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5 Ergebnisse
51 Enzymatische Charakterisierung der Acetyl-CoA-Synthetase von Lysobacter sp.
ATCC 53042

Die Acetyl-CoA-Synthetase gehort zur Familie der adenylatbildenden Enzyme, die im Gegen-
satz zu den A-Doménen der NRPS autonome Enzyme mit nur einer Funktion darstellen: die
Aktivierung von Acetat zu Acetyl-CoA. Aufgrund ihrer engen Verwandtschaft und der Art
der katalysierten Reaktion représentiert die Acetyl-CoA-Synthetase ein besonders einfaches
Modellenzym fir die funktionelle Untersuchung der Peptidsynthetasen. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Acetyl-CoA-Synthetase aus Lysobacter sp. ATCC 53042 ausgewahlt.
Insbesondere sollten die beiden Resktionsstufen wéhrend der Acyl-CoA-Synthese mit
verschiedenen Carbonsauresubstraten untersucht werden. Dazu z&hlten sowohl die Hin- und
Riickreaktion der Adenylierung durch die Spaltung von [y-3?P]-ATP bzw. durch den ATP-
PP-Austausch (Ullrich et al., 1991) als auch die Bildung der Acyl-CoA-Konjugate mit dem
Hydroxamattest (Berg, 1962).

511 Heterologe Expression des acsL-Gens in E. coli und Aufreinigung des AcsL-
Proteins

Das acsL-Gen (Acetyl-CoA-Synthetase aus Lysobacter) wurde mit Hilfe einer gegen das
hochkonservierte ATP-bindende Motiv YTSGTTGXxPKG gerichteten Oligonukleotidsonde
aus einer genomischen Cosmid-Bibliothek des Lysobacter-Stammes ATCC 53042 isoliert
(Frank Bernhard, personliche Mitteilung). Es kodiert fir ein Protein aus 631 Aminosauren mit
einem Molekulargewicht von 69,2 kDa. Bel einem Sequenz-Alignment des AcsL-Proteins mit
den Acetyl-CoA-Synthetasen von Alcaligenes eutrophus (Priefert and Steinbiichel, 1992),
Bacillus subtilis (Grundy et a., 1993), Escherichia coli (Blattner et a., 1993) und
Methanothrix soehngenii (Eggen et a., 1991) wurden neben dem zur Isolierung des acsL-
Gens benutzten Motiv funf weitere konservierte Bereiche identifiziert (Anhang 1, Motive |l bis
V1). Zwischen diesen bakteriellen Enzymen wurde eine Identitét von 21 % festgestellt.

Zur heterologen Expression des acsL-Gens wurde das 1,8 kb Genfragment mittels PCR
amplifiziert, mit den Restriktionsendonukleasen BamHI und Hindlll geschnitten und in die
Expressionsvektoren pQE-30 und pMAL™-c2 ligiert. Als Template fiir die PCR diente dabei
das Plasmid pACL113, als Primer wurden die Oligonukleotide AcsL¢ und AcsL, verwendet.
Die PCR wurde mit der Vent®-DNA-Polymerase durchgefiihrt, die optimale Annealing-
Temperatur lag bel 52 °C. Die resultierenden Plasmide pH-acsL und pM-acsL wurden an-
schlieffend in den E. coli-Stamm XL 1-Blue transformiert und auf Proteinexpression getestet.
Sowohl die Fusion mit einem N-terminalen Poly(His)e-tag als auch mit dem N-terminalen
42 kDa-Maltose-Bindungs-Protein (MBP) ergaben ein |6sliches AcsL-Protein, das nach der
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Induktion mit IPTG Uberexprimiert wurde. Die Proteine wurden im folgenden als H-AcsL fur
das Poly(His)e-getaggte Enzym (70 kDa) bzw. as M-AcsL fir die MBP-Fusionierung
(111,2 kDa) bezeichnet.

Zur Isolierung der AcsL-Proteine wurden die IPTG-induzierten Zellen pelletiert, in Auf-
schluRpuffer 1 resuspendiert und mit der French® Press aufgeschlossen. Die Aufreinigung der
Enzyme aus dem Rohextrakt erfolgte fur das M-AcsL-Protein in einer Stufe mittels Affinitéts-
chromatographie an Dextrin und im Fall des H-AcsL Uber zwei Reinigungsstufen mittels
Perfusionschromatographie an einer BioCAD™-Workstation. Dazu wurde der ultra-
zentrifugierte Rohextrakt sterilfiltriert (0,22 pm) und auf eine mit Kupfer beladene Metall-
chelatsaule (POROS 20 MC Cu) aufgetragen. Die Elution des Poly(His)s-Fusionsproteins
erfolgte in einer Stufe mit 100 mM Imidazol. AnschliefRend wurde das Eluat einer weiteren
Reinigung an einer Anionenaustauschersdule (POROS 20 HQ) unterzogen, bei der H-AcsL
mit 200 mM NaCl eluiert wurde. Die Expression und Aufreinigung beider AcsL-Fusions-
proteine ist in Abbildung 5.1 dokumentiert. Im Fall des M-AcsL war der Reinheitsgrad, der
mit der Dextrinsdule erzielt wurde, fir die enzymatischen Untersuchungen vallig ausreichend.
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Abb. 5.1: Expression und Aufreinigung der Fusionsproteine M-AcsL und H-AcsL in E. coli. Es wurden
jeweils 3 pg Protein auf 10 %iges SDS-Gel aufgetragen: 1, M-AcsL Rohextrakt; 2, M-AcsL nach
Affinitatschromatographie an Dextrin; 3, H-AcsL Rohextrakt; 4, H-AcsL nach Affinitdtschromatographie
an POROS 20 MC Cu; M, High Range-Proteinmarker (von oben nach unten: 200, 116, 97, 66, 45 kDa).

512 Bestimmung der spezifischen Aktivitét des AcsL-Proteins und Optimierung der
Reaktionsbedingungen

Die gereinigten AcsL-Proteine wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, Acetat zu Acetyl-CoA
zu aktivieren. Es wurde festgestellt, dal3 die gemessenen Enzymaktivitdten fur H-AcsL und
M-AcsL identisch waren und somit eine negative Beeinflussung der katalytischen Aktivitét
durch das 42 kDa grof3e Maltose-Bindungs-Protein ausgeschlossen werden konnte. Als nach-
teilig erwies sich jedoch die Empfindlichkeit des H-AcsL-Proteins gegentiber wiederholten
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Auftauvorgangen. Fur die nachfolgenden Untersuchungen wurde daher ausschliefflich das
M-AcsL-Protein gewahit.

Vor der detaillierten enzymatischen Charakterisierung des AcsL-Proteins wurden mit Hilfe
des Hydroxamattests die Reaktionsbedingungen fur die Aktivitdtsuntersuchungen optimiert.
Dazu wurden jeweils 4 nmol AcsL-Protein eingesetzt. Diese Enzymmenge gewdahrleistete
einen linearen Anstieg der Acetohydroxamatbildung Uber einen Zeitraum von 1 h. Das
Temperaturoptimum des AcsL-Proteins wurde bei 37 °C bestimmt, und sogar bel 50 °C
wurden noch etwa 20 % Enzymaktivitdt gemessen (Abb. 5.2a). Diese Beobachtung ist
insofern interessant, da Lysobacter bei diesen Temperaturen nicht lebensfahig ist und ein
optimales Wachstum bel Temperaturen von 28 °C erreicht. Bezliglich der pH-Abhangigkeit
der Acetat-Aktivierung wurden die hochsten Enzymaktivitaten bei pH-Werten zwischen 6,0
und 7,3 gemessen, das Optimum lag bei pH 6,5 (Abb. 5.2b). Dartiber hinaus wurde eine
Abhangigkeit der spezifischen Aktivitdt von der Wahl des Puffersystems beobachtet. Die
besten Ergebnisse wurden mit einem MES/HEPES-Puffer bel pH 6,5 gemessen, dagegen
reduzierte sich die Aktivitdt auf 65 % wenn statt dessen ein bis-Tris-Propan-Puffer des
gleichen pH-Wertes verwendet wurde.
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Abb. 5.2: Abhéngigkeit der Acetohydroxamatbildung durch das AcsL-Protein von der Temperatur (a) und
dem pH-Wert (b).

Weiterhin wurden die Bindungskonstanten der Acetohydroxamatbildung fir das AcsL-Protein
untersucht. Die Bestimmung fuhrte zu folgenden Ergebnissen: fur ATP lagen die K,-Werte
zwischen 0,96 und 1,41 mM (bel Acetat-Konzentrationen zwischen 2,5 und 10 mM) und for
Acetat zwischen 0,98 und 2,08 mM (bei ATP-Konzentration zwischen 1 und 5 mM, Abb.
5.3). Das Auftreten als Schar paralleler Geraden sprach fir einen Verlauf der Katalyse nach
dem Ping-Pong-M echanismus.
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Abb. 5.3; Ermittlung der Bindungskonstanten des AcsL-Proteins fir Acetat (@) und ATP (b). Die
Bestimmung erfolgte mit dem Hydroxamattest, die Werte wurden aus mindestens zwei Messungen
gewonnen. Aus den Schnittpunkten der Parallelen mit der reziproken Aktivitdtsachse lief3en sich die
K-Werte berechnen.

513 Bestimmung der Carbonsaure- und Nukleotidspezifitét des AcsL-Proteins

Zur funktionellen Charakterisierung der beiden Reaktionsstufen wahrend der Substrat-
aktivierung wurden drel verschiedene Untersuchungsmethoden verwendet: (1) die Hydrolyse
von [y-**P]-ATP, (2) der ATP-PP,-Austausch und (3) der Hydroxamattest. Die Grundlage der
ersten beiden Methoden bilden die Spaltung (Hin-) bzw. die Entstehung (Rickreaktion) von
radioaktiv markiertem ATP wahrend der Adenylierungsreaktion. Dagegen beruht der
Hydroxamattest auf der Synthese von Acetohydroxamat mit Hydroxylamin in Abhangigkeit
von der Menge des gebildeten Acetyl-CoA-K onjugates.

Zur Untersuchung der Substratspezifitat wurden sowohl Carbonsduresubstrate steigender
Kettenlange als auch substituierte Carbonsduren in Kombination mit ATP und dATP
verwendet. Die Bestimmung der Enzymaktivitéten erfolgte entsprechend den unter Methoden
beschriebenen Verfahren, die eingesetzten Enzymmengen betrugen fir die [y-2P]-ATP-
Hydrolyse und im ATP-PP;-Austausch jeweils 50 bis 70 pmol M-AcsL und im Hydroxamat-
test jeweils 4 nmol M-AcsL. In Tabelle 5.1 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen
zusammengestelIt.

Prinzipiell ist zu erkennen, dal? das AcsL-Protein in der Lage ist, neben seinem Haupt-
substrat Acetat eine betrachtliche Anzahl weiterer Carbonsduren zu erkennen und zu
aktivieren. Das Spektrum der aktivierten Substrate reichte von C2- bis C5-Kdrpern und um-
faldte ebenfalls modifizierte Carbonsauren, z.B. hydroxylierte Carbonsduren wie Milchsdure
und Hydroxybuttersdure sowie einfach halogenierte Carbonsduren wie Monochlor- und
Monobromessigsaure. Dartiber hinaus deutet die Beginstigung von L(+)-Lactat gegentiber
D(-)-Lactat auf eine Stereoselektivitat der Reaktion hin. Nicht erkannt wurden dagegen
Formiat, Capronat und Benzoat. Im Falle der letzten beiden Substrate verhinderte vermutlich
deren Grole die Bindung in die Substrattasche, dagegen bewies das negative Ergebnis fir
Formiat die Bedeutung des Ca-Atoms fir die Bindung des Substrates. Mehrfach halogenierte
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Carbonsdurederivate, wie beispielsweise Trichloressigsure, sowie diverse Aminosauren
wurden ebenfalls nicht akzeptiert.

Tab. 5.1: Substratspezifitdt des AcsL-Proteins.

ATP-PP-Austausch ATP-Hydrolyse Hydroxamattest
Substrat ATP dATP [y-2P|-ATP ATP dATP
Acetat 100 210+ 58 100 100 1153+ 4,7
(990 + 190 (1470 + 140 (15,1 + 2,4
cpm/minxug) cpm/minxug) | pmol/hxmg)
Propionat <(0° 50,6 = 15,5 36,3+ 11,8 72,720 219+12
Isobutyrat <(Q° 156+5,7 204+ 139 98+04 28+0,2
Butyrat 43,0+ 159 |100,1+19,6 1315+ 8,0 414+11 103,1+ 3,8
Valerat 20,2+41 95+22 499+99 185+ 0,5 141+04
L(+)-Lactat 349+87 209+8,8 n.b. 465+ 122 51,7+0,1
D(-)-Lactat 93+24 52+15 n.b. 14,5+ 0,4 n.b.
DL-a-HB 282+54 165+5,7 n.b. 21,8+0,1 21,7+0,6
DL-B-HB n.b. n.n. n.b. 7,3+0,3 680
y-HB n.b. n.n. n.b. 14,2+ 0,1 14,0+ 0,3
MCA 84+23 132+27 n.b. 22,7+0,1 n.b.
MBA 70+ 13 79155 n.b. 29,4+0,2 n.b.

