator gestellt
werden, ist immer von dem einzelnen Prozess abyafigi den aber eine grof3e Anzahl von
Parametern entscheidend sind (Abb. 31). Die Pamnt@$sen sich in vier grol3e Gruppen
einteilen: Aktivitat, Spezifitat, Stabilitdt und fizienz (133). Um zu entscheiden, ob ein

bestimmter Biokatalysator flr einen Prozess geeigse muissen moglichst viele der
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einzelnen Parameter untersucht werden. Um im Raldieser Arbeit identifizierte Enzyme
fur die Eignung als Biokatalysatoren in der Indesiu untersuchen, wurden in Kooperation
mit der AG Streit (Universitat Duisburg-Essen) eMielzahl der in Abb. 31 vorgestellten

Parameter von aussichtsreichen Enzymkandidatemnsuictd.

Aktivitat ... Stabilitat
Wechselzahl (l) Temperatur-Stabilitat

Spezifische Aktivitat (kat/kg, U/mg) pH-Stabilitat

Temperatur-Profil Ingredienz/Nebenprodukt-Stabilitat

!
pH-Profil / Losungsmittel-Stabilitat

e 4 &5

Effizienz ¢ 5 ala o Te

% Spezifitat

Raum-Zeit Ausbeute i1 . Substratspektrum

Produkt-Inhibierung Substratspezifitét () KealKm)

Nebenprodukt/Ingredienz Inhibierung Enantio- und Regioselektivitat

Herstellung/Expression Umsatz (%), Ausbeute

Abb. 31: Abhangigkeit der Eignung eines Biokatalysers von multiplen Parametern (133).Dargestellt is
das Konzept des idealen Biokatalysators. Jederrakaydidat wird bei den verschiedenen Parameteeimir
Skala von 1 - 6 von sehr geringer bis hin zu seitergeignung klassifiziert, was zu dem dargestelBeispiel-
Fingerprint eines fiktiven Modellenzyms fiihrt (dasgellt in Gelb). Die einzelnen Parameter lasselm isi vier
Gruppen unterteilen: Aktivitat, Effizienz, Spezfitund Stabilitat. Bei einem Vergleich verschieddBezyme
lassen sich mit diesem Fingerprint Kandidaten fiie €rozessentwicklung oder fiir eine weitere Vesbasc
durch Proteinengineering oder gerichtete Evoluiaswahlen. kat: Reaktionsratg;:kKatalytische Konstantt
Km: Michaelis-Menten Konstante; U: Unit.

4.4.1 Die Auswahl der Biokatalysatoren

Ein erstes Auswahlkriterien flr aussichtsreiche yamkandidaten waren ausreichend hohe
Aktivitaten der entsprechenden Metagenomklone dapbde/Esterase Indikatorplatten. Bei
niedrigen Aktivitaten kdénnte es sich um andere Emdgssen handeln, die eine geringe
lipolytische Nebenaktivitdt besitzen. Die Klone wen sequenziert und anschlie3end eine

DNA-Analyse vorgenommen, um zu entschlisseln, obids um neue Gene handelte, oder
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um Gene, die eine Ahnlichkeit zu biotechnologisehiugzten Enzymen besaRen. Enzyme, die
den oben genannten Anforderungen entsprachen wuwdier bearbeitet. Teilweise wurden
komplette Cosmide sequenziert, in den meisten frdleer nur die Gene selbst, mit nur
kurzen flankierenden DNA-Bereichen. So konnte nwvenigen Fallen anhand von gréReren
sequenzierten DNA-Fragmenten ermittelt werden, nxicOrganismen die Gene eventuell
zugeordnet werden kdnnen oder ob sie beispielswei§gperons organisiert vorliegen. So
wurde im Fall eines lipolytisch aktiven Klons ausex Anreicherung (agarolytisches
Konsortium) das komplette Cosmid pXE1 sequenz@08). Es wurden zwei hintereinander
liegende Gene mit Homologien zu Lipasen aus dertuGgtPseudomonasdentifiziert,
welche alslipA und lipB bezeichnet wurden. Stromaufwarts der beiden Lipased zwei
Gene kodiert, die Ahnlichkeit zu einem Typ | Sekms$system aufweisen (Abb. 20, Kap.
3.4.1). Eine ahnliche Operonstruktur ist schon Ynbrassicacearumund P. fluorescens
bekannt, mit dem Unterschied, dass bei diesen @Gnga@m die Lipasegene in einem Cluster
mit alkalischen Proteasegenen zu finden sind (2529106). Beide Lipasegene sollten ndher
untersucht werden. Jedoch scheiterte bereits diplifikation von lipA, trotz der Anderung
verschiedenster beeinflussender Parameter und wgah£ von Additiven wie DMSO oder
Betain. Ursache konnte die Bildung von Sekunddsiren der DNA-Matritze oder der
relativ hohe GC-Gehalt von etwa 60 % vigpA sein (169). Dagegen konnl@B in den
Uberexpressionsvektor pET22b kloniert werden. Jedamntstanden hier bei allen
Uberexpressionen unldsliche, inaktive Proteinagapedinclusion bodies®), welche mit
bereits beschriebenen Methoden reduziert werdétesglL39, 142, 174). Aber auch bei einer
Temperaturerniedrigung, der Zugabe von 10 % Glyceder der Nutzung verschiedener
Uberexpressionsstamme wurde kein losliches, akes/m produziert. Dieses Phanomen
wurde auch schon bei der heterologen Expressioer ¢iipase au$. fluorescensSIKW1
beobachtet, die ebenfalls in einem Operon mit eiddBt-Transporter kodiert ist (2). Hier
konnte die Bildung von Proteinaggregaten durch di®-Expression aller drei
Transportproteine ife. coli verhindert werden und die Lipase wurde in den uilbberstand
sekretiert. Eine weitere Lipase aRs fluorescensB52 wird ebenfalls durch einen ABC-
Transporter sekretiert (52). Bei einem Sequenzeatglvon LipB mit den Lipasen al&
fluorescensSIKW1 undP. fluorescen$852 zeigte sich, dass auch LipB typische Motiva vo
Signalsequenzen aufweist, die Proteine zur ABC-dparter vermittelten Sekretion
markieren (Abb. 32). Es sind funf glycinreiche Absitte zu finden sowie eine mdgliche
amphipatischea-Helix und eine hydrophobe Region am C-Terminuse wie auch fur

Metalloproteasen beschrieben wurden (72).
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370
Li pB NAETHKGSTFI | GSDGNCLI CGEEG L DNEQYNS
Pf | uB52 NAETHKGSTFI | GSDGNCLI CGEEANDMEEGRAGNCTFRCEEQYNS
Pf I uSlI KWL NAEPHTGNTFI | GSDGNEL| CGENdRDSE] BNSEHNT
420
Li pB | MLIGeQ- [€NN- VL DL@QSVKNFDFANDGAGNLYI [RDANE . . . . ..
Pf I uB52 | MLIGEeS- (€NN- TLEL[@TSVNSFDFANDGAGNLYI [RDANE . . . . ..
Pf I uSlI KWL HEFRSEHHFEQPRI | GY@PTGACSRAPTAAPTCATT[gRPVIE . . . . ..