Die Aktivitdten wurden als relative Werte berechnet, die Reaktion mit Acetat/ATP wurde 100 % gesetzt.
In Klammern sind die dazugehdrigen spezifischen Aktivitéten angegeben. Sémtliche Aktivitdten wurden
im linearen Reaktionsbereich bestimmt, die Daten wurden aus mindestens drei Messungen gewonnen.
DL-0-HB, DL-a-Hydroxybutyrat; DL-B-HB, DL-B-Hydroxybutyrat; y-HB, y-Hydroxybutyrat; MCA,
Monochloracetat; MBA, Monobromacetat; n.b., nicht bestimmt; n.n. nicht nachwei sbar

& Der ATP-PP-Austausch wurde mit 0,5 mM dATP anstelle von 0,5 mM ATP durchgefihrt.

® Der Hydroxamattest wurden mit 5 mM dA TP durchgefiihrt.

¢ ausfuihrliche Beschreibung siehe Text

Besonders aufféllig war das abweichende Verhalten der Substrate Propionat und Isobutyrat im
ATP-PP-Austausch mit dem Nukleotid ATP. Wahrend im Hydroxamattest die relative
spezifische Aktivitéat fur jedes zusétzliche C-Atom um etwa ein Viertel abnahm und damit
Propionat das zweitbeste Substrat fur das AcsL-Protein darstellte, konnten weder fir
Propionat noch fir Isobutyrat Enzymaktivitaten in der ATP-PP,-Austauschreaktion detektiert
werden. Selbst nach einstiindiger Inkubationszeit war der gemessene Gehalt an gebildetem
radioaktiven ATP niedriger als beim dazugehdrigen Leerwert ohne Carbonsauresubstrat.
Darliber hinaus ergab sich eine abweichende Kinetik fir diese beiden Substrate in der
[y-22P]-ATP-Hydrolysereaktion (Abb. 5.4). Wahrend die Umsetzung der beiden Substrate
Acetat und Butyrat sehr rasch verlief, erfolgte die Spaltung von ATP mit Propionat und
Isobutyrat nur almahlich. Mdoglicherweise beruht dieser Effekt auf der extrem hohen
Stabilitét der gebildeten Acyladenylate.

Durch die Analyse des ATP-PP;-Austauschs und des Hydroxamattests in Abhangigkeit von
dem ATP-Analogon dATP konnte das breite Wirkungsspektrum des AcsL-Proteins bestétigt
werden (Tab. 5.1). Im Gegensatz zu ATP wurde jedoch keine Korrelation mit der Kettenlénge
beobachtet. Fir den ATP-PP-Austausch wurde fir die Substrate Acetat und Butyrat eine
Verdopplung der Enzymaktivitdten im Vergleich zu den dazugehtrigen ATP-Werten fest-
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gestellt, die Aktivitdten der Ubrigen Substrate verringerten sich oder blieben mehr oder
weniger unverandert. Dartber hinaus wurden nunmehr auch im Falle der beiden Substrate
Propionat und Isobutyrat relativ hohe Enzymaktivitdten nachgewiesen. Auch im Hydroxamat-
test fuhrte der Nukleotidaustausch zu einer Verdopplung der Enzymaktivitdt von dATP/
Butyrat im Vergleich zu ATP/Butyrat, die Aktivitdt des Hauptsubstrates blieb dagegen nahezu
unveradndert. Anders as beim ATP-PP-Austausch reduzierten sich bel der Reaktion mit
Propionat und Isobutyrat die Aktivitaten auf etwa ein Drittel der dazugehorigen ATP-Werte.
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Abb. 5.4: Kinetik der ATP-Hydrolyse des AcsL-Proteinsin Abhangigkeit von der Substratcarbonsaure.

Neben den Nukleotidsubstraten ATP und dATP wurden noch weitere Strukturanaloga
getestet: ATP-y-S, ADP, AMP, ITP, CTP und dGTP. Mit Ausnahme des Analogons ATP-y-S
konnte in Kombination mit dem Hauptsubstrat Acetat keine Enzymaktivitét nachgewiesen
werden, mit ATP-y-S lag die ATP-PP-Austauschreaktion bel 62 % und im Hydroxamattest
bei 69 % im Vergleich zur jeweiligen Acetat/ATP-Reaktion. Die Enzymaktivitdten mit dJATP
und ATP-y-S sprechen flr eine relativ hohe Toleranz bei Substitutionen an der Riboseeinheit
und der Phosphatgruppe. Dagegen deutet die Ablehnung der beiden Analoga ADP und AMP
auf eine Beteiligung der y-Phosphatgruppe an der Nukleotiderkennung hin. Ferner scheint
auch die Adeningruppe essentiell fur die Aktivitét des AcsL-Proteins zu sein, wie durch die
Ablehnung anderer Basen bewiesen wurde.

514 Analyse der Adenylierungsreaktion mit den Substraten Propionat und Isobutyrat

Im Verlauf der Untersuchungen zur Substratspezifitdt des AcsL-Proteins ergaben sich
Hinweise auf einen modifizierten Reaktionsmechanismus fur die beiden Substrate Propionat
und Isobutyrat. Es sollte daher mit Hilfe diinnschichtchromatographischer Analysen gepriift
werden, ob mit diesen Substraten Acyladenylate gebildet werden kénnen. Dazu wurde das
AcsL-Protein mit den Substraten Acetat, Propionat, Butyrat und Isobutyrat in Kombination
mit [a-*?P]-ATP inkubiert und das Reaktionsgemisch diinnschichtchromatographisch auf-
getrennt. Die Substratmengen wurden so gewahlt, dal3 mit Ausnahme der ATP-Konzentration
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identische Reaktionsbedingungen zum Hydroxamattest vorlagen. Es wurde erwartet, daf3
wahrend der Adenylierungsreaktion radioaktiv markierte Acyladenylate gebildet werden,
deren Ri-Werte mit den Kettenlangen der Carbonsauren korrelieren. Tatsachlich wurde in
jedem Resaktionsansatz neben AMP ein zusdtzliches substratspezifisches Produkt nach-
gewiesen, das vermutlich dem gesuchten Acyladenylat entsprach (Abb. 5.58). Diese
Vermutung wurde durch die diinnschichtchromatographische Analyse der Reaktionsgemische
nach CoA-Zusétzen bestétigt, bel dem die in der ersten Aktivierungsstufe gebildeten Acyl-
adenylate vollsténdig zu radioaktiv markiertem AMP und den entsprechenden nicht
markierten Acyl-CoA-Konjugaten umgesetzt wurden (Abb. 5.5b).

Abb. 5.5: Dinnschichtchromatographische Analyse der Acyladenylatbildung durch das AcsL-Protein in
Abwesenheit (a) und Gegenwart (b) von 0,8 mM CoA. Es wurden jeweils 2 ul des Reaktionsansatzes auf
eine Kieselgelplatte aufgetragen und mit dem FlieBmittel 2 chromatographiert. Die Identifizierung der
radioaktiven Spots erfolgte autoradiographisch. Die Spuren enthielten: 1, Leerwert ohne Substrat-
carbonsiure; 2, Acetat; 3, Propionat; 4, Butyrat; 5, Isobutyrat; R-Werte: [a-*P]-ATP (R; 0); AMP
(Rf 0,20); Acetyladenylat (R; 0,193); Propionyladenylat (R; 0,250); Butyryladenylat (R; 0,297);
| sobutyryladenylat (R; 0,293).

Aulerdem wurde festgestellt, dal3 sich das Verhdltnis von synthetisiertem Acyladenylat zu
AMP in den Reaktionen mit Propionat und Isobutyrat umgekehrt zu dem Adenylat/AMP-
Verhdltnis der Reaktionen mit Acetat und Butyrat verhielt (Abb. 5.5a8). Wahrend in den
Reaktionen mit Propionat und Isobutyrat mehr Acyladenylat gebildet wurde, war es in den
Reaktionen mit Acetat und Butyrat mehr AMP. Diese Beobachtungen liefern eine mogliche
Erklérung fur das abweichende Verhalten von Propionat und Isobutyrat im ATP-PP-Aus-
tausch. Die Lage des Gleichgewichts der Adenylierungsreaktion scheint bei diesen Substraten
dermal3en auf die Seite der Reaktionsprodukte verschoben zu sein, dal3 die Umkehrreaktion
guas nicht mefdbar ist. Dagegen korreliert die Akkumulation von AMP bei Acetat und
Butyrat mit deren relativ hohen Aktivitaten im ATP-PP;-Austausch.
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515 Untersuchung der Adenylierungsreaktion in Abhangigkeit von der CoA- und PP-
Konzentration

Bel der Bestimmung der Abhéngigkeit der Substratadenylierung von dem zweiten Reaktanten
CoA wurde festgestellt, daid die Steigerung der CoA-Konzentration infolge der Umsetzung
des Acyladenylates zu einer Beschleunigung der ATP-Hydrolyse sowohl fir Acetat als auch
far Propionat fuhrte (Abb. 5.6). Damit wurde der Beweis erbracht, dal3 mit beiden Substraten
Acyl-CoA-Konjugate gebildet wurden.
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Abb. 5.6: Kinetik der ATP-Hydrolyse des AcsL-Proteins fur die Substrate Acetat (a) und Propionat (b) in
Abhéngigkeit von der CoA-Konzentration: Die [y-*P]-ATP-Hydrolyse wurde entsprechend der Standard-
vorschrift, bzw. mit zusétzlich 1,9 pM CoA (ATP/CoA = 1/10) oder 38,5 uM CoA (ATP/CoA = 1/200)
durchgefihrt.

Dieses Ergebnis wurde auch durch die Untersuchung des Einflusses der CoA-Konzentration
auf die Acetohydroxamatbildung bestétigt (Abb. 5.7).
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Abb. 5.7: EinfluR der CoA-Konzentration auf die Acetohydroxamatbildung.
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Bis zu einer Konzentration zwischen 0,3 bis 0,8 mM CoA (entsprechend ATP/CoA = 16/1 bis
5/1) stieg die Enzymaktivitat steil an, bei weiterer Erhdhung der CoA-Menge wurde die
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Acetohydroxamatbildung jedoch inhibiert. Vermutlich beruhte dieser Effekt auf der
Konkurrenz zwischen ATP und CoA um die Enzymbindungsstelle.

Die Zugabe von PP, wahrend der Adenylierungsreaktion fihrte ebenfalls zu einer
Stimulation der ATP-Spaltung (Abb. 5.8). Ahnliche Effekte wurden schon bei Methanothrix
sp. CALS-1 beobachtet (Teh and Zinder, 1992).
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Abb. 5.8: Kinetik der ATP-Hydrolyse des AcsL-Proteins fur die Substrate Acetat (a) und Propionat (b) in
Abhéngigkeit von der PP-Konzentration: Die [y-*2P]-ATP-Hydrolyse wurde entsprechend der Standard-
vorschrift, bzw. mit zusétzlich 38,5 nM PP, (ATP/PP, = 5/1), 962,5 nM PP, (ATP/PP; = 1/5) oder 100 uM
PP, (ATP/PP, = 1/519) durchgefihrt.

5.2 Enzymatische und strukturelle Charakterisierung der  A-Doméane  des
Glutaminsaure-aktivierenden Startmoduls der Surfactin-Synthetase Srf-M 1

521 Heterologe Expresson und Reinigung der Glutaminsdure- und Leucin-
aktivierenden Module Srf-M1 und SrfA-Csioosa

Ausgehend von den Untersuchungsergebnissen der Acetyl-CoA-Synthetase wurde auch die
Adenylierungsfunktion des Glutaminsaure-aktivierenden Startmoduls Srf-M1 der Surfactin-
Synthetase aus Bacillus subtilis ATCC 21332 analysiert. Dazu wurde die kodierende Region
mit Hilfe der Primer Srf-M 1 und Srf-M 1, amplifiziert, nach der Restriktion mit den Enzymen
BamHI und Ncol in den Expressionsvektor pQE-60 ligiert und anschlief3end in den E. coli-
Stamm M15 [pREP4] transformiert. Zur Kontrolle der Klonierung wurde das resultierende
Plasmid pH-srf-M1 einer Restriktionsanalyse unterzogen, bei der die berechneten Fragment-
grofRen mit den tatséchlich ermittelten Fragmentgrof3en Ubereinstimmten (Abb. 5.10a). Die
Restriktionsschnittstellen der Surfactin-Synthetase sind im Anhang aufgelistet (Anhang 2).
Das resultierende Protein Srf-M1 (108 kDa) bestand aus 982 Aminosauren und umfaldte
sowohl die C- as auch die A-Domane, die T-Domaéne fehlte dagegen vollstandig. Paralel
dazu wurden zwel verkirzte Varianten dieses Startmoduls konstruiert. Im ersten Fall wurden
lediglich 16 Aminosduren am C-Terminus entfernt, wahrend im zweiten Fall N-terminal 460
Aminosauren und damit die komplette C-Domane deletiert wurden. Die Molekulargewichte
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der resultierenden gekurzten Module Srf-M1AC und Srf-NAM1 betrugen 106 bzw. 57 kDa
Zur Amplifizierung der entsprechenden Genabschnitte wurden der Riuckwaérts-Primer Srf-
MI1AC, anstelle von Srf-M 1, bzw. der Vorwarts-Primer Srf-NAM 15 anstelle von Srf-M 15 ver-
wendet. Abbildung 5.9 gibt eine Ubersicht iiber diein dieser Arbeit verwendeten Konstrukte.
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Abb. 5.9: Schematische Darstellung des Glutaminsdure-aktivierenden Moduls Srf-M1 und der gekirzten
Module Srf-M1AC und Srf-NAM1. Die unteren Zahlen entsprechen den Aminosdurepositionen in Bezug
auf die Wildtyp-Numerierung, ebenfalls eingezeichnet wurden die konservierten Motive (Tab. 2.1).
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Die Fermentation der plasmidhaltigen E. coli-Zellen erfolgte routinemal3ig bei 28 °C. Nach
dem Aufschlul® der Bakterienpellets in AufschluRpuffer 2 wurden die vollstéandig 16slichen
Proteine Uber eine bzw. zwei Reinigungsstufen mittels Gelperfusionschromatographie an
einer mit Nickel beladenen Metallchelatsdule (POROS 20 MC Ni) und einer Anionen-
austauschersaule (POROS 20 HQ) aufgereinigt, bei der die Proteine Srf-M1 und Srf-M1AC in
jeweils einer Stufe mit 150 mM Imidazol (POROS 20 MC Ni) bzw. mit 500 mM NaCl
(POROS 20 HQ) eluiert wurden. Dabel erfolgte die Affinitétschromatographie mit dem salz-
freien MC-Saulenpuffer 1, der die sofortige Weiterverarbeitung der Enzyme an der Anionen-
austauschersaule zulie3. Im Gegensatz dazu wurde bei dem verkirzten Modul Srf-NAM1 auf
die zweite Reinigungsstufe an der Anionenaustauschersdule verzichtet, da der erreichte
Reinheitsgrad fur die nachfolgende enzymatische Charakterisierung genlgte. Aul3erdem
mufdte aufgrund der signifikanten Deletion um ca. 40 kDa das zur Affinitétschromatographie
verwendete Puffersystem leicht modifiziert werden, die besten Reinigungsergebnisse wurden
in 20 mM Tris-Puffer pH 8,0 mit 300 mM NaCl erzielt. In Abbildung 5.10b ist die
Aufreinigung der Proteine Srf-M 1, Srf-M1AC und Srf-NAM 1 dokumentiert.

Das Valin-aktivierende Modul Srf-M4 stand bereits zur Verfigung (mit N-terminalem
Poly(His)e-tag; Elsner et al., 1997), desweiteren wurde das siebte Modul, die L-Leucin-
aktivierende Surfactin-Synthetase SrfA-C exprimiert und aufgereinigt. Im Gegensatz zu den
L-Glutaminsdure-aktivierenden Konstrukten wurde SrfA-C as komplettes Modul, einschlief3-
lich seiner T-Doméane und der integrierten TE-Doméne, kloniert. Jedoch wurde der fur die
4' -Phosphopantetheinbindung verantwortliche invariante Serin-Rest innerhalb des hoch-
konservierten T-Motivs durch Alanin ersetzt, da andernfalls durch die E. coli-4‘-PPT-asen nur
eine partielle Beladung erreicht worden wére und somit vor dem Hintergrund weiterfihrender
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Kristallisationsexperimente keine homogenen Enzympréparationen gewdhrleistet werden
konnten.

4 Sf-M1AC

< Srf-NAM1

EcoRI, Ncol Miul Pstt  Miul Pstl BarHI
I I | |

srf-M1.
-1 1268 1895 2279 2393 2951 bp

Abb. 5.10a: Restriktionsanalyse des Plasmids pH-srf-M1. Als Referenz diente das Repressorplasmid
pREP4. Die Spuren enthielten: 1, pH-srf-M1 Pstl (498 + 5875 bp); 2, pREP4 Pstl; 3, pH-srf-M1 Mlul
(1011 + 5362 bp); 4, pREP4 Mlul; M, A-Marker HindlIl (von oben nach unten: 23000, 9416, 6557, 4631,
2322, 2027, 564, 125 bp). Die Fragmentgréf3en berechneten sich zuzuglich der pQE-60-V ektor-DNA mit
3421 bp.

Abb. 5.10b: SDS-Page der gereinigten Module Srf-M1, Srf-M1AC und Srf-NAM1. Es wurden jeweils
3 bis 5 pg auf ein 10 %iges Gel aufgetragen: 1, Srf-M1 nach Perfusionschromatographie an POROS 20
MC Ni und POROS 20 HQ; 2, Srf-M1AC nach Perfusionschromatographie an POROS 20 MC Ni und

POROS 20 HQ; 3, Srf-NAM1 nach Perfusionschromatographie an POROS 20 MC Ni; M, Broad Range-
Proteinmarker (von oben nach unten: 212, 158, 116, 97, 66, 55, 42, 36, 26, 20 kDa).

Die Ser>Ala-Mutagenese wurde mit Hilfe des Maxiprimers Srf-M7-Ala redisiert, zur
Amplifizierung des entsprechenden Genabschnitts wurden die Oligonukleotide Srf-M7; und
Srf-M7, verwendet. Mit Ausnahme des verwendeten Expressionsvektors wurde die
Klonierung in Anaogie zu Srf-M1 durchgefiihrt, jedoch wurde SIfA-C mit einem N-
terminalen Poly(His)s-tag (pQE-30-Vektor) fusioniert. Das resultierende Plasmid wurde mit
pH-srfA-Csigosa, das Protein mit SrfA-Csioosa bezeichnet. Die ldentifizierung des ge-
wunschten Konstruktes pH-srfA-Csio03a erfolgte durch eine Restriktionsanalyse (Abb. 5.114).
Die Isolierung des Uberexprimierten Proteins Srf-M4 erfolgte entsprechend der bei Elsner
et a. (1997) beschriebenen Vorschrift, fir SrfA-Cgioosa erfolgte sie in Anlehnung an das
Wildtypenzym SrfA-C (Heinz Engert, Frank Bernhard personliche Mitteilung) Uber zwel
Reinigungsstufen mittels Gel perfusionschromatographie an POROS 20 MC Ni sowie POROS
20 HQ. Von der Affinitétssaule eluierte das Protein mit etwa 150 mM Imidazol und von dem
Anionenaustauscher mit etwa 350 mM NaCl. In Abbildung 5.11b ist die Aufreinigung des
SrfA-Cgsio03a-Proteins dokumentiert. Aufféllig ist dabel das Auftreten von Abbauprodukten
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(etwa 100 kDa), die sich auch durch die Behandlung mit Proteaseinhibitoren nicht vermeiden
liefen (Heinz Engert, persdnliche Mittellung). Auf eine weltere Optimierung der
Aufreinigungsschritte wurde trotzdem verzichtet, da sich der Renheitsgrad fir die
enzymatischen Untersuchungen al's ausreichend erwies.

a 12 3 4 by M 1 2 M

CE—— | SrfA-CS]_oogA

BamHI Sacl Kpnl

SIfA-Cqgg3al
21574 24626 25405 bp

Abb. 5.11a Redtriktionsanalyse des Plasmids pH-srfA-Cgoosa. Die Spuren enthielten: 1, A-Marker
HindlIll (von oben nach unten: 23000, 9416, 6557, 4631, 2322, 2027, 564, 125 bp); 2, pH-srfA-Csioo3a
Sacl/Kpnl (779 + 6492 bp); 3, pH-srfA-Cggosa BamHI/Kpnl (3831 + 3440 bp); 4, MBI-100bp-Marker Die
FragmentgrofRen berechneten sich zuziiglich der pQE-30-Vektor-DNA mit 3440 bp.

Abb. 5.11b: SDS-Page des monomodularen Enzyms SrfA-Cgiosa. Die Spuren enthielten: 1, nach
Affinitatschromatographie an POROS 20 MC Ni; 2, nach Anionenaustauschchromatographie an POROS
20 HQ; M, Broad Range-Proteinmarker (von oben nach unten: 212, 158, 116, 97, 66, 55, 42, 36, 26 kDa).

522 Enzymatische Charakterisierung des Glutaminsaure-aktivierenden Moduls Srf-M1

Die Charakterisierung der Adenylierungsfunktion des Srf-M1-Proteins erfolgte in Analogie
zur Acetyl-CoA-Synthetase mit Hilfe des ATP-PP-Austauschs. Dazu wurden zundchst mit
dem gereinigten Srf-M1-Protein die Inkubationsbedingungen der Austauschreaktion
optimiert. Es zeigte sich, dal3 Srf-M1 ein relativ breites Temperaturoptimum besitzt (Abb.
5.12a). Die héchsten Werte wurden zwischen 30 und 37 °C bestimmt, jedoch reduzierten sich
bei weiterer Temperaturerhéhung die Enzymaktivitdten drastisch. Bei 50 °C wurde nur noch
etwa ein Viertel der Enzymaktivitdt gemessen. Die pH-Abhangigkeit der Glutaminsiure-
adenylierung zeigte ebenfalls einen relativ breiten Toleranzbereich, zwischen pH 6,3 und 6,8
wurden die hochsten Enzymaktivitdten gemessen (Abb. 5.12b). Fur die folgenden Aktivitéts-
bestimmungen wurden as Standardreaktionsbedingungen eine Reaktionstemperatur von
37 °C und ein pH-Wert von pH 6,5 gewahit.
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Abb. 5.12: Abhangigkeit der ATP-PP,-Austauschreaktion des Srf-M1-Proteins von der Temperatur (a)
und dem pH-Wert (b). Die Ermittlung der katalytischen Aktivitédt erfolgte im linearen Reaktionsbereich,
die Werte wurden aus mindestens drei Einzelmessungen bestimmt. Es wurden jeweils 5 pmol des
gereinigten Srf-M1 eingesetzt, die Proteinlésung wurde entsprechend vor jeder Messung mit dem
Reaktionspuffer verdinnt.

Bel der Untersuchung der Substratspezifitét von Srf-M1 wurde eine auf3erordentlich hohe
Spezifitat fur dessen Hauptsubstrat Glutaminsdure festgestellt (Tab. 5.2), die auch mit dem
ATP-Analogon dATP bestétigt werden konnte.

Tab. 5.2 Vergleich der Enzymaktivitdten verschiedener Surfactin-Synthetase-Module im ATP-PP;-
Austausch.

Enzym Aminosauren® | MW (kDa) Sp?i';ﬁ;‘i ':\mkglv)ltat Substratspezifitét (%)
Srf-M1 1-982 108 48000 + 8000 Glu (100)

Srf-M1AC 1-966 106 19000 + 3000 n.b.

Srf-NAM 1 461 - 982 57 n.n. n.b.

Srf-M4 1-975 107 122000+ 22000 | Val (100), lle (10)°
Srf-M4AC* 1-961 106 79000 + 15000 n.b.

SrfA-Csio0a 1-1274 140 99000 + 26000 | Leu (100), lle (15), Va (5)

Die spezifischen Aktivitdten wurden mit den jeweiligen Hauptsubstraten Glu, Val bzw. Leu bestimmt, bei

dem jeder Wert aus mindestens zwel Messungen ermittelt wurde. Zur Berechnung der prozentualen

Nebenaktivitdten wurden die Aktivitdten mit den Hauptaminosduren jeweils zu 100 % gesetzt. Alle

Substrataminosduren lagen in L-Konfiguration vor. n.b., nicht bestimmt, n.n., nicht nachweisbar

& Aminosiurepositionen im Vergleich zum entsprechenden Wildtypenzym

® Substratspezifitaten von Srf-M4 vgl. Elsner et al., 1997

¢ freundlicherweise von Frank Bernhard (Klonierung) und Koji Tomoo (Aufreinigung) zur Verfigung
gestellt

Von den getesteten 19 Ubrigen proteinogenen L-Aminosauren wurde von dem Srf-M1-Protein
keine andere Aminosaure al's Substrat erkannt und aktiviert. Dagegen tolerierte das L-Leucin-
aktivierende Enzym SrfA-Cso03a N€ben seinem Hauptsubstrat auch noch die beiden Amino-
sauren L-Isoleucin (15 % relative Aktivitat) und L-Valin (5 %, Tab. 5.2). Zuvor war schon bel
dem L-Valin-aktivierenden Modul Srf-M4 eine 10 %ige Nebenaktivitat mit L-Isoleucin nach-
gewiesen worden (Tab. 5.2, Elsner et a., 1997).
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Zur Beurteilung der Substrataffinitéten des Glutaminsaure-Aktivierungsmoduls wurden die
Bindungskonstanten von Srf-M1 in Abhéngigkeit von der L-Glutaminsaure- (L-Glu) und
ATP-Konzentration bestimmt und mit den Bindungsaffinitdten des Leucin-Aktivierungs-
moduls SrfA-Cgjoosa Mit den Substraten L-Leucin (L-Leu) und ATP verglichen. Die
Ermittlung der K-Werte erfolgte mit Hilfe des Lineweaver-Burk-Diagramms, bel der die
Schnittpunkte der Geraden die reziproken Werte der Bindungskonstanten K, ergaben (Abb.
5.13).

a) b)
1 = 0.05mM ATP 6] + 01mMGlu
6 — 0.1 mM ATP T = 02mM Glu
[ 0.2mM ATP g 5 1,0mM Glu
aQ O _
g 5 | 05mM ATP T v 20mMGlu
g S
2 4 £
8 >
z =
g 5| <3|
< 2
g 8
= 2
2 2 g{ |
] &
0 \‘\‘\‘\ 0 "\‘\‘\‘\\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘
5 -4 -3 -2 12-10-8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
VATP [UmM]
C d
35 ) = 005mM ATP . 35 ) = 01mM Leu
a «  01mMATP 1 0,2mM Leu
2 30+ 02 mM ATP e 30+ « 10mM Leu
g 1 g 7 « 20mMLeu
T 25 T 25
g ] S ]
£ 20 B 20
>
g 1 z 7
g 15 — % 15 —
Z“é‘l,of E. 1,0 -
] ] | » , — 7
S 05 3 05 [« +
00 4755 00 A R T T T \
3 2 -1 20 15 -10 5 0 5 10 15 20
VATP (U/mM)

Abb. 5.13: Bestimmung der Bindungskonstanten von Srf-M1 in der ATP-PP-Austauschreaktion mit den
Substraten L-Glutaminsaure (a) und ATP (b) sowie von SrfA-Cgig03a Mit L-Leucin (¢) und ATP (d). Die
Werte wurden aus mindestens zwei Einzelmessungen gewonnen, auf die Darstellung der Standard-
abweichung wurde jedoch aufgrund der besseren Ubersichtlichkeit verzichtet. Es wurden jeweils 5 pmol
Srf-M1 (&, b) bzw. 2 pmol SrfA-Cgpnsa (C, d) eingesetzt.