1 7 J 610-----

§2 , 1

Li pB ARYVGEDTVLYFGNDSVTLVG SsAEl VJA
Pf | uB52 AFAVGEDTVLISFGADSVTLVG SADel VIIA
P uSI KWL AN GADTVLEFGADSVTLVG VBEEVLS

1
.................................... L————

Abb. 32: Vergleich der Aminoséuresequenzen von LipBind zwei Lipasen ausP. fluorescens B52 und P.
fluorescens SIKW1. Identische Aminosauren in allen drei Lipasen sszhwarz unterlegt, identisc
Sequenzen in zwei Lipasen sind grau unterlegt. Agmment wurde mit Hilfe von ClustalW angeferti(@1,
53) und die Nummern beziehen sich auf die Aminasseguenz von LipB. DiBoxen mit durchgezogen:
Linien markieren Glycin-reiche Regionen. Die unteiZeilen stellen das €&rminale Ende der Lipasen d
wobei die gepunktete Box eine mégliche amphipaéischielix und die gestrichelte Box das hydrophobe C-
terminale Motiv markiert.

Das komplett sequenzierte Cosmid pXE1 kodiertedibhgs nicht das komplette Operon, da
der stromaufwarts liegende Teil im Insert fehltel umcht mit kloniert wurde (Abb. 20, Kap.
3.4.1). So sind nur zwei von drei notwendigen Tpangproteinen auf dem Cosmid kodiert
und mdglicherweise die ebenfalls in anderen Orga@msbeschriebene Protease, die auch in
P. fluorescen®52 stromaufwarts des ABC-Transporters zu find#r{52, 197). Es war also
nicht moglich, die zur Aktivitat von LipB vermuthc notwendigen Transportproteine
zusétzlich zu exprimieren, da diese nicht zur Vgufig standen. Es wurde allerdings
beschrieben, dass der ABC-Transporter der alkaisdProtease voR. aeruginosaauchin
der Lage ist, die Lipase auR. fluorescensSIKW1 zu sekretieren. Deshalb wurde die
Uberexpression von LipB auch im heterologen, abé&hen verwandterP. aeruginosa
durchgeflhrt. Allerdings blieb die Lipase auch hrektiv, so dass der Transporter von LipB
entweder sehr spezifisch ist oder die Menge anldgitbm ABC-Transporter unter den
angewendeten Kulturbedingungen nicht ausreichte,LipB in ausreichenden Mengen zu
transportieren.

Die Produktion von aktivem LipB gestaltete sickoahls sehr schwierig, und somit sinkt
nach dem Schema in Abb. 31 auch die Effizienz wmditsdie biotechnologische Eignung

eines Biokatalysators, so dass auf weitere Versmeh&berexpression verzichtet wurde. Die
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Enzyme LipA und LipB sowie die durch MuExpress iterierte LCL2 fielen also aus
unterschiedlichen, oben dargestellten Grinden duwtak Raster der biotechnologisch
nutzbaren Enzymkandidaten. Dagegen lieRen sichdoke lipolytischen Enzyme EstCL,
EstA3 und EstCE mit Hilfe der Metall-Affinitats-Cématographie nach der Uberexpression
leicht reinigen (Abb. 21, Tab. 15, Kap. 3.4.2) umdirden eingehend biochemisch
charakterisiert.

4.4.2 Die lipolytischen Enzyme EstCL, EstA3 und ESE

Bei den drei lipolytischen Enzymen EstCL, EstA3 uBstCE handelt es sich um neue
Biokatalysatoren. Die Identitaten zu bereits bekamriEnzymen lagen lediglich zwischen 47
und 54 %. Alle bisher in der Literatur beschriebem@okatalysatoren aus dem Metagenom
besalRen nur eine entfernte oder gar keine Verwamaftszu bereits bekannten Enzymen, was
auch zeigt, dass die bisher mit dem Metagenomaasatysierte Vielfalt nur die ,Spitze des
Eisbergs* darstellt (39). Die drei Enzyme unterather besalRen einige Gemeinsamkeiten,
aber auch viele unterschiedliche theoretische Eigjgaften.

So konnte fur alle drei Enzyme ein isoelektriscRankt im sauren Bereich ermittelt werden
und die theoretische GrofRe der Proteine lag inneifi@ die meisten Enzyme typischen
Bereich zwischen 33 und 43 kDa. Allerdings fiel ,adéss die Elution von EstA3 bei der
Gelfiltration nicht wie bei einem Monomer von 43 &Dsondern bei einem viel héheren
Molekulargewicht von etwa 260 kDa erfolgte (175ktA3 bestand also aus sechs Unter-
einheiten und durch Enzymogramme konnte bestatgten, dass dieses Enzym auch aus-
schlie3lich als Hexamer aktiv war (56). Es sindhaemige andere lipolytische Enzyme
bekannt, die in einer multimeren Form aktiv sindizD z&hlt eine tetramere Hydrolase aus
Xanthomonas citr(11), eine tetramere Heroin-Esterase Rh®dococcus spil (28, 155),
eine tetramere Kokain-Esterase d@ismaltophila(26) und eine mdgliche tetramere oder
pentamere Acetyl-Xylan-Esterase &acillus pumilug42). Weiterhin wurde auch schon von
einer hexameren Xylan-Esterase ahermoanaerobacterium sperichtet (136, 185). Diese
zeigt allerdings keine Homologie zu EstA3 (56).A3sist demnach die erste Esterase der
Lipase-Familie VIII nach Arpigny und Jager (7), alet als Hexamer aktiv ist. Zur Familie
VIl der Lipasen werden solche Enzyme gerechnet,atistelle des typischen Pentapeptids
G-X-S-X-G des aktiven Zentrums mit einem nukleophilSerin, eine konservierte Region
mit der Aminosaurefolge S-X-X-K besitzen, welchevauausschliel3lich von R-Lactamasen
bekannt war. Erst vor kurzer Zeit wurde fiir einéeEzse auBurkholderia gladiolibeispiel-

haft gezeigt, dass dieses Motiv wichtig furr die k&t von Esterasen ist, welche Ahnlich-
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keiten zu 3-Lactamasen besitzen (148, 209). So aviek EstA3 die grof3te Identitat (53 %)
zu einer 3-Lactamase aBhodopseudomonas palustdaaf. EstCE kann ebenfalls zu dieser
Familie gerechnet werden und zeigt ebenfalls eimmifs&kante Homologie zu einer
3-Lactamase auBurkholderia cepacig44 % ldentitat). Beide Esterasen EstA3 und EstCE
waren nach dem Austausch des Serins im 3-Lactamage-S-X-X-K durch Alanin inaktiv,
was zeigt, dass diese Aminosaure eine wichtigeeRoll Reaktionsmechanismus spielt und
wahrscheinlich das nukleophile, katalytisch aktserin darstellt (56). Allerdings konnte
weder durch EstA3 noch durch EstCE eine ResistemzEv coli gegenluber verschiedenen
Cephalosporinen und B-Lactam-Antibiotika bei eideerexpression vermittelt werden (56).
Die Esterasen sind also vermutlich trotz der Atiikat zu R-Lactamasen nicht in der Lage,
den 3-Lactam-Ring zu spalten. Da abstA3undestCEvon putativen Genen umgeben sind,
die der Homologie nach eine Rolle bei der Resistggeniber Antibiotika spielen kdnnten,
sind beide Enzyme eventuell Teil eines urspriinglicAntbiotika-Resistenz Clusters (56).
Dagegen besitzt EstCL das typische EsterasemodvS35X-G und auch die héchste Homo-
logie zu einer Esterase ahgvosphingobium aromaticivoran8uch andere in der Nahe von
estCL kodierten Enzyme stammen aus einem nahen Verwamiéses Bakteriums. Dazu
zahlen eine Dehydrogenase (59 % ldentitat), einex{xéodipyrimidine Photolyase (74 %)
und eine Pyruvate:Ferredoxin Oxidoreductase (81Nodromaticivorans welcher ubiquitar
im Boden sowie im SuR3- und Salzwasser vorkommilasiir bekannt, aromatische Kohlen-
wasserstoffe umzusetzen und ist somit von biotdolgiecher Bedeutung (102). Auch die
anderen auf diesem Cosmid kodierten Gene kdnngenbabtechnologisch relevante Enzyme
kodieren. Die drei metagenomischen Esterasen EStE&{CE und EStA3 zeigten
untereinander keine signifikante Homologie und teallnun eingehender untersucht und

biochemisch charakterisiert werden.

4.4.3 Bei den Enzymen EstCL, EstCE und EstA3 handets sich um Esterasen

Bei der Bestimmung des Substratspektrums durdmétrische Tests gegenuiber Vinylestern
und Triglyceriden unterschiedlicher Kettenlangemgtee sich, dass die drei lipolytischen
Enzyme EstCL, EStCE und EstA3 kurzkettige Substvete Vinylbutyrat oder Tributyrin
bevorzugen und nur eine geringe bzw. keine Aktivigdgenuber langerkettigen Substraten
besitzen (Tab. 16, Kap. 3.4.3). Lipasen werderCalboxylester-Hydrolasen definiert, die im
Gegensatz zu Esterasen die Fahigkeit besitzen,ewedgsliche, d.h. langkettige Ester
(Kettenlange C> 10) zu spalten. Dabei kdnnen Lipasen auch kurgestt ,Esterase-

Substrate” spalten, sie besitzen aber maximale vA&ti gegenuber Substraten, die
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Emulsionen bilden (30, 207). Deswegen koénnen atks Bnzyme eindeutig anhand der
Substratspezifitat als Esterasen [EC 3.1.1.1] Kiamsst werden. Fur diese Definition spricht
weiterhin, dass alle drei Enzyme gegenuber samstliclyetesteten Substraten keine
Interphasenaktivierung zeigen (Abb. 22, Kap. 3.428mit wird ein sprunghafter Anstieg der
Aktivitat des Enzyms bei steigender Substratkonagionh bezeichnet, genau dann, wenn die
kritische Micellarkonzentration Uberschritten wifti73). Friher wurden Lipasen durch die
Interphasenaktivierbarkeit von den Esterasen aleget(45), aber es sind auch viele Lipasen
beschrieben worden, die keine Interphasenaktiviereigen, wie beispielsweise eine Lipase
aus P. aeruginosa PAOl1 (98). Allerdings ist keine Esterase bekandie eine
Interphasenaktivierung aufweist (94, 97). Die feldke Interphasenaktivierbarkeit von EstCL,
EstCE und EstA3 unterstlitzt also deren Zuordnundgeau Esterasen. Weiterhin ist es auch
von biotechnologischem Interesse, welche Substmatkutration zur optimalen Umsetzung
durch das jeweilige Enzym eingesetzt werden musseswiegen ist die
Interphasenaktivierbarkeit ein wichtiges biochemesc Charakteristikum von lipolytischen
Enzymen.

Im Vergleich der spezifischen Aktivitditen gegendbénylestern und Triglyceriden mit
anderen aus der Literatur bekannten lipolytischereythen sind bei keinem Substrat
Spitzenwerte bei den drei untersuchten Esteraserfindien (Tab. 18). Die einzelnen
Aktivitaten der schon beschriebenen Enzyme sinduwftein Vielfaches hoher, wie z.B. bei
der Lipase auRhizomucor miehgivelche von MVO-NORDISK (Danemark) als Lipozynfe
vertrieben wird. Allerdings sind die spezifischekti&itaten nur bedingt vergleichbar, da sie
unter verschiedenen, und nur teilweise optimieReaktionsbedingungen ermittelt wurden.
Das zu den drei metagenomischen Esterasen ahslichgbstratspektrum besitzen die
Schweineleber-Esterase, die Acetylcholin-EsteraseEéectrophorus electricusowie LipB
aus Bacillus subtilis, bei denen es sich um die einzigen, als Ester&&assifizierten
lipolytischen Vergleichsenzyme handelt. Auch diezfischen Aktivitaten gegentber den
einzelnen Substraten sind etwa in derselben Gr@@euog angesiedelt, obwohl EstCE
gegenuber den Vinylestern und Triglyceriden numsdhe Aktivitat besald. Es handelte sich
bei den Substraten allerdings nicht um biotechristdgrelevante Substanzen, sondern die

ermittelten Aktivitaten gaben in erster Linie Aufidass Uber die Klassifizierung der Enzyme.
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Tab. 18 Spezifische Aktivitaten von EstCL, EsStCE und Est8 gegeniber einer Auswahl an Vinylester
und Triglyceriden im Vergleich mit anderen bekannten lipolytischen Enzymen (53, 132)Die Aktivitaten
sind jeweils in U/mg angegeben.

Enzym Vinyl- Vinyl- Vinyl- Vinyl- . . . .
Acetat Propionat  butyrat laurat Triacetin Tributyrin