Fur Srf-M1 betrugen die K,-Werte 2,5 mM fur L-Glu und 0,2 mM fur ATP, fur SrfA-Csioosa
lagen die Kp-Werte bei 0,8 mM fur L-Leu und bei 0,2 mM fir ATP. Es fid auf, dal3 beide
Module zwar eine etwas hohere Affinitdt zu ATP als zu ihrer Substrataminoséure besalien, die
Bindungsaffinitat von SrfA-Csioosa zu L-Leu im Vergleich zu Srf-M1/L-Glu jedoch um den
Faktor drei erhdht war.

Die bereits in der Bindungskonstante wiedergegebene geringere Aminosaureaffinitét des
Glutaminsdure-aktivierenden Moduls Srf-M1 gegentber den anderen beiden Surfactin-
Synthetase-Modulen spiegelte sich ebenfalls in der geringeren spezifischen Aktivitét wider
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(Tab. 5.2). Unter identischen Reaktionsbedingungen (37 °C, MES/HEPES-Puffer pH 6,5)
zeigte Srf-M1 nur etwa die Halfte der spezifischen Aktivitédt von Srf-M4 und SrfA-Csigosa-

523 Einflul3 von N- und C-terminalen Deletionen auf die spezifische Aktivitdt des
Glutaminsaure-aktivierenden Moduls Srf-M1

Im Rahmen der strukturellen Untersuchung der Surfactin-Synthetase sollte das Srf-M1-
Protein kristallisiert werden. Nach einem Sequenz-Alignment von Srf-M1 mit der PheA-
Doméne der Gramicidin-Synthetase sowie der Gluhwirmchen-Luciferase aus Photinus
pyralis wurde das Enzym C-terminal um 16 Aminosauren gekirzt (Srf-M1AC; Abb. 5.9), da
dieser Bereich als flexible Region innerhalb der PheA-Struktur lokalisiert wurde (Conti et al.,
1997; Anhang 3). Die Verkilrzung ergab ein aktives Protein, wenngleich dessen spezifische
Aktivitdt um mehr als 50 % gegentber Srf-M1 reduziert war (Tab. 5.2). Auch durch
diinnschichtchromatographische Untersuchungen konnte die Bildung des Glutamyladenylates
durch Srf-M1AC bestétigt werden. Fir das analog um 16 Aminosauren verkleinerte Valin-
aktivierende Modul Srf-M4AC (Elsner et al., 1997) lag die Verringerung mit 35 % gegentber
der ungekirzten Version Srf-M4 in derselben Grélzenordnung (Tab. 5.2).

Im N-terminal verkirzten Glutaminsaure-aktivierenden Modul Srf-NAM1 (Abb. 5.9)
fUhrte die Entfernung der kompletten C-Doméne zu einem vollig inaktiven Protein, selbst mit
50 pmol Protein lieR sich keine Enzymaktivitadt mehr nachweisen (Tab. 5.2). Ahnliche Effekte
waren einerseits bereits fur das Valin-aktivierende Modul Srf-M4 und das Asparaginsaure-
aktivierende Modul Srf-M5 beschrieben worden (Elsner et al., 1997; Weinreb et al., 1998),
andererseits gelang es kirzlich Linne und Marahiel am Beispiel des Tyrocidin-Synthetase-
Moduls TycB3, ein Elongationsmodul durch Entfernung der C-Doméne in ein Initiations-
modul umzuwandeln (Linne and Marahiel, 2000). Uber die Hohe der spezifischen Aktivitat
machten die Autoren allerdings keine Angaben.

His
Srf-NAM 1 139- HHVI SDAVS: - - (A285 AS) - - - DELTLI SDAEKEKLLARAGCKSVSYR
Srf-NAM4 143- HH MVDGWS: - - (A285 AS) - - - REYGLVGDEEQRQ VEVENSTKAELP
TycBs-ATE  2221- HHI AADAAS:. - - (A285 AS) - - - QEl EMLTAAEKQWLLVAFNDTHREYR
* *

* % * *

Al
Srf-NAM 1 KDMT'I PELFQEKAELL SDHPAVVFEDRTLSYRTL- 492
Srf-NAM4 EGVAVHQVFEEQAKRTPASTAVWYEGTKLTYREL- 496
TycBs-ATE  ADQTI QQLFEELAEKMPEHTALVFEEKRMSFREL - 2574

* x % * x % * %

Abb. 5.14: Gegenuberstellung der N-Termini von Srf-NAM1, Srf-NAM4 (Elsner et al., 1997; dortige
Bezeichnung Srf-3) und TycBs-ATE (Linne and Marahiel, 2000). Die unterstrichenen Aminosduren (im
Ein-Buchstaben-Code) bezeichnen die deletierten Positionen. Sterne bedeuten identische Aminosaure-
reste, Punkte stehen fir homologe Aminosduren. Zusétzlich wurden die Distanzen zum His-Motiv der N-
terminalen C-Doméne sowie zum ersten Motiv (A1) der A-Doméne dargestellt.
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Dariiber hinaus ergab sich bel der Uberprifung der N-Termini fur das Konstrukt der
Marburger Arbeitsgruppe ein Plus von 23 Aminosduren im Vergleich zu Srf-NAM1 und von
27 Aminosduren zum gekirzten Srf-M4-Protein (Abb. 5.14). Es liegt daher nahe, dal3 die
fehlenden Aminosduren eine essentielle Bedeutung bel der Adenylierungsreaktion besitzen
und damit fUr die Inaktivitét der gekurzten Surfactin-Synthetase-M odule verantwortlich sind.

524 Dunnschichtchromatographische Untersuchung der  Aminoacyladenylatbildung
durch Srf-M 1, Srf-M4 und SrfA-CSJ_oogA

Unter Anwendung der Erkenntnisse aus den Untersuchungen des AcsL-Proteins wurde auch
die Adenylierungsreaktion der Surfactin-Synthetase-Module diinnschichtchromatographisch
analysiert. Analog zum AcsL-Protein wurden die Module Srf-M1, Srf-M4 und SrfA-Csio03a
mit den jeweiligen Substrataminosauren sowie [a->2P]-ATP inkubiert und nach einer Phenol-
extraktion dinnschichtchromatographisch analysiert. Fir die Auftrennung der Reaktions-
gemische wurde anstelle des Flieldmittels 2 das Flieldmittel 3 verwendet, da sich so die mut-
maldichen Aminoacyladenylate besser von AMP trennen lief3en. Aufgrund fehlender radio-
aktiv markierter Referenzsubstanzen muféte die Identifizierung der Adenylate auf indirektem
Wege erfolgen. Durch die alkalische Hydrolyse mit NaOH wurden die Aminoacyladenylate
zu freien Aminosauren und AMP umgesetzt (Berg, 1958). Alle drel untersuchten Surfactin-
Synthetase-Module waren in der Lage ein entsprechendes Aminoacyladenylat zu bilden,
jedoch unterschieden sich deren R-Werte kaum voneinander (Abb. 5.15).

. - W <« Adenylate

' . "’4AMP
00 L R

Abb. 5.15: Dunnschichtchromatographische Analyse der Bildung der Aminoacyladenylate durch Srf-M1,
Srf-M4 und SrfA-Csoosa- Jewells 2 pl der Reaktionsansétze wurden auf eine Kieselgelplatte aufgetragen
und mit dem Fliemittel 3 chromatographiert: 1, Srf-M1 Kontrolle ohne Glu; 2, Srf-M1 Reaktion mit
Glu; 3, Srf-M4 Kontrolle ohne Val; 4, Srf-M4 Reaktion mit Val; 5, SrfA-Cg03a Kontrolle ohne Leu; 6,
SrfA-Csio0sa Reaktion mit Leu (R-Werte: ATP 0,05, AMP 0,038 + 0,004; Glu-AMP 0,353 + 0,016;
Val-AMP 0,381 + 0,013; Leu-AMP 0,387 + 0,010).

Die Rs-Werte lagen zwischen 0,35 (L-Glutamyladenylat) und 0,39 (L-Leucyladenylat) und
zeigten damit eine gute Ubereinstimmung zu den Acyladenylaten des AcsL-Proteins fiir das



68

gleiche Flief3mittel (ohne Abbildung). Daneben wurde fir jedes Protein die Bildung von AMP
nachgewiesen, dessen Intensitdt deutlich geringer war as die der Aminoacyladenylate. Auch
in den Kontrollreaktionen der Enzyme ohne Aminosauren entstand in geringem Umfang
AMP, der um so niedriger war, je reiner das verwendete Protein vorlag.

525 Strukturelle  Untersuchungen des Proteins Sif-M1  mittels  dynamischer
Lichtstreuung, analytischer Gelfiltration und Kristallisationsexperimente

5.2.5.1 Untersuchung von Srf-M1 mittels dynamischer Lichtstreuung

Fur die Kristallisation eines Proteins aus einer waldrigen LAsung ist es unbedingt erforderlich,
dal? dieses monodispers vorliegt. Im Vorfeld der Kristallisationsversuche des Srf-M 1-Proteins
wurde daher die Monodispersitét der gereinigten ProteinlGsungen mittels dynamischer Licht-
streuung (DLS) Uberprift, bei der in Abhangigkeit zur Zeit die Lichtstreuintensitét gemessen
wurde (Umbach, 1997). Die zu kristallisierenden Proben wurden sowohl direkt nach der
Elution von der POROS 20 HQ-Séule als auch nach der Rickverdinnung aus auf-
konzentrierten  Proteinlésungen  vermessen, um  Beeintréchtigungen durch  den
Konzentrierungsprozef? zu erkennen (Tab. 5.3).

Tab. 5.3: Bestimmung der PartikelgrofRe und —verteilung mittels DLS in Abhéngigkeit von der Proben-
vorbereitung.

kleine Partikel grof3e Partikel
[Srf-M1] LN
(mg/ml) R, (nm) |rel. Intensitat (AU) | M, (kDa)| Rn(nm) |rel. Intensitat (AU) | <& 98
0,82 54+0,6 3,0x 10* 287 | 283+ 261 1,2x10° 5x10°
1,62 51+04 242 >> 100
6> 10° [56+06 1,6 x 10* 320 | 103+15 54x 107 1x107
10>1,0° [6,8+0,8 574 >> 100
100> 1,0° (7,6 £ 0,6 1,8x 10" 801 | 319+ 120 6,0 x 107 1,5x 10°

Alle Messungen wurden mit dem ALV-Goniometer ALV / SP 86 bei konstanter Temperatur von 20 °C
durchgefiihrt. Die relativen Molmassen (M,) wurden anhand des Modellproteins Lysozym (R, 2,0 nm,
M, 14,6 kDa) abgeschétzt, wobei jeweils Kugelform angenommen wurde. Die Berechnung der Partikel-
verteilung (Nwan/Ngor) erfolgte Uber die Partikelradien (Ry) und die relativen Intensitéten (I) nach der
vereinfachten Formel (I = R.° x N):

Nkien _ Ikiein X Rn®gros

NoroB |05 x Rn%kiein
#Messung der DL S unmittelbar nach der Elution von der POROS 20 HQ-Saule
® Messung der DLS nach Riickverdiinnung aus der aufkonzentrierten Proteinl ésung

Prinzipiell lagen in allen untersuchten Srf-M1-Proben zwel Partikelpopulationen vor, die
kleineren Partikel mit einem Teilchenradius von mehr als 5 nm und die groferen mit weit
Uber 100 nm. Uber die Intensitdten und Teilchenradien lieR sich das Partikelverhdltnis
bestimmen, das in einer GroRenordnung von 10” bis 10° kleinen zu groRen Partikeln lag.
Tendenziell wurden die geringeren Verhdtniswerte vor allem in den verdinnten Protein-
konzentraten beobachtet, so dal3 man mit steigender Konzentration von einer Aggregation der
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kleineren Partikel ausgehen mufte. Wegen des enormen Proteinverbrauchs wurde jedoch auf
die direkte Messung unverdinnter Proteinlosungen und damit auf die Bestétigung dieser
Vermutungen verzichtet. Fir die nachfolgenden Kristallisationsexperimente wurden die
Proteine durchschnittlich auf etwa 10 bis 15 mg/ml aufkonzentriert, um die Aggregation der
Proteine in Grenzen zu halten.