Fusarium solani pisi 650 700 1375 775 320 360

Cutinase

Schweine-Pankreas 90 360 270 160 740 2000

Lipase

Rhizopus oryzakipase 640 1600 3300 2700 60 900

Rhizomucor miehei 1940 7500 11000 11000 20 2200

Lipase

Thermomyces 700 3000 3700 12000 0 2250

lanuginosud.ipase

Humane-Pankreas Lipase 200 960 750 450 10 9500

Schweineleber Esterase 320 300 470 0 60 70

Electrophorus electricus 970 210 0 0 450 0

Acetylcholin-Esterase

Bacillus subtilisLipA 0 50 150 2400 30 280

Bacillus subtilisLipB 0 0 50 20 20 310

EstCL 0 173 553 0 120 333

EstCE 13 13 16 0 27 55

EstA3 108 380 388 7.5 148 168

4.4.4 Die Esterasen sind alkalistabil und weisen ebfalls ein Aktivitatsoptimum im
alkalischen Bereich auf

Die Stabilitat und die Aktivitat bei unterschiedien pH-Werten ist bei der
biotechnologischen Nutzung eines Enzyms oft vorsa@idender Bedeutung. So werden
Lipasen, die als Waschmittelzusatz dienen sollen,alkalischen Bedingungen (pH 10 bis
pH 11) eingesetzt und mussen demnach in dieseneMdiabil und aktiv sein (99). In den
meisten Fallen besitzen lipolytische Enzyme eintrades (46, 47, 79, 126) oder ein
alkalisches pH-Optimum (79, 179, 195). Eine Ausnalimidet eine Lipase audseudomonas
fluorescensSIKW1, welche ein pH-Optimum im sauren Bereich ($/8) aufweist (6). Die
drei Esterasen EstCL, EstCE und EstA3 besitzenfelle®in pH-Optimum zwischen pH 8
(EstCL) und pH 11 (EstA3, Abb. 24, Kap. 3.4.6).exlings sind nur wenige lipolytische
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Enzyme bekannt, die lGber einen weiten pH-Bereidlv @knd. Dazu zahlen die Lipasen aus
Bacillus stearothermophiluSB-1,B. atrophaeusSB-2 undB. licheniformisSB-3, welche in
einem Bereich von pH 3 - pH 12 aktiv sind (22). E8tA3 konnte gezeigt werden, dass es in
einem Bereich von pH 5 - pH 11 aktiv ist und aushdE behielt noch 40 % der Aktivitat bei
pH 6. EstCL war dagegen schon bei pH 6 inaktiv oaodin einem schmalen Bereich von
neutral bis leicht alkalisch aktiv. Wahrend alsd@s und EstA3 durchaus uber ein breites
pH-Spektrum verflgen, ist die Aktivitat von EstQlf &inen engen pH-Bereich begrenzt.
Eine Untersuchung zur Lagerstabilitat zeigte, das&CL und EStCE nur im alkalischen
Bereich stabil waren. Dagegen erwies sich EstAZatgiesprochen stabil Uber einen breiten
pH-Bereich von 4 - 12 (Abb. 23, Kap. 3.4.5). Baldke Lipasen sind oft Gber einen weiten
pH-Bereich (pH 4 - 11) stabil (49, 117, 211). Adlergs sind nur zwei lipolytische Enzyme
bekannt, die im extrem alkalischen Bereich ihreveaForm behalten. Dabei handelt es sich
um die Esterase LipB awacillus subtilis(53, 55) und um eine Lipase aBslicheniformis
(145), welche auch nach einer Inkubation bei pHh@2h eine hohe Restaktivitdt besalRen.
Dieses seltene Charakteristikum zeichnete auchEEst@ in geringerem MalRe auch EStA3
aus. Zudem konnte ebenfalls gezeigt werden, dasse dbeiden Enzyme bis zu einer
Temperatur von 50°C stabil und auch gegen die ereikbsungsmittel resistent sind (56).
Diese Enzyme sind also besonders gut flr biotedgmsihe Anwendungen geeignet, bei

denen ein extrem alkalischer pH-Wert und relatikdhdemperaturen erforderlich sind.

4.4.5 Die drei Esterasen hydrolisieren verschiederf&ubstrate enantioselektiv

Die Produktion von reinen Enantiomeren wurde in @¢rten Jahren immer bedeutender fur
die chemische Industrie bei der Herstellung vonakgund Pharmaprodukten sowie von
Feinchemikalien (96, 157). So enthalten auch neein zéhn Top-Pharmazeutika optisch
aktive, chirale Substanzen (168). Obwohl lipohtisdEnzyme verschiedene Verbindungen
enantioselektiv umsetzen, sind nur wenige indukrierozesse bekannt, die zur Herstellung
optisch reiner Chemikalien Biokatalysatoren nutf2f, 79, 99). Problematisch bei dem
Einsatz von Biokatalysatoren sind u.a. (a) einggeringe Enantioselektivitat, (b) niedrige
Enzymaktivitat unter Prozel3bedingungen, (c) Schgkeiten beim Recycling des
Biokatalysators und (d) die Verfugbarkeit von kommmdlen Enzymen (20, 99). Nicht
zuletzt deswegen wurden die drei Esterasen EstGICEund EstA3 auf die Fahigkeit zur
stereoselektiven Hydrolyse von verschiedenen d@nr&8ubstraten gepruft. Die eingesetzten
Modellsubstrate wurden von den Arbeitskreisen vaf.mM.T. Reetz (Max-Plank Institut flr

Kohlenforschung, Mulheim a.d. Ruhr), bzw. Prof. Miiller (Institut fir Pharmazie und
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medizinische Chemie, Universitat Freiburg) vorgésgbn und synthetisiert (Tab. 8, Kap.
2.16.3). Bei diesen Substraten handelt es sich madustriell relevante Substrate oder
entsprechende  Vorstufen. EstCL  setztis-3,5-Diacetoxy-1-Cyclopenten  sowie
Isopropylenglycerinacetat mit einem Enantiomeremfdbhuss von > 99,5 % um, wobei die
spezifische Aktivitdt gegenibecis-3,5-Diacetoxy-1-Cyclopenten gleichzeitig hoch war
(100 % Umsatz in 24 h bei RT). Auch EstA3 ist inr deage, cis-3,5-Diacetoxy-1-
Cyclopenten enantioselektiv zu hydrolisieren, dilegs war der Umsatz mit 24 % nach 24
Stunden niedrig. Gegenuber den anderen Modellaibstrbesallen die beiden Esterasen
EstCL und EstA3 dagegen keine oder nur sehr getimgetioselektivitdten und Aktivitaten.
Im Gegensatz dazu war EstCE gegeniber einer Reih&ubstraten aktiv und teilweise hoch
enantioselektiv. Besonders hervorzuheben ist diantemerenreine Umsetzung von
(+) Menthylacetat. Diese Verbindung kann zur Héltstg von enantiomerenreinem Menthol
genutzt werden, der von der Geschmacks- und Dtffistdustrie in einem Mal3stab von
einigen tausend Tonnen pro Jahr benétigt wird undedt durch fraktionierte Kristallisation
von racemischen Menthylbenzoat gewonnen wird (30).1Es sind lipolytische Enzyme aus
Bacillus subtilis und B. stearothermophilusbekannt, die Menthylacetat enantioselektiv
umsetzten, allerdings sind die Umsatzraten der mezgehr gering (53, 85). Da EstCE
gleichzeitig eine hohe Umsatzrate des (+) Isomers 100 % nach 24 Stunden aufwies,
konnte diese Esterase fur eine biotechnologisch&eAdung in diesem Bereich geeignet
sein. Bemerkenswert ist auch die Umsetzung degy&ssieesters voais- und trans-1,2-
Cyclohexandiol. Hierbei wurde in beiden Fallen maonoacetyliertes 1,2-Cyclohexandiol
produziert. Moglicherweise verhindert die Anordndregder Essigsaurereste in unmittelbarer
Néhe aufgrund sterischer Effekte die Bindung imvakt Zentrum und somit die Hydrolyse
zum Diol. Es wurde sowohl daR® R, als auch dasS(§ Enantiomer desis-lsomers auch
schon bei Verkirzung der Inkubationszeit zu 100 #igesetzt. Eine Enantioselektivitat von
38 % ee zeigte EstCE dagegen bei der Hydrolyse ttasslsomers, wobei dasS(S
Enantiomer bevorzugt gespalten wird. Zusammengefagsgen alle drei Esterasen
Enantioselektivitaten gegenuber einzelnen Subsiratebei EstCE besonders hervorzuheben
ist. EStCE weist nicht nur das breiteste Spektrsomdern auch die héchsten Umsétze auf.
Damit ist eine Basis fur die Einschatzung der wbimlogischen Nutzbarkeit der Esterasen
gelegt und die einzelnen Enzyme konnen gezielt dief Umsetzung von weiteren

biotechnologisch relevanten, dhnlichen Substrateéersucht werden.
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4.4.6 Enzymatisches Fingerprinting der Esterasen

Eine Klassifizierung von Enzymen kann entweder aufg von Sequenzvergleichen oder
durch deren Substratspezifitéat bestimmt werden.\gleich verschiedener Enzyme durch
die Ermittlung des Substratspektrums erfordert Alialyse unter gleichen oder zumindest
ahnlichen Bedingungen, d.h. die Verwendung gleicBaebstrate und vor allem gleicher
Reaktionsbedingungen. Das ist keine Uubliche Stimtegbwohl diese Vorgehensweise
direkten Aufschluss Uber die Verwendbarkeit von Katalysatoren zur L&sung eines
bestimmten Syntheseproblems liefern kann. Die Sepralyse der neuen Biokatalysatoren
bietet aufgrund der immer gréReren Vielfalt in étfech zuganglichen Datenbanken ein Bild
der evolutiondren Verwandtschaft unterschiedlickezyme. Aber es hat sich schon oft
herausgestellt, dass eine hohe Sequenzhomologiét rnrevingend mit ahnlichen
biochemischen Eigenschaften der entsprechendemtgneinhergeht, und in einigen Fallen
katalysierten &hnliche Enzyme komplett unterscicedl Reaktionen. Beispielsweise ist die
Aminosauresequenz einer Bromperoxidase Streptomyces aureofaciena 55 % identisch
Zu einer Esterase vétseudomonas fluoresceraber die Substratspektren der beiden Enzyme
sind hochst unterschiedlich (84, 147). Die dreieksten EstCL, EStCE und EstA3 wurden
schon detailliert bezuglich unterschiedlicher Patencharakterisiert. Um sie aber in einem
Vergleich zueinander und zu anderen biotechnolbgistevanten, kommerziell verfigbaren
lipolytischen Enzymen zu untersuchen, wurde in Ausanarbeit mit der Arbeitsgruppe von
Prof. J.-L. Reymond (Universitat Bern, Schweiz) @nzymatisches Fingerprinting der
Enzyme durchgefiihrt. Diese schnelle, auf einer &ihritt HPLC Analyse eines ,Substrat-
Cocktails* beruhende Methode wurde schon mit 35flicaen lipolytischen Enzymen
durchgefuhrt (74). Hierzu wurde die Hydrolyse vdh dnantiomerenreinen Substraten fur
jedes einzelne Enzym geprift und anhand eines &delsc ausgewertet. Die drei
metagenomischen Esterasen EstCL, EstCE und EstA@ewwebenfalls auf die Fahigkeit zur
Umsetzung dieser Substrate untersucht. Es zeigte aich hier, dass einige Substrate
enantioselektiv umgesetzt werden (Abb. 26, Kap..83.4Allerdings werden die vier
sekundéaren Glycerolester von keinem der drei Enzymgesetzt (Substrate C,E 3 und 4).
Die Hydrolyse sekundérer Ester mit Hilfe von Bits{gsatoren ist im allgemeinen selten (1,
202) und stattdessen wurden erfolgreich Versuchie emier kombinierten Lipase-Metall
Katalyse unternommen, die zu enantiomerenreindwinsi&ren Alkoholen fuhrte (110).

Fur jedes Enzym konnte ein typisches Farbschemallemserden, dass die Identifizierung
des Enzyms ermdglichte. Hierbei bestatigte siclm abeh die Verwandtschaft von EstCE und

EstA3. Beide Enzyme wurden der Lipasefamilie Vlllugeordnet (7) und die
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Aminosauresequenz ist zu 25 % identisch. So ish aige Ahnlichkeit im Spektrum von
EstCE und EstA3 zu beobachten. Beispielsweise wudde Substrate B4 und D3 von beiden
Enzymen am besten umgesetzt. Dabei zeigten sie gdggniber dem Substrat B4 eine
umgekehrte Enantioselektivitat, denn wahrend ES&8B ausschlie3lich daRfEnantiomer
umsetzte, hydrolisierte EstCE selektiv d@sEnantiomer. Dagegen wies EstCL ein komplett
anderes Spektrum auf. Da EstCL keine signifikantelighkeit zu den beiden Enzymen
EstCE und EstA3 besitzt, korreliert dieses Ergelmis der Homologie der Enzyme. Das
enzymatische Fingerprinting ist also zur Untersghieg von Enzymvarianten geeignet und in
diesem Fall kann es auch Aufschluss Uber die Veltgghaft von Enzymen auf
Aminosaureebene geben.

Die enzymatischen Fingerprints der drei Esterasend@n mit den Fingerprints von 35
bekannten und oft auch industriell genutzten, {ipsthen Enzymen verglichen (Abb. 27,
Kap. 3.4.8). Jedes der drei Enzyme konnte nachidkdit des Substratspektrums geordnet
in einem Farbschema einsortiert werden. Die Enzgmé deswegen in diesem Schema in
Clustern angeordnet. EstCE und EstA3 sind, wie mchAhnlichkeit des Substratspektrums
zu erwarten, im gleichen Cluster angeordnet. Insafie Cluster befinden sich sonst
ausschliel3lich eukaryontische Enzyme. Es ist afigedsehr unwahrscheinlich, dass es sich
bei EStCE und EstA3 auch um eukaryontische Protearelelt. Denn das Screening nach
allen hier erwadhnten Enzymen wurde im bakterieNgimt E. coli durchgefihrt, so dass
eukaryontische Gene mit einem obligatorischen Buf* der mRNA nicht in ein
funktionales Protein translatiert werden. Aullerddvasalien beide Esterasen keine
signifikante Homologie zu eukaryontischen Proteir@ie Ahnlichkeit der Fingerprints lasst
also nicht unbedingt auf die Herkunft der Enzymiadie8en, was wiederum verdeutlicht, wie
wichtig diese Substratspektren zur Analyse desrfiate eines bestimmten Biokatalysators
sein kénnen. Denn das Substratspektrum von EstA8leésn Spektrum der Esterase aus
Schweineleber (PLE) am &hnlichsten. Diese Estesasér ihre vielfaltigen Anwendungen in
der organischen Synthese bekannt (60, 198, 224grdigs lasst sich PLE schwierig
heterolog exprimieren und es gelang erst 2001,edidsnzym inPichia pastoris zu
produzieren (125). EstA3 konnte also durchaus gilkernative zu dieser biotechnologisch
interessanten Esterase darstellen. Uberhaupt fistdn im Cluster der beiden Esterasen
EstCE und EstA3 einige biotechnologisch relevanteyie, wie die Lipasen aus den Pilzen
Candida rugosaund C. antarctica(60), so dass beide Esterasen von grof3em indlesirie

Interesse sind.
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EstCL ist dagegen in keinem Cluster zu finden uethtzdie gréRte Ahnlichkeit zum
Substratspektrum einer Lipase aBseudomonaspec., die als Chirazyme L-6 QRHE
DIAGNOSTICS) vertrieben wird. Nach Angaben des Herstellerdbtires sich dabei um ein

Enzym mit einem weiten Substratspektrum gegeniterdpen und sekundaren Estern.
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Abb. 33: Die biotechnologische Eignung von EstCL, §CE und EstA3 Die biochemischen Eigenschaften
der Esterasen wurden je nach biotechnologischarubig in relativen Einheiten von sehr gut [6] biklecht [1]
angegeben.