Dartiber hinaus liefd sich anhand des Partikelradius' das Molekulargewicht der kleinen
Komponenten abschétzen. Die Auswertung dieser Daten ergab erste Hinwelse auf eine Ver-
knupfung von mindestens zwei Srf-M1-Monomeren zu grof3eren Untereinheiten, jedoch war
mit der Methode der DLS keine eindeutige Aussage Uber die exakte Molekulgréle moglich.
Es fiel aber auf, dal3 die Teilchengrdf3e in den nicht oder nur gering aufkonzentrierten Proben
relativ einheitlich bel etwa 5,4 nm lag, aus dem sich eine relative Molekilmasse von etwa
290 kDa ableiten lief? und damit eine Trimerisierung (3x108 kDa) des Srf-M1-Proteins am
wahrscheinlichsten erschien.

Ferner brachte die DLS keine zusétzlichen Informationen Uber die Verdnderungen des
Srf-M1-Proteins wéhrend der Adenylierungsreaktion (Abb. 5.16). Durch die Zugabe
aguimolarer Mengen an L-Glutaminsdure und ATP zu frisch eluiertem Srf-M1-Protein in An-
und Abwesenheit von Magnesium wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Testsystemen gemessen.

a b
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100 . Ead L
E " 283+-261nm i e R % '
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" 10 - T 104 5
1 54+-05mm 53+-060m  55+/-06nm
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Abb. 5.16: PartikelgréfRen (@) und Intensitdtsverhalten (b) von Srf-M1 in Abhangigkeit von der Substrat-
kombination. In rot/grin/blau sind die kleinen und in schwarz die grofen Partikelpopulationen
dargestellt: Messung-Nr. 1-20 (rot): mit L-Glu +ATP + MgCl,; Nr. 21-40 (grin): mit L-Glu +ATP;
Nr. 41-61 (blau): ohne Substrat.

5.2.5.2 Untersuchung von Srf-M1 mittels analytischer Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration an einer gepackten Sephacryl® S-400 HR-Saule sollte Aufschlu
Uber die tatsachliche Molekilgrofie des Srf-M1-Proteins geben. Nach der Kalibration der
Saule mit den Proteinen Aldolase (158 kDa), Katalase (232 (kDa), Ferritin (440 kDa) und
Thyroglobulin (669 kDa) wurde das Elutionsvolumen (ve) von Srf-M1 gemessen und mit
Hilfe des Elutionskoeffizienten K, dessen Molekulargewicht ermittelt (Abb. 5.17). Dabei
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erfolgte die Berechnung des K, nach folgender Gleichung, das Saulenausschluf3volumen (vo)
wurde mit Dextranblau, das Saulengesamtvolumen (v;) mit Aceton bestimmit:

Ve — Vo

Ka =
Vi — Vo

0.7 — K, =-0.6633 X log MW + 2,00215

0,6 —
Srf-M1: K_ =0,328
av

05 | MW = 334 kDa
04
* o3
02

01 —

010 T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ T ‘ 1
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
log MW (kDa)

Abb. 5.17: Bestimmung des Molekulargewichts von Srf-M1 mittels analytischer Gelfiltration.

Aus dem K fur Srf-M1 von 0,328 resultierte ein Molekulargewicht von 334 kDa und
entsprach somit einem Trimer. Mit diesem Ergebnis bestétigten sich die Vermutungen aus
den DLS-Untersuchungen, jedoch wird erst durch die Kristallstruktur des Proteins die
Trimerisierung zweifelsfrel nachgewiesen werden konnen.

5.2.5.3 Kristalisationsuntersuchungen von Srf-M1 und Srf-M1AC

Fur die Kristallisationsexperimente wurde das Modul mit der hdchsten Enzymaktivitét
ausgewahlt (Srf-M1) und mit den 96 Kristallisationsdsungen der ,, Crystal screens’ CS | und
CS Il gescreent (Jancarik and Kim, 1991). Es zeigte sich, da3 bei Proteinkonzentrationen
zwischen 8 und 33 mg/ml knapp 50 % aller Kristallisationsansdtze sofort oder spéater
prézipitierten, wovon mehr als die Hafte aus Ansétzen mit hohermolekularen Polyethylen-
glycolen (PEGs) stammte. Ein ebenso aussichtsreicher Kristallisationspartner schien
(NH4)2S0O,4 zu sein, bel einer Konzentration von 2 M wurde in fast allen untersuchten
Ansdtzen ein mikrokristalliner Niederschlag beobachtet. Die Suche nach geeigneten
Kristallisationsbedingungen konzentrierte sich daher vorrangig auf diese beiden Familien, bei
der neben der Verwendung unterschiedlicher PEGs (Kettenléange, Modifizierung) weitere
Kristallisationsparameter wie Fallungsmittelkonzentration, Puffer, pH-Wert, Additive und
Temperatur systematisch variiert wurden (Tab. 5.4). Ergénzt wurden diese Kristallisations-
experimente durch die Modulation der Proteinkonzentration, -vorbereitung und —umgebung.
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Tab. 5.4: Variation der Kristallisationsparameter fir Srf-M1.

Prézipitant Konzentration 0,1 M Puffer, pH-Wert | Additive
(NH4)2S0, 11;15,2,21;25 3M |- -
1,1;15 1,7M Acetat 4,6; Tris7,8 -
1,1M Citrat 5,6; Cacodylat |-
6,5 bzw. 7,0
0,75;1,5: 2,25 M Tris7,5 bzw. 7,8; - 15; 20; 25 % EG
HEPES 7,6
1M Imidazol 6,5 - 16 % PEG MME 5K
1;1,5M Tris7,8 15% EG
Li»SO, 05 1;15M Tris7,5 bzw. 7,8; - 15; 20; 25 % EG
HEPES 7,6
15M HEPES 7,6 7 % PEG 400 bzw. EG
MgSO, 1;1,5M Tris7,8 15% EG
EG 57 % HEPES 7,6 0,5M Li,SOq;
(NH4)2804 bzw. MgSO4
PEG MME5K |16 % Imidazol 6,5 0,2 M MgSO, bzw.
MgClz
12,5; 25; 30 % Tris8,5 0,2 M Li,SO,
8:16; 24 % Citrat 5,6; Imidazol 0,2 M Li,SO,4 bzw.
6,5; Tris7,8 (NH,)2.SO,
PEG 4 K 7; 12,5, 17,5; 20; 25; 30 % | Tris 8,5 0,2 M Li,SO,
15, 30 % Cacodylat 6,5; Tris 0,2 M Li,SO4
7,8; Bicin 9,0
12,5;: 30 % Cacodylat 6,5; Tris 7,8 |0,2 M (NH,4)>SOy;
bzw. 8,5; Bicin 9,0 MgSO, bzw. LiCl
15% Tris8,5 0,1; 0,3 M Li»SO, bzw.
0,2M LiCl
30% Tris8,5 0,1; 0,3; 0,6 M Li»,SO,
PEG 4K, 10; 15; 20; 25 % Tris 8,5 0,2 M Li,S0O4 mit
PEG MME 5K 0,1 M NaCl
PEG 6 K; 25:30% Tris 7,8 bzw. 8,5 0,2 M Li,SO,4 bzw.
PEG MME 5K 0,1 M NaCl
PEG 6 K 10; 12,5; 15; 20; 25; 30 % |Tris 8,5 0,2 M Li,SO,
PEG6K®™©  [15; 25: 30 % Tris8,5 0,2 M Li,SO,
PEG (4; 6 K) 30% Tris8,5 0,2 M Li,SO, mit 6,5 %
Isopropanol, MPD oder
EG
15% Tris8,5 0,2 M Li»SO, mit 10 %
Isopropanol, MPD oder
EG bzw. 0,1 M NaCl
PEG (1; 3; 20K) |30 % Tris8,5 0,2 M Li,SO,
PEG 8 K 12,5; 25; 30 % Tris8,5 0,2 M Li,SO,

Fir die Kristallisationsexperimente wurde die Dampfdiffusionsmethode im héngenden Tropfen
verwendet, die Inkubation erfolgte routineméRig bei 18 °C (mit Ausnahme von PEGs 6 K® " hier
wurden die Ansdtze zundchst fir ein bzw. drei Tage bel 28 °C preinkubiert). EG, Ethylenglycol; PEG
(n K), Polyethylenglycol (n x 10%); MME, Monomethylether; MPD, 2-Methyl-2,4-pentandiol

Normalerweise lag das Srf-M1-Protein nach der Elution von der Anionenaustauschersaule in
einem 15 mM Trig/bis-Tris-Propan-Puffer pH 8,0 mit etwa 500 mM NaCl vor, es war daher
angebracht, den recht hohen Salzgehalt durch Dialyse auf 50 mM zu reduzieren bzw. véllig
zu entfernen. Ein Teil der Proteinproben enthielt darlber hinaus 5 % Glycerin (mit und ohne



72

1 mM DTT) oder wurde in Anlehnung an den Protein-Substrat-Komplex fir das PheA-
Protein der Gramicidin-Synthetase (Conti et al., 1997) mit je 2 mM ATP und Glutaminsdure
sowie 4 mM MqCl, versetzt.

Tatsachlich fuhrten die Kristallisationsversuche zunachst zu einem Tellerfolg, mit der
Screenlésung CS | Nr. 17 (30 % PEG 4000, 0,1 M TrispH 8,5, 0,2 M Li,SO,4) wuchsin einer
Proteinprdparation nach etwa 2 bis 3 Wochen Inkubationszeit ein Blumchenkristall (Abb.
5.18a), bel dem es sich nachweisiich um einen Proteinkristall handelte. Unter identischen
Bedingungen wuchsen mit dem gleichen Praparat sogar zahlreiche Minikristalle (Abb. 5.18b),
die jedoch mit einer Lange von weniger as 0,1 mm fir eine Rontgenstrukturanalyse zu klein
waren.

Abb. 5.18: Bildung eines Blimchenkristalles (a) und von Minikristallen (b) aus Kristallisationsansétzen
einer Srf-M1-Préparation mit der Screenlésung CS | Nr. 17 (Jancarik and Kim, 1991) bei einer
Temperatur von 18 °C.

Trotz intensiver Bemuhungen, die neben der Verwendung von stark aufkonzentrierten
Proteinlsungen mit Srf-M1-Gehalten von bis zu 100 mg/ml auch ,, Microseeding”-Methoden
einschlossen, konnten in den weiterfihrenden Kristallisationsexperimenten jedoch keine
weiteren Kristalle reproduziert werden, woflr vermutlich die mangelnde Stabilitét des
Proteins verantwortlich war. Denn bei spéteren Lageruntersuchungen wurde festgestellt, dal3
Srf-M1 bel 4 °C bereits nach 6 bis 7 Wochen begann zu degradieren, was durch Substrat-
zugabe sogar noch beschleunigt wurde. In allen untersuchten Proben wurden im SDS-Page
zwel Abbaubanden beobachtet, die beide mit dem N-Terminus begannen und deren
Mol ekulargewichte massenspektrometrisch zu 97 und 52 kDa bestimmt wurden (Abb. 5.19).
Auch durch den Einsatz des Proteaseinhibitors PM SF konnte keine signifikante Verbesserung
der Proteinstabilitét festgestellt werden. Angesichts der Kristallisationstemperatur von 18 °C
scheint es daher moglich, daf es sich bei den nicht reproduzierbaren Kristallen um degradierte
Srf-M1-Produkte handelte.
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Abb. 5.19: Lagerstabilitét von Srf-M1 und Srf-M1AC bei 4 °C. Es wurden jeweils 10 pg Protein auf ein
10 %iges SDS-Gel aufgetragen: 1, Srf-M1AC, frisch eluiert; 2, Srf-M1AC Protein-Substrat-K omplex
nach 4 Wochen; 3, Srf-M1AC Protein-Substrat-Komplex nach 5 d; 4, Srf-M1AC nach 6 Wochen;
5, Srf-M1AC nach 4 d; 6, Srf-M1, frisch eluiert; 7, Srf-M1 nach 7 Wochen; 8, Srf-M1 nach 4% Monaten;
M, High Range-Proteinmarker (von oben nach unten: 200, 116, 97, 66, 45 kDa).