Der enzymatische Fingerprint zeigt also, dass @3 Isei den drei Esterasen EstCL, EstCE
und EstA3 zwar um neue Enzyme handelt, die in afaihen aber eine Ahnlichkeit zu den
Substratspektren biotechnologisch relevanter Enzipestzen. Aufgrund der detaillierten
biochemischen Charakterisierung und den hieraugteh®n, interessanten Eigenschaften der
drei Esterasen, welche zusammenfassend in Abbagfestellt sind, werden diese Enzyme
nun von der auf dem Biotechnologiesektor tatigem&i BRAIN AG (Zwingenberg) weiter

verwertet und im industriellen Mal3stab produziert.
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4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Biokatalgsah aus dem Metagenom isoliert und
biochemisch charakterisiert sowie Methoden zurzigffiteren biotechnologischen Nutzung
des Metagenoms entwickelt. Das enorme Potentialchee mit der Erforschung des
Metagenoms verbunden ist, erfordert Strategien,edieScreening und eine Expression im
hohen Durchsatz ermdglichen. Die Identifizierungn veeuen Biokatalysatoren ist zunachst
vom Screening der Metagenombibliotheken abhangigr etweisen sich Selektionssysteme
als besonders effektiv, da grof3e Banken mit eineimeh Durchsatz untersucht werden
konnen. Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelteel8minssystem zur ldentifizierung von
Amidasen hat sich als funktional erwiesen. Allegdin muissen weitere
Metagenombibliotheken durchmustert werden, um eetfignde Biokatalysatoren zu
identifizieren. Weitere Selektionssysteme sind rgd@ssen innerhalb des BMBF-Projekts
»,GenoMiks* in der Entwicklung. Ein System zur Detiek von den biotechnologisch &uf3erst
interessanten  Thiamin  Diphosphat-abhéngigen  Enzymewie  Benzoylformiat-
Decarboxylasen und Benzaldehyd-Lyasen ist bereftdgecich angewendet worden (88).
Weiterhin ist die Produktion der gesuchten Biokgatoren in Metagenombibliotheken durch
den heterologen Wirt ein limitierender Faktor unohventscheidender Bedeutung fur das
Screening. Die Entwicklung des multifunktionalemegischen Werkzeugs MuExpress erhdht
oder ermdglicht die Transkription und somit diertigzierung von interessanten Genen in
Metagenombibliotheken. Hier sollen zukiinftig wettdBanken aus extremen Habitaten mit
geringem Anteil an Proteobakterien erstellt undcdmustert werden. Hierbei konnte
MuExpress effizient die Detektion von Biokatalysatoermoglichen.

Die Umgehung des Aktivitats-Screenings mit Sequarizangigen Verfahren bietet eine
andere Moglichkeit zur Identifizierung von Biokatsdtoren im Metagenom. Die Aussicht,
biotechnologisch interessante Enzyme mit der beswodmen Microarray-Technik zu
detektieren und maoglicherweise auch zu isoliereégteb enorme Chancen. Hier muss noch
mehr Forschungsarbeit investiert werden, um remiedoare Ergebnisse mit kurzen
Signatursequenzen zu erzielen.

Die Klonierung und Expression, sowie die Reinigumgd anschlielende biochemische
Charakterisierung von neu identifizierten Enzymerd glie arbeits- und zeitaufwandigsten
Schritte hin zu einem biotechnologisch nutzbareok8ialysator. Diese Vorgehensweise ist
aber unentbehrlich, wenn eine industrielle Verwsgtiangestrebt wird, denn der ,ideale
Biokatalysator” flr eine bestimmte Anwendung ergsiith erst bei der Betrachtung aller

dafir wichtigen Parameter (vgl. Abb. 31, Kap. 4.Beswegen wird auch zukinftig ein
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Schwerpunkt bei der detaillierten biochemischen r@ktarisierung von neuen

Biokatalysatoren liegen, um nicht nur eine biotedbgische Anwendung zu ermdglichen,
sondern auch neue Enzymklassen mit entsprechentdsrkannten Reaktionsmechanismen
zu entdecken. Daher ist es von groRer BedeutungStiigkturen der neuen Enzyme zu
ermitteln. Innerhalb des BMBF-Projekts ,GenoMiksllisdie Struktur der beiden Esterasen
EstCE und EstA3 geldst werden. Es liegen bereitstédle vor und die Entschliisselung der

Strukturen wird méglicherweise neue Reaktionsmeishan aufdecken.
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5 Zusammenfassung

Die grol3e Mehrheit der Mikroorganismen einer Umprelbe I|&sst sich unter
Laborbedingungen nicht kultivieren. Deswegen blrelskese bisher nicht kultivierbaren
Mikroorganismen bis vor wenigen Jahren unerschios$as hiermit verbundene, fast
unerschopfliche Potential entging sowohl der Okisldgen Forschung, als auch der
biotechnologischen Nutzung. Durch die direkte mwoing der Gesamt-DNA einer
Umweltprobe - das so genannte Metagenom - und dsehéie3ende Klonierung der
unbekannten DNA in geeignete Vektorsysteme, wirdsels Potential seit jingerer Zeit
genutzt. Solche so genannten Metagenombibliothk&anen u.a. dazu benutzt werden, neue
Biokatalysatoren aus unbekannten und unkultivieBakterien zu isolieren. Die Etablierung,
bzw. Entwicklung von Methoden zur biotechnologistiNutzung des Metagenoms sowie die
biochemische Charakterisierung von neuen Biokaa#bysn standen im Vordergrund dieses

Projekts.

(@) Im Rahmen dieser Arbeit konnten zunachst Metagibliotheken sowohl konstruiert,
wie auch schon bestehende Banken genutzt werdefgssoinsgesamt ca. 38.000 Klone mit
einer GesamtgroRe von etwa 760 Mb an metagenomidohA zum Screening zur
Verfigung standen. Nach der Etablierung verschiedeAktivitditsassays und der
Entwicklung eines Selektionssystems konnten veeslgme Lipasen und Dehydrogenasen aus

dem Metagenom identifiziert werden.

(b) Weiterhin wurden neue Wege beschritten, um Batential von metagenomischen
Anwendungen zu erhéhen. So wurde innerhalb dieseek®s begonnen, die Grundlagen
dafir zu erarbeiten, interessante neue Biokataysat iber DNA-Microarrays zu

identifizieren. Als konkrete Anwendung dieser atiggnen Idee wurden in dieser Arbeit
Lipasen als Modellenzyme verwendet. Hierzu wurddpase-Signatursequenzen durch
Datenbank-Recherche ermittelt und synthetisiegsBikonnten reproduzierbar auf den Chip-
Oberflachen immobilisiert werden. Testhybridisiegan mit genomischer DNA aus vier

verschiedenen Bakterien zeigten ansatzweise die areien Ergebnisse, d.h.

Signatursequenzen konnten aufgrund der Intensigit Signale ihren komplementaren
genomischen Sequenzen zugeordnet werden. Im Ratiessr Arbeit wurden erste Schritte
zur Identifizierung von Biokatalysatorgenen mit felider Microarray-Technik gemacht, die

innerhalb des BMBF-Projekts ,,GenoMiks* erfolgremsieitergefiihrt wurden.
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(c) Um die Detektions-Effizienz von Biokatalysatengn in Metagenombibliotheken zu
erhdhen, wurde ein Expressions-Transposon (MuEgpiemstruiert. Dieses ermdglicht die
induzierbare Expression von flankierenden Bereicherbeiden Seiten des Insertionsortes
durch eigene, starke Promotoren. Es konnte gexedgtlen, dass MuExpress zufallig in
verschiedene Vektorem vitro inseriert und dann in der Lage ist, die Expressiom
Modellenzymen zu ermdglichen oder zu erhéhen. MiteH/on MuExpress konnte ein in
umodifizierten Metagenombanken zuvor nicht detek#eer Klon mit lipolytischer Aktivitat
identifiziert werden. Es konnte weiterhin gezeigtrden, dass sich MuExpress zur Insertions-
Mutagenese mit anschlielender Sequenzierung dekidl@nden Breiche eignet. Bei
MuExpress handelt es sich also um ein neues, nmitionales genetisches Werkzeug zur

effizienteren Nutzung des Metagenoms.

(d) Eine Hauptaufgabe im Rahmen dieses Projektsdigabiochemische Charakterisierung
von neuen Biokatalysatoren aus dem Metagenom. Riawketagenomischen Enzyme EstCL,
EstCE und EstA3 konnten in Zusammenarbeit mit ddyeAsgruppe von Prof. W. Streit
(Universitat Duisburg-Essen) erfolgreich kloniarherexprimiert und gereinigt werden. Die
biochemische Charakterisierung der Enzyme zeigéss dcalle drei Biokatalysatoren als
Esterasen klassifiziert werden konnen. Die Enzymesitben biotechnologisch relevante
Eigenschaften wie hohe Enantioselektivitait und Agkabilitat. Ein enzymatisches
Fingerprinting bestatigt, dass es sich um neue &asatoren handelt, die Ahnlichkeit zu
biotechnologisch interessanten Enzymen aufweisenufgrAnd der detaillierten
biochemischen Charakterisierung und deren intemémsebiotechnologischen Eigenschaften
werden alle drei Biokatalysatoren EstCL, EstCE EstA3 zukinftig von der FirmamBAIN

AG (Zwingenberg) industriell verwertet.
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7 Anhang

7.1 Sequenzen der neu identifizierten Biokatalysaten

Die Sequenzen von LipA, LipB, EStCE und EstA3 findsich im Internet unter:
http://wwwuser.gwdg.de/~biofilm/genemining.htm

a)
ATGACCGATCCCTATGTGCGCCCCGATGTGGCGATGTTTCTGGCTTTCCTTAMATGCGCCGG
GACCAAAGCTGCACGAATTAAGCGCGCCCGAAGCGCGGATGGTGCAAAATGCATGCGCGAC
ATGGCCGACGCGCCGGTTGGTGAGCTTGCCGTTATGCGCGATCTGGAAATCGGGGCCAGCC
GGAACCATAATGGCGCGGCTTTACGATAAGCAGCCGGGGCGAGGCTCTGELGGCGATGGTA
TTCTTCCACGGTGGCGGGTTCGTTATCGGCAACATCCATACGTACGAACCOTTGCGCCGAGG
TCGCGCGCCTACTCGACCTTCCAGTCATTTCGGTCGAATACCGGCTTGGGGGAATCTCCATT
CCCCGCCGCCTTCGAGGATTGCGAAGCTGCGGCGCGCTGGGTAGCCAGOABCCGAAGCATT
GGGCTTTGATGTTTCCGGCCTCATCCTGTCGGGCGACAGTGCAGGCGGCBATCACCATTTCG
ACAAGCATGGCGTTGCGCGACGTTGCAGCCGGGGTGCCAGTAATCGCCCARGCCGATCTAT
CCGGTGGTGACACTCGATCCGGACTGGCCCAGCATGCGCGACTTTGCCGABGCTATTTACTCA
CTGCCGAGCTCATTCAATGGTTCGGCGACGGGCATGGCGCAAGCGGCGABTBTATCGGACGC
ATCCGCTCGACTTCGACCAGTCGGGAATGCCGCCAACGGTGATTACCACGIAAGCCTCGATC
CGCTGCGCGATCAGGGCATGGCCTATTTCGAAAAGCTCAAAGCCGCTGGARCCGCGCCGAAC
ATATCAGCGCCGAGGGTAATATCCACGGCCATATCAATGTACGCAAAGGCATCCGTCGAGCC
AGCAGGATGTAGAAGGTTATGTTACCGCGCTAACGGCGATGCTGGCCGGGTATGGCAGAAG
CATGA

b)
MTDPYVRPDVAMFLAFLNNAPGPKLHELSAPEARMVQNAMRDMADAPVGELAVMRDLEIPGPAG
TIMARLYDKQPGRGSGPAMVFFHGGGFVIGNIHTYEPFCAEVARLLDLPVEVEYRLGPESPFPAAFE
DCEAAARWVASKPEALGFDVSGLILSGDSAGSNLTISTSMALRDVAAGVPVIAQMPIYPVVTLDPD
WPSMRDFADGYLLTAELIQWFGDGHGASGEDYRTHPLDFDQSGMPPTVITASLDPLRDQGMAYF
EKLKAAGVRAEHISAEGNIHGHINVRKGIPSSQQDVEGYVTALTAMLAGVM AEA.