Eine weitere Uberlegung bestand darin, den in der PheA-Kristallstruktur nachgewiesenen
flexiblen Bereich (Conti et al., 1997; Anhang 3) innerhalb des Srf-M1-Proteins zu deletieren.
Mittels ATP-PP;-Austausch und durch diinnschichtchromatographische Analysen war bereits
die Funktionsfahigkeit des resultierenden Proteins Srf-M1AC nachgewiesen worden, so dafi3
dieses Protein eine geeignete Alternative zur Kristallisation von Srf-M1 darstellte. Dabel
konzentrierten sich die Kristallisationsexperimente wegen der minimalen Unterschiede zu
Srf-M1 vorrangig auf die systematische Analyse der PEGs, insbesondere von PEG 4000 und
von (NH4).SO, (Tab. 5.5). Dartber hinaus lag ein besonderer Augenmerk auch auf der
Erprobung von PEG MME 5000, da es im Fall des verwandten PheA-Proteins zu dessen

erfolgreicher Kristalisation gefuhrt hatte (Conti et al., 1997).

Tab. 5.5: Variation der Kristallisationsparameter fir Srf-M1AC.

Prézipitant Konzentration 0,1 M Puffer, pH-Wert | Additive
(NH4)2S0, 1,8bis2,8M (A0,2M) |Cacodylat 6,5 -
1,5bis3M (A 0,3 M) M/H 6,5; Tris 7,5 bzw. |-
8,5; Bicin 9,0
0,8;1,2;16;2M Acetat 4,6; Citrat 5,6; |-
MES6,5; Tris7,6; 8,5
bzw. 9,0
25:3M Cacodylat 6,5; Tris 7,5 |-
2:25 3M Cacodylat 6,5; Tris 7,5 |2 % PEG 400; PEG
MME 5K bzw. 0,2 M
HD
2:25M Cacodylat 6,5; Tris 7,5 |10 % PEG 400; PEG
MME5K bzw. 1M HD
(NHy)2SO, 2;25M Cacodylat 6,5 2; 4, 6; 8; 10; 12 % PEG
400 bzw. 0,1; 0,2 M
MgSO4
NaCl 25,35 4,45M Acetat 5,0; Citrat 5,6; |-
Tris 8,5 bzw. 9,0
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Prézipitant Konzentration 0,1 M Puffer, pH-Wert |Additive
2535, 4;,425M Acetat 5,0; Citrat 5,6; 0,2 M (NH,),SO,
Tris 8,5 bzw. 9,0
EG 10; 15; 20; 25; 35; 50% |Tris8,5 0,2M Li,SO,
PEG MME 550 |10; 20; 30 % Tris8,5 0,2 M Li,SO,
PEG MMES5K |15; 20; 25; 28; 30; 32% |Cacodylat 6,5 0,2 M (NH,)2SO,4 bzw.
MgSO4
17 bis 28 % (A = 1 %) Cacodylat 6,5 0,2 M MgSO,
28 bis38 % (A =2 %) Cacodylat 6,5 0,2 M MgSO, mit /
ohne 0,1 mM DTT
24 bis 34 % (A = 2 %) Tris 8,5 0,2 M MgSO,
PEG 4K 4, 6; 8;10; 12; 15% Citrat 5,6; Cacodylat |0,2 M Li,SO,

6,5; Tris 7,6 bzw. 8,5
12; 15; 17,5; 20; 22; 25 % |Cacodylat 6,5 bzw. 0,2 M MgSO, bzw.

Tris8,5 MgCl,
12 bis35% (A =1%) Tris8,5 0,2 M Li,S0Oq;
(NH4)ZSO4 bzw. MgSO4
12 bis 35 % (A = 1 %) Tris7,5 0,2 M Li3S04 bzw.
MgSO4
25; 28; 30; 32; 35 % Tris8,5 0,2 M Li,S0O,
8; 10; 15; 17,5% Cacodylat 6,5 0,2 M Li,SOy;
(NH4)2SO04; MgSO,
bzw. 0,5 M NaCl
12; 15; 17,5; 20; 22; 25% |Tris 8,5 0,2 M MgSO,
12; 17,5; 20; 22 % Tris7,0; 7,4; 7,8; 8,2; [0,2M MgSO,
8,5 bzw. 9,0
PEG 4 K 15; 17,5; 20 % Tris8,5 0,2 M MgSO,
PEG4K"™® 15; 17,5; 20 % Tris 7,0 bzw. 8,5 0,2 M MgS0,, MgCly;
MgACZ bzw. LizSO4
PEG 600; PEG |10; 15; 17,5; 20; 25; 30 % |Tris8,5 0,2 M Li,SO,
(3; 4, 6, 8K);
PEG MME 2 K
PEG 20 K 10; 15; 20 % Tris8,5 0,2 M Li,SO,
1, 6-Hexandiol |3; 3,2; 34 M Cacodylat 6,5 bzw. 0,1; 0,2 M MgSO, bzw.
Tris8,5 MgCl,

2,3;2,5; 2,7, 2,8, 2,9, 3M |Cacodylat 6,5; Tris7,5|0,2 M MgSO,
bzw. 8,5; Bicin 9,0
3:32,34,36,38 4M |Tris8,5 0,2 M MgSOy4; MgCl,
bzw. (NH4)2804

2,6 bis3,6 M (A0,2M) M/H 6,5; Tris 7,5 bzw. |0,2 M MgSOy; Li,SO,
8,5; Bicin 9,0

Fir die Kristallisationsexperimente wurde die Dampfdiffusionsmethode im héngenden Tropfen
verwendet, wenn nicht anders vermerkt erfolgte die Inkubation bel 18 °C. Die héngenden Tropfen
enthielten in jeweils gleichen Anteilen Protein- und Reservoirlésung. Die in Klammern angegebenen
Konzentrationsdifferenzen beziehen sich auf die stufenweise Anderung der F&llungsmittelkonzentration.
EG, Ethylenglycol; PEG (n K), Polyethylenglycol (n x 10%; MME, Monomethylether; MgAcC,,
M agnesiumacetat

© Uberschichtung der Reservoirldsung mit Silikon- bzw. Paraffindl im Verhaltnis (7:2 und 7:5)

Obwohl selbst die Proteinkonzentration und —umgebung mit 12,9 bis 15,2 mg/ml Srf-M1AC
in 15 mM Tris/bis-Tris-Propan pH 8,0 mit 50 mM NaCl eine recht starke Ubereinstimmung
zu den PheA-Kristalisationsbedingungen zeigte, fihrte keiner der zahlreichen
Kristallisationsversuche zur Bildung eines fur die Rontgenstrukturanalyse erforderlichen
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Einkristalles. Dabei wurden sowohl Ansdtze mit Srf-M1AC adlein als auch in Gegenwart
seines Substrates (L-Glutaminsdure und MgATP) bzw. eines mogliches Inhibitors
(L-Glutaminsiure und MgAMP-PNP) getestet. Ahnliche Schwierigkeiten wurden auch von
der Kristalisation des Valin-aktivierenden Moduls Srf-M4 sowie des Leucin-aktivierenden
Moduls SrfA-Csigosa berichtet (Ingo Przylas, Koji Tomoo, personliche Mitteilung), so dal3
wegen der unsicheren Erfolgsaussichten auf weitergehende Kristallisationsstudien verzichtet
wurde. Dartiber hinaus zeigten sich auch bei Srf-M1AC Degradationserscheinungen (Abb.
5.19).

5.3 In vitro-Rekombination von Surfactin-Synthetase-Genen und enzymatische
Charakterisierung der resultierenden Hybridenzyme

Ein anderer Losungsansatz zur Erkennung der strukturellen und insbesondere der
funktionellen Wechselwirkungen zwischen den Peptidsynthetase-Domanen zeigte sich in der
in vitro-Rekombination der Synthetase-Gene, bei der die Surfactin-Synthetase mit ihrem
reguldren Aufbau idedle Voraussetzungen zur systematischen Umprogrammierung der
Synthetase-Modul e bot.

531 Uberproduktion der trimodularen Surfactin-Synthetase-Untereinheit SrfA-A durch
Coexpression mit den E. coli-Chaperonen GroES/EL

Den Ausgangspunkt des Protein-Engineerings bildete neben den im vorhergehenden Kapitel
beschriebenen Modulen Srf-M1, Srf-M4 und SrfA-Csioosa (Nachfolgend auch mit Srf-M7
bezeichnet) die komplette trimodulare Surfactin-Synthetase-Untereinheit SrfA-A. Zu deren
heterologer Expression wurde das 10,7 kb grof3e Genfragment unter Verwendung der beiden
Oligonukleotide SITAA; und SIfAA, amplifiziert und in den Expressionsvektor pQE-30
kloniert. In einer Restriktionsanalyse wurde die Richtigkeit des resultierenden Plasmids
pH-srfA-A bestétigt, auf deren separate Darstellung jedoch an dieser Stelle verzichtet wurde,
daes noch unter Kapitel 5. 3. 4 ausfuhrlicher behandelt wird.

Mit einer Grof3e von 402 kDa ist das aus 3588 Aminosduren bestehende Enzym SrfA-A
eines der grofdten Proteine, die bisher heterolog in E. coli exprimiert werden konnten. Dabel
wurde generell durch die Coexpression mit den E. coli-Chaperonen GroES/EL eine deutliche
Steigerung der synthetisierten SrfA-A-Menge gegeniber den herkdmmlichen Stdmmen
erreicht (Abb. 5.20). Vermutlich unterstiitzen die Chaperone die korrekte Faltung des fur den
Wirtsorganismus ungewohnlich grofRen SrfA-A-Proteins und besitzen dartber hinaus eine
Stabilisierungsfunktion. Fir diese Vermutung sprach auch das Scheitern samtlicher
Reinigungsversuche zur vollstdndigen Abtrennung der Gro-Proteine. Mit einer Ausnahme
wurde fur die routinemal3ige Expression der Surfactin-Synthetase SrfA-A sowie aller anderen
Hybridenzyme der E. coli-Stamm DH5a [pREP4-groESL] gewahlt.
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Abb. 5.20: Vergleich der Expression des 402 kDa-Proteins SrfA-A in Ab- und Anwesenheit der E. coli-
Chaperone GroES/EL in den Stdmmen DH5a und BL21. Die IPTG-induzierten E. coli-Zellen wurden
jeweils 4 h bel 28 °C inkubiert und auf ihre Fahigkeit zur Proteinexpression getestet. Dazu wurden
jeweils 5 pg Protein auf ein 7,5 %iges SDS-Gel aufgetragen. Die Spuren enthielten: 1 und 2, DH5a ohne
bzw. mit [pREP4-groESL]; 3 und 4, BL21 ohne bzw. mit [pREP4-groESL]; M, High Range-Protein-
marker (von oben nach unten: 200, 116, 97, 66, 45 kDa).

5.3.2 Strukturelle  Untersuchungen der Surfactin-Synthetase-Untereinheit  SrfA-A
mittels Elektronenmikroskopie

Zur strukturellen Charakteriserung wurden in Kooperation mit Dr. Michael Hoppert
(Universitdt Gottingen) elektronenmikroskopische Aufnahmen des gereinigten SrfA-A-
Proteins angefertigt. Prinzipiell erfolgte die Reinigung genauso wie fur die enzymatische
Charakterisierung (Kapitel 5. 3. 4), anstelle des konventionellen French® Press-Zell-
aufschlusses wurden die SrfA-A-hatigen E. coli-Zellen jedoch mit einer 0,25 mg/mi
Lysozym-Losung aufgeschlossen. Bei  der  elektronenmikroskopischen  Untersuchung
substratfreier Proben wurden grof3ere Komplexe beobachtet, die sich auch durch stérkere
Verdunnung nicht vollstandig auflosten (Abb. 5.21). Die kleinste Grof3enklasse wurde von
Partikeln mit den Ausmal3en 14,4 x 7 nm gebildet, die sich aus drei abgrenzbaren Einheiten
zusammensetzten und leicht zu groferen Ketten aggregierten.

Daneben existierte noch eine kleine Fraktion ringformiger Komplexe mit einem Aul3en-
durchmesser von 14,4 nm (Abb. 5.22), die mdglicherweise das Ergebnis der Zusammen-
lagerung von zwel der in Abbildung 5.21 gezeigten Dreierkomplexen sein kénnten. Durch die
Zugabe adler an der Aminosdureaktivierung und -—elongation beteiligten Substrate
(L-Glutaminsaure, L-Leucin, ATP, CoA, Sfp und aktivierte Fettsaure) schien sich der Anteil
der grof3eren Aggregate zu erhéhen.
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Abb. 5.21: Elektronenmikroskopische Analyse von SIfA-A. Zur Negativkontrastierung wurde Uranyl-
acetat in hoher Schicht (,,deep stain“) verwendet. Die Abbildung zeigt eine Galerie der kleinsten Partikel-
klasse mit den aus den Projektionsformen abgeleiteten Modellen. Demnach setzen sich die Partikel wahr-
scheinlich aus zwei dhnlich grofRen Untereinheiten (in Modelldarstellung blau) zusammen, zwischen
denen sich eine kleinere Einheit (rot) befindet.

15 nm

7 nm

T

Abb. 5.22: Elektronenmikroskopische Analyse von SIfA-A. Zur Negativkontrastierung wurde Uranyl-
acetat in dinner Schicht (,flat stain“) verwendet. Die Abbildung zeigt eine Galerie ringférmiger
Komplexe mit einem Modell zur Darstellung ihrer Ausmal3e.

Inwiefern die beobachteten Projektionsformen zur modularen Organisation der Surfactin-
Synthetase SrfA-A passen, bleibt zum gegenwértigen Zeitpunkt nur spekulativ. Eine Dreier-
formation, wie sie in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen gefunden wurde, wére
infolge des trimodularen Aufbaus durchaus naheliegend. Allerdings stehen dieser
Interpretation die Groflenunterschiede zwischen den drel  Untereinheiten entgegen.
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Theoretisch sollten die beiden aus C-, A- und T-Doméne aufgebauten Module Srf-M1 und
Srf-M2 jeweils eine Grof3e von etwa 120 kDa besitzen und damit kleiner sein als das mit einer
zusétzlich ausgestatteten E-Domane dritte Modul Srf-M3 (160 kDa). Tatsachlich deuten die
gefundenen Projektionsformen jedoch auf ein Heterotrimer hin, bei dem sich zwischen zwel
ahnlich grof3en Untereinheiten eine kleinere Einheit befindet (Abb. 5.21).

Desweiteren wurde ein Teil der zur Elektronenmikroskopie aufgereinigten Proteincharge
SrfA-A weiter aufkonzentriert (8,2 mg/ml) und zum Kristallisationsscreening mit dem
Cyberlab-Kristallisationsroboter eingesetzt. Jedoch fuhrte keine der 48 Screenldsungen des
»Crystal sceens’ CS|1 (Jancarik and Kim, 1991) zur Bildung eines Kristalls.

5.3.3 Heterologe Expression und Reinigung der 4'-Phosphopantetheinyltransferase Sfp

Die Klonierung der 4'-Phosphopantetheinyltransferase Sfp diente der spéteren
Charakterisierung der Thiolierungsfunktionen des SrfA-A-Proteins sowie der daraus
abgeleiteten rekombinanten Hybridenzyme. Unter Verwendung der Primer sfpr und sfpy
wurde das 690 bp groRe sfp-Gen amplifiziert und in den Vektor pMAL ™-c2 ligiert. Nach der
Kontrolle des resultierenden Plasmids pM-sfp durch eine Restriktionsanalyse (Abb. 5.234)
wurde das M-Sfp-Protein mittels Affinitdtschromatographie an Dextrin aufgereinigt.

a M 1 2 3 b) M M
BamH|I Hindlll Sall,HindlIl
|
sfp
31187 30726 30502 bp

Abb. 5.23a: Redtriktionsanalyse des Plasmids pM-sfp mit den Restriktionsenzymen: 1, BamHI/Sall
(685 + 6709 bp); 2, BamHI (7394 bp); 3, Hindlll (224 + 7170 bp). Als Referenz diente der A-Marker
Hindlll (M; von oben nach unten: 23000, 9416, 6557, 4631, 2322, 2027, 564, 125 bp). Die
FragmentgréRen berechneten sich zuziiglich des pMAL ™-c2-Exprssionsvektors von 6709 bp. Unter dem
Restriktionsverdau sind die mai3geblichen Schnittstellen des sfp-1nserts dokumentiert.

Abb. 5.23b: SDS-Page des gereinigten M-Sfp-Proteins. Es wurden 3 ug des Dextrin-Eluats auf ein
10 %iges Gel aufgetragen. Als Referenz wurde der Broad Range-Proteinmarker (M) (von oben nach
unten: 212, 158, 116, 97, 66, 55, 42, 36, 26, 20 kDa) benutzt.
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Infolge der N-terminalen Fusionierung mit dem 42 kDa Maltose-Bindungs-Protein ergab sich
fir M-Sfp eine Gesamtgrofle von 66,6 kDa, was mittels SDS-Page bestétigt wurde (Abb.
5.23b). Durch Parallelversuche mit einem Poly(His)s-getaggten Sfp-Protein (von Kollegen der
AG Keller, TU Berlin, zur Verfigung gestellt) konnte nachgewiesen werden, dal3 die Art der
Fusionierung unerheblich fir die posttransationale Phosphopantetheinylierung der PCP-
Domanen war.

53.4 In vitro-Rekombination von Surfactin-Synthetase-Modulen

Zur systematischen Suche nach geeigneten Fusionsstellen fir das Protein-Engineering wurden
sowohl mono- as auch bimodulare Hybridenzyme gebildet, bel denen unter
Aufrechterhaltung des modularen Organisationsprinzips die C-, A- und T-Doméanen
verschiedener Surfactin-Synthetase-Module neu miteinander rekombiniert wurden (Abb. 5.24
bis 5.26). Da die Existenz beweglicher Linkerregionen zwischen den funktionellen Doménen
zum Zeitpunkt der Arbeit mit Ausnahme der Scharnierregion zwischen den beiden Adenylat-
Subdoménen (Conti et al., 1996 und 1997) zwar vermutet wurde, deren Lage jedoch noch
nicht genau lokalisiert war, erschien es am sinnvollsten, die Fusionierung vorrangig innerhab
hochkonservierter Sequenzmotive vorzunehmen und die variablen Bereiche als mutmalidliche
Trager der Aminosaureerkennung unversehrt zu lassen. Die Hybridbildung wurde in alen drei
Doménentypen C, A und T vorgenommen, um etwaige interdomanische Wechselwirkungen
zu erfassen. In Abbildung 5.24 sind die in der vorliegenden Arbeit benutzten Fusionsstellen
dargestellt, zur Motivation fur die gewahiten Rekombinationsstrategien sei auch auf das
Kapitel 5. 3. 5, Enzymatische Charakterisierung ..." verwiesen.

5.3.4.1 Konstruktion hybrider Surfactin-Synthetase-Module aus dem Valin-aktivierenden
Modul Srf-M4 und dem Leucin-aktivierenden Modul Srf-M7

Ausgehend von dem vierten, L-Valin-aktivierenden Modul Srf-M4 und dem siebten,
L-Leucin-aktivierenden Modul Srf-M7 wurden zundchst monomodulare Enzymsysteme
konstruiert, bei denen schrittweise die C-terminalen Regionen gegeneinander ausgetauscht
wurden (Abb. 5.25). Durch die reziproke Fusionierung innerhalb des Kondensations-Motivs
C7 (Tab. 2.1) entstanden so die beiden hybriden Surfactin-Synthetase-Module Srf-M4/7¢cp
und Srf-M7/4cp (CD steht fur C-Domane;). Analog fuhrten Rekombinationen innerhalb der
A-Domane im Motiv A6 bzw. der Scharnierregion (engl. Hinge) zu den entsprechenden
Hybridpaaren Srf-M4/7ap | Srf-M7/4,p bzw. Srf-M4/7apn | SIf-M7/4ap4 (Abb. 5.24 und
5.25).
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Hybrid Fusionsstelle

Stfep-M4/7
M4 316- TAVQQHAVEAERYDYVPLYEI QKRSAL DGNLLNHLVAFENYPL- 358
M7 319- KRLQEQSLQSEPHQYVPLYDI QSQ- ADQPKLI DHI LVFENYPL- 360
-C6- -C7-

Srfap-M4/7
M4  799- APGELCVGE GVARGYVNLPELTEKQFLEDPFRPGERI YRTGD- 841
M7 802- AVGELCl SGMGVSKGYVNRADL TKEKFI ENPFKPGETLYRTGD- 844
-AG6- -A7-

Srfapn-M4/7
M4 837- YRTGODLARW.PDGNI EFLGRI DNQVKVRGFRI ELGEI ETKLNM 879
M7 840- YRTGDLARW.PDGTI EYAGRVDDQVKI RGHRI ELEEI EKQLCE- 882
'A7' —_— _A8_

Stfapn-M1/2-3
M1 840- YRTGDVVRW.PDGTI EYLGREDDQVKVRGYRI ELGEI EAVI QQ- 882
M2 1879- YKTGDLARW.PNGTI EFI GRI DHQVKI RGQAI ELGEI EHQLQT- 1921
_A7_ _ _A8_

Srfrp-M1/2-3
M1 980- 1 AAl WDVLNVEKAG FDNFFDLGGHSLKAMTLLTKI HKETG - 1022
M2 2017- VADI WAQVL QAEQVGAYDHFFDI GGHSLAGVKMPALVHQEL GV- 2059
-T-

Srfcom-M1-2/3
M2 1171- G_.EENRHMLLFDVHHLI SDGVSLGE M_EELARI YKGEQLPDLR- 1213
M3 2210- KHSDTERVLLFDVHHI | SDGASVGVLI EELSKLYDGETLEPLR- 2252
-His-

Srfap-M1-2/3
M2 1488- Q QQFNPGRTPYPKDKTI VQLFEEQAANTPDHTALQYEGESLT- 1530
M3 2528- LLEAVKGKAL PVPRDKTVHQL FEET AQRHKDRPAVTYNGQSWI - 2570

Abb. 5.24: Fusionsstellen der hybriden Enzyme. Die einfach unterstrichenen Aminosduren (im Ein-
Buchstaben-Code) geben die Verknipfung der entsprechenden Enzymabschnitte und damit die Sequenz
der hybriden Enzyme an. In kursiver Schrift wurden Aminosauren dargestellt, die durch Einfuhrung der
Restriktionsschnittstelle homolog substituiert wurden. N- bzw. C-terminal sind die Aminosaurepositionen
der Sequenzausschnitte in Bezug auf die Wildtyp-Numerierung angegeben. Die konservierten Motive der
A-, T- und C-Doménen sind farbig hervorgehoben und entsprechend der Tabelle 2.1 bezeichnet, die
mutmal3liche Scharnierregion wurde doppelt unterstrichen.

5.3.4.2 Konstruktion bimodularer Hybride durch Deletion des zentraen Leucin-
aktivierenden Moduls von der trimodularen Surfactin-Synthetase SrfA-A

Ergénzt wurde das Protein-Engineering durch die Untersuchung bimodularer Systeme, die
durch Deletion eines groRenmaltig dem mittleren, Leucin-aktivierenden Modul entsprechen-
den Abschnitts von der trimodularen Surfactin-Synthetase SrfA-A erzeugt wurden. Dazu
wurden nach Sequenz-Alignments die homologen Bereiche vormals benachbarter Module neu
miteinander verknipft (Abb. 5.24), zwischen denen sich summarisch die Information eines
kompletten Elongationsmoduls befand'. Die Lage des deletierten Bereichs wurde dabei
schrittweise von der A- zur C-Domane verschoben (Abb. 5.26). Neben der erneuten
Verwendung der Scharnierregion fur die Hybridbildung (Srfapy-M1/2-3) schlof? die Unter-

! Bei der weiteren Erwshnung des deletierten Bereiches wurde dieser der Einfachheit halber nur kurz mit Srf-M2
bezeichnet, obwohl er strenggenommen nicht nur dem mittleren, Leucin-aktivierenden Modul gehorte.
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suchung nunmehr auch die fur die Aminoacylierung und Peptidelongation essentiellen
Sequenzmotive T und His mit ein (Abb. 5.24).

Srf-M4

Srf-M7

Stfep-M4/7

Srfep-M7/4

Stfop-M4/7

Stf\p-M4/7

Stfpp-M4I7

Stfpp-M4I7
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O
:
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Abb. 5.25: Rekombinationsschema der monomodularen Hybride. Ausgehend von den beiden Modulen
Srf-M4 (grin) und Srf-M7 (violett) wurden die dargestellten reziproken Hybride gebildet. Dabel
beschreiben die Indizes die Lage der verwendeten Fusionsstelle: CD, C-Doméne, AD, A-Doméne, ADH,
A-Doméne, Scharnier (engl. Hinge)-Region. Die Herkunft des N- bzw. C-terminalen Abschnitts ist durch
die Aufzdhlung in der Enzymbezeichnung festgelegt. Unter den einzelnen Konstrukten sind die
Aminosaurepositionen im Vergleich zu den entsprechenden Wildtypenzymen angegeben. Die hoch-
konservierten Sequenzmotive wurden mit Ausnahme des T-Motivs als schwarze Balken dargestellt, die
Schraffur des T-Motivs steht fir die Ser=> Ala-Mutation.

Entsprechend fehlten den resultierenden hybriden Surfactin-Synthetasen Srfapy-M1/2-3
(A-Domane, Hinge-Region), Srfrp-M1/2-3 (T-Doméane) und Srfcpm-M1-2/3 (C-Domaéne,
His-Motiv) die Aredle zwischen den Scharnierregionen oder T-Motiven des ersten und
zweiten Moduls bzw. den His-Motiven des zweiten und dritten Moduls (Abb. 5.26). Bei der
Bezeichnung der bimodularen Enzyme wurden Mischmodule zur besseren Unterscheidung
von den vollstandig erhaltenen Modulen mit einem Schragstrich gekennzeichnet. Im
Gegensatz zu den Ubrigen drei Konstrukten wurde bei der vierten bimodularen Synthetase
Srfap-M1-2/3 auf die Verwendung eines hochkonservierten Sequenzmotivs fur die
Hybridbildung verzichtet und statt dessen die Fusionsstelle unmittelbar in die Grenzregion
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von der C- zur A-Doméne verlegt (Abb. 5.24 und 5.26), da kurz zuvor das Modul-Swapping
in genau diesem Bereich zu einem aktiven Protein gefuhrt hatte (Schneider et a., 1998a).