Abb. 34: Nukleotidsequenz (a) und Aminoséauresequent) von EstCL. Start-, bzw. Stopcodon sowie das
putative Pentapeptid des aktiven Zentrums sindrsiniehen.

a)
ATGAAAAGAAAAACAATCTTCTCCCGTTTGTCGTTTGCTGCTTTGGGATTGTTIGCTGTCGCGA
CGATTGCGCTGGATGCAAAGGCGGCAACCACCTGTCCTGCAGGCGCTATGCCGTTATGAAG
AGGCGCCGGGCTCATACAGCGGCAACGGCCCCTATACGGTGAGAAGTTAGZGCTGTCCAGAT
TGCAGACGCCGGGCGGCGCTACCGTTTATTACCCGTCCAATGCCAGGCCGATTCTCGGGCGT
CGTTTTCACTCCCCCCTATACCGGCATCCAGTCCATGTTTGCAGCCTGG®ECTTTCTTTGCGT
CGCACGGTATTGTGATGGTGACCATGGATACCAACACCACGCTGGACACGBEGACCAGLCGLG
CGAGCCAGCAGAAGCAGGTACTGGATGCGCTGAAAAGGGAAAATACCCGCTCGCCAGTGCG
TTGTATGGCAAGCTGAATACGGCGCGCCTGGGTGCGGTGGGCTGGTCGABGTGGCGGCGCC
ACTTGGATCAACTCTGCTGAATATGCCGGACTGAAGAGCGCCATGTCGCTGCGGGACACAAT
CTGACAACGGTGGATATCGATTCCAGAGGTGGCAACACACGCATTCCCACCTGATTCTGAAT
GGCGCGCTTGATCTCACCTATCTGGGTGGGTTGGGCCAGTCCGATGGCGIACAATAATATTC
GCAGTGGTGTGCCCAAGGTGTTTTATGAAGTGTCGAGCGCGGGCCATTT@ETGGGGTTCTCC
GACATCAGCCAATCGGGCGGTTGCCGGCATTGCGCTGGCGTTCCACAAGATCTTCTGGATGGT
GACACGCGCTGGGTGAGTTACATCAAGCGCCCCAGCTCTGATGTGTCCAAGGGCGACTGCA
AGTTTGCCGCAGTAA

b)
MKRKTIFSRLSFAALGLFAVATIALDAKAATTCPAGAICRYEEAPGSYSGNGPYTVRSYTLSRLQTP
GGATVYYPSNARPPFSGVVFTPPYTGIQSMFAAWGPFFASHGIVMVTMDTNILDTVDQRASQQK
QVLDALKRENTRSASALYGKLNTARLGAVGWSMGGGATWINSAEYAGLKSAMSLAGHNLTTVDI
DSRGGNTRIPTLILNGALDLTYLGGLGQSDG/YNNIRSGVPKVFYEVSSAGHFAWGSPTSANRAVA
GIALAFHKTFLDGDTRWVSYIKRPSSDVSKWATASLPO

Abb. 35: Nukleotidsequenz (a) und Aminoséuresequend) von LCL2. Start-, bzw. Stopcodon sowie zwei
fur das putative Pentapeptid des aktiven Zentrumigage kommende Sequenzen sind unterstrichen.
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7.2 Strukturformeln

Tab. 19: Strukturformeln der bei der gaschromatogrghischen Analyse verwendeten Substrate.

Substratname

Strukturformel

Essigsaureester v. (+/-)-1-
Octin-3-ol

Essigsaureester vcis-1,2-

Cyclohexandiol

Essigsaureester vtrans-1,2-

Cyclohexandiol

Essigsaureester v.

Trimethylsilylbutinol

Isopropylidenglycerinacetat (rac)

(+)-Menthylacetat

(-)-Menthylacetat

121



ANHANG

Substratname

Strukturformel

Essigsaureester von

Tetrahydronaphthylamin

Essigsaureester v.

Phenylethylamin

(o}

PN

¢e

Terpinylacetat

o
.
. q

Essigsaureester v.
R-(+)-3-Chlor-1-Phenyl-1-
Propanol

(o}
HN)J\
N
(¢]
(R),
[e]

O

cis-3,5-Diacetoxy-1-Cyclopenten

O,

—
%@\\@%

122




Danksagung

Herrn Prof. Dr. K.-E. Jager danke ich fiir die Ubssung des interessanten und aktuellen
Themas im Rahmen des BMBF-Projektes ,Genomiks", kaiestruktiven Diskussionen und
die mir gebotenen Moglichkeiten, frei und selbstdtg meinen Ideen nachzugehen.

Fiur die Ubernahme des Korreferats mochte ich mahHgrr Prof. Dr. C. P. Hollenberg
bedanken.

Ich bedanke mich fir die finanzielle Unterstitzwes Bundesministeriums fir Bildung und
Forschung (BMBF) im Rahmen des Projekts ,GenoMik&tzwerk Gaottingen.

Herrn Prof. Dr. W. R. Streit (Universitat Duisbufgsen) danke ich fir die ausgezeichnete
Kooperation und die ausgesprochen freundliche, wedige Integration in seine
Arbeitsgruppe am Institut fir Mikrobiologie und Gaik der Universitat Gottingen im
Rahmen des ,GenoMik" Netzwerks Gottingen. Den HefPeof. Dr. G. Gottschalk und Prof.
Dr. W. Liebl danke ich hierbei flir die Bereitstelty des Arbeitsplatzes. Frau Dr. C.
Schmeil3er, Frau S. Voget und Herrn C. Elend dactkélir die tolle Zusammenarbeit und die
freundschaftliche Aufnahme in dieses Labor und @tti@gen allgemein.

Herrn Dr. A. Ehrenreich (Universitat Goéttingen) &anch fur die fruchtbare Kooperation im
Bereich der Microarrays und die kritische Durchsiiés Manuskripts.

Weiterhin bedanke ich mich bei den Mitarbeitern desbors von Herrn Prof. Dr.
J.-L. Reymond an der Universitat Bern (Schweiz), das in dieser Arbeit dargestellte
enzymatische Fingerprinting der drei Esterasenidyefiihrt wurde.

Bei Herrn Prof. Dr. W. Hummel (Universitat Dulsseldjo mochte ich mich fur die
erfolgreiche Zusammenarbeit im Bereich des Dehyeinage-Screenings bedanken.

Den Herren Prof. Dr. M.T. Reetz, Max-Planck-Indtitir Kohlenforschung (Milheim a. d.
Ruhr) und Prof. Dr. M. Muller (Universitat Freibyrganke ich fur die Synthese diverser
enantiomerenreiner Substrate.

Den Mitarbeitern des Instituts fur molekulare Entgohmnologie danke ich fur das
angenehme und freundschaftliche Arbeitsklima wédhrereiner gesamten Promotionszeit.
Mein besonderer Dank gilt Frau S. Heckmann undmiBm T. Eggert fur die aufmerksame
und kritische Durchsicht des Manuskripts.

Weiterhin méchte ich mich ganz herzlich bei FrauSvensson fiir die ausgezeichnete Hilfe
bei der Durchfihrung der Experimente bedanken.

Ausgesprochen dankbar bin ich allen, die mir ofstaundschaft in Julich und Umgebung
gewahrt haben; ich mdchte die dadurch gewonnenen gefestigten Freundschaften nicht
missen.

Mein grof3ter Dank aber gilt meiner Familie fur dlaterstiitzung und Ermunterung wéahrend
der gesamten Promotionszeit.




Die hier vorgelegte Dissertation habe ich eigerditiund ohne unerlaubte Hilfe angefertigt.
Die Dissertation wurde in der vorgelegten oder hml&her Form noch bei keiner anderen
Institution eingereicht. Ich habe bisher keine kgttisen Promotionsversuche unternommen.
Dusseldorf, den 25.11.2005

Christian Leggewie