Srf-M1 Srf-M2 Srf-M3

SrfA-A
f I I .

3588

Cl A1/A2 TZ CS A3 T3 E3
ooz
1 858/1898 3588
Cl Al T1/T2 C3 A3 T3 E3
stoM12-3 [
1 1003/2041 3588
Cl Al Tl CZIC3 A3 T3 E3
SrfCDM-Ml-ZIS- I
1 1194/2234 3588
Cl Al Tl CZ A3 T3 E3
stoz22 [
1 1500/2541 3588

Kondensation ~Adenylierung  Thiolierung Epimerisierung

Abb. 5.26: Rekombinationsschema der bimodularen Hybride. Ausgehend von der trimodularen Surfactin-
Synthetase SrfA-A wurden vier bimodulare Hybride durch Deletion der Bereiche zwischen den
Scharnierregionen der Adenylat-Subdoménen (ADH-Typ) sowie den T-Motiven (TD-Typ) der Module
Srf-M1 und Srf-M2 bzw. zwischen den His-Motiven (CDM-Typ) sowie den C-/A-doménischen Grenz-
regionen (AD-Typ) der Module Srf-M2 und Srf-M3 konstruiert. Die Fusionierung fihrte zur Bildung
chimérer Doménen, die entsprechend gekennzeichnet wurden (Ay/A,, T4/T,, C,/Cs). Ebenfalls angegeben
wurde auch die Abstammung der Ubrigen Doménen (oberhalb) sowie die Aminosdurepositionen im
Vergleich zum SrfA-A-Wildtypenzym (unterhalb der Konstrukte).

5.3.4.3 Heterologe Expression und Reinigung der mono- und bimodularen Hybridenzyme

Alle benctigten Genabschnitte wurden mittels PCR generiert, bel dem die jeweils im
Expressionsvektor pQE-30 vorliegenden Gene (pH-srf-M4, pH-srfA-Cgigosa und pH-srfA-A)
als Template dienten. Diese Plasmide boten den Vortell, dal3 jeweils ein DNA-Fragment pro
Konstrukt direkt mit dem Expressionsvektor amplifiziert werden konnte (Abb. 5.27) und sich
somit die Zahl der zu ligierenden Komponenten reduzieren lief3. Konkret ergaben sich daraus
fur die monomodularen Konstrukte zwei und fur die bimodularen Hybride theoretisch sogar
nur noch ein zu amplifizierender Genabschnitt. Mit einer Gesamtgrofie von 11 kb waren diese
Fragmente aber relativ schwer zuganglich, so dal3 auch die bimodularen Hybride in zwei Teil-
abschnitten erzeugt wurden. Abbildung 5.27 veranschaulicht die Konstruktion der mono- und
bimodularen Hybride am Beispiel der Plasmide pH-srfapy-M4/7 und pH-stfapy-M1/2-3. Fir
die PCR ergaben sich in Abhéngigkeit von der Fusionsstelle zwei unterschiedlich grof3e
Synthetase-Fragmente, von denen der Vektor dem jeweils kleineren unter Verwendung der
Oligonukleotide GC; und GC; hinzugefugt wurde. Im Fall der in Abbildung 5.27 dargestellten
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hybriden Synthetase srfapn-M4/7 war dies der vom siebten Modul gestellte C-Terminus und
umgekehrt bel srfapy-M1/2-3 der N-Terminus.

a) pH—SrfADH-M4/7
BamHI Miul
(0] an
10774 13348/24153 25405
- - —p
GC, Srf-M4; Stfapn-M4/7, Srfapy-M4AI7; PCR-Fragmente:
(1) pH-srf-M4, Srf-M4; + Srf op-M4/7,
(in pQE-30) (11) pH-srfA-Cqio03a, Sifaon-M4/7; + GC,
b) pH-srfapy-M1/2-3
Avrll Kpnl
(1) (1)
0 2572/5685 10768
-~ -
Stfapn-M1/2-3, Srfap-M1/2-3; SIfA-A, GG PCR-Fragmente:
(1) pH-srfA-A, GC; + Srfapy-M1/2-3,
(in pQE-30) (1) pH-sIfA-A, Stfp\py-M1/2-3; + SIfA-A,

Abb. 5.27: Konstruktion der mono- und bimodularen Hybridenzyme am Beispiel der Plasmide
pH-srfapp-M4/7 (@) und pH-srfap-M1/2-3 (b). Mittels PCR wurden jeweils zwei DNA-Fragmente
generiert, wovon stets ein Fragment direkt mit dem Expressionsvektor pQE-30 (GCy;,-Primer) amplifiziert
wurde. In der Regel handelte es sich dabei um die kleinere Synthetase-K omponente, wobei GC, bei einem
kleineren C-terminalen Fragment (z.B. Fragment 1l bei srfapy-M4/7) und umgekehrt GC; bei einem
kleineren N-terminalen Fragment (z.B. Fragment | bel srfypy-M1/2-3) verwendet wurde. Neben einer
Ligationsstelle fur die Vektorverknipfung (BamHI bzw. Kpnl) wurde den Fragmenten eine weitere
Restriktionsschnittstelle (hier Mlul bzw. Avrll) hinzugefugt, die eine Rekombination zwischen den
korrespondierenden Genabschnitten ermdglichte.

Die Ligation der Vektor-DNA mit den korrespondierenden Synthetase-Genabschnitten wurde
durch die Einfuhrung einer BamHI- (Abb. 5.27a: Srf-M4;, ansonsten auch: Srf-M7;, SrfAAy)
bzw. Kpnl-Schnittstelle (Abb. 5.27b: SrfAA,, ansonsten auch: Srf-M4,, Srf-M7,) ermdglicht.
Zur Rekombination der Surfactin-Synthetase-Abschnitte innerhalb der gewiinschten Motive
und Regionen wurde allen DNA-Fragmenten eine zusdtzliche Restriktionsschnittstelle
angefligt. Es kamen jedoch nur solche Restriktionsendonukleasen in Betracht, bei denen der
Nukleotidaustausch keinen Einflul3 auf die Aminosduresequenz hatte, oder, soweit es sich
nicht vermeiden lief3, ein bis zwel Aminosduren homolog ausgetauscht wurden. Unter Kapitel
3. 3 (Tab. 3.4) sind die verwendeten Primer aufgelistet. Dabel erfolgte die Bezeichnung der
Oligonuklectide jeweils in Anlehnung an das daraus resultierende Hybridenzym. Nach der
Isolierung der PCR-Produkte wurden diese mit den entsprechenden Restriktionsenzymen
geschnitten und zu drei reziproken monomodularen Enzympaaren (Abb. 5.25) bzw. vier
bimodularen Hybridsynthetasen (Abb. 5.26) ligiert.

Durch  umfassende Redtriktionsanalysen wurde die Richtigkeit  samtlicher
Rekombinationen bestétigt. In Abbildung 5.28 sind représentativ die Restriktionen der
monomodularen Hybride pH-srfap-M4/7 und pH-srfap-M7/4 sowie in Abbildung 5.29 die
aler vier bimodularen Konstrukte einschliefdlich ihres Precursors pH-srfA-A dargestellt.
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BamHI Hpal Kpnl
srfp-MA4/7
10774 13224/24033 25405 bp
BamH]I Sacl Kpnl
Sfyn-M7/4
21574 23992/13187 13708 bp

Abb. 5.28: Restriktionsanalyse der monomodularen Hybride pH-srfap-M4/7 und pH-srfap-M7/4. Die
Spuren enthielten: 1, A-Marker HindlI1 (von oben nach unten: 23000, 9416, 6557, 4631, 2322, 2027, 564,
125 bp); 2-5, pREP4-groESL; pH-srfap-M7/4 (2418 + 3440 bp); pH-srfap-M4/7 (3822 + 3440 bp);
pH-srfA-Cgo03a (3831 + 3440 bp) jeweils Doppelverdau mit BamHI/Kpnl; 7, MBI-100bp-Marker. Die
FragmentgrofRen berechneten sich zuziiglich des pQE-30-Expressionsvektors von 3440 bp.

In Abhangigkeit von der Herkunft des C-Terminus betrug die GrofRe der monomodularen
Hybride 107 bzw. 140 kDa. Fir die bimodularen Enzyme berechnete sich infolge der Deletion
des SrfA-A-Proteins um 1037 bis 1040 Aminosduren eine relative Molmasse von ca
280 kDa. Die Verwendung eines N-terminalen Poly(His)e-tags erlaubte eine schnelle und
effiziente Aufreinigung der Wildtyp- und Hybridenzyme durch Affinitétschromatographie an
Metallchelatsdulen. Die monomodularen Hybride wurden wie ihre Vorlauferenzyme mittels
Perfusionschromatographie an POROS 20 MC Cu- bzw. Ni-Saulen gereinigt, bel der die
Elution in einer Stufe mit 150 mM Imidazol erfolgte. Zur Unterdriickung unspezifischer
Proteinwechselwirkungen enthielt der Saulenpuffer 200 mM NaCl. In Abbildung 5.30 ist die
Isolierung der monomodularen Hybride dokumentiert.

Aufgrund ihrer Gréle besal’en sowohl die bimodularen Hybridenzyme als auch das
SrfA-A-Protein eine recht hohe Druckempfindlichkeit, die eine schonendere Aufreinigung
gegeniber den monomodularen Systemen erforderte. Daher wurde zum einen der Maximal-
druck fir den French® Press-Zellaufschlu von 1000 auf 700 psi reduziert, zum anderen
wurde wahrend der chromatographischen Auftrennungen mit Fliel3geschwindigkeiten von
hochstens 1 ml/min gearbeitet.
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1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16

BamHI Balll Sphi Sphl - Sphl Balll Sphl Kpnl
I I | | | I
SrfA-A
-5 1976 2770 5270 5881 9282 10282 10768 bp
BamH]I Sohl Awrll Sohl Kpnl
I I
Srfepy-M1-2/3
-5 2770 3580/6693 10282 10768 bp
BamH|I Sohl Awvrll Sphl Kpnl
I I
srf,-M1-2/3
-5 2770 3007/6114 10282 10768 bp
BamH|I Sphi Avrll Spohl Kpnl
I I
Srfap-M1-2/3
-5 2770 4502/7619 10282 10768 bp
BamHI Avrll Kpnl
Srfppy-M1-2/3
-5 2572/5685 10768 bp

Abb. 5.29: Restriktionsanalyse der bimodularen Hybride pH-srfap-M1/2-3, pH-srfcpy-M1-2/3, pH-srfrp-
M1/2-3 und pH-srfap-M1-2/3 im Vergleich zu pH-srfA-A. Die Spuren enthielten: 1, MBI-100bp-Marker;
2-6, pREP4-groESL ; pH-srfA-A (611 + 2500 + 4401 + 6701 bp); pH-srfcom-M1-2/3 (4399 + 6701 bp);
pH-srfrp-M1/2-3 (4405 + 6701 bp) und pH-srfap-M1-2/3 (4395 + 6701 bp) jeweils Sphl; 7, A-Marker
Hindlll (von oben nach unten: 23000, 9416, 6557, 4631, 2322, 2027, 564, 125 bp); 8-13, pREP4-groESL;
pH-srfA-A (3440 + 10773 bp), pH-srfapy-M1/2-3 (3440 + 7660 bp); pH-srfepm-M1-2/3 (3440 + 7660 bp),
pH-srfrp-M1/2-3 (3440 + 7666 bp) und pH-srfap-M1-2/3 (3440 + 7656 bp) jeweils Doppelverdau mit
BamHI/Kpnl; 14-15, pREP4-groESL und pH-srfA-A (6907 + 7306 bp) jeweils Bglll; 16, A-Marker
Hindlll. Die Fragmentgréf3en berechneten sich zuziiglich des pQE-30-Expressionsvektors.

Die Proteinisolierung umfaléte zwel Reinigungsstufen, erstens die Affinitdtschromatographie
an Ni-NTA-Agarose und zweitens die Gelfiltration an Ultrogel® AcA 34 (AusschluRRvolumen
350 kDa fir SrfA-A) bzw. Sephacryl® S-200 HR (AusschluRvolumen 250 kDa fir
bimodulare Enzyme). Vor der Gelfiltration wurden die Proteinldsungen durch eine
Ammoniumsulfatfallung bis zu 60 % Séttigung angereichert. Die so gereinigten Protein-
6sungen wurden abschliefRend durch Ultrafiltration mit einer 100 kDa-Membran auf eine



86

Endkonzentration von 1 bis 2 mg/ml eingestellt. Abbildung 5.31 zeigt die gereinigten
bimodularen Enzyme im Vergleich mit SrfA-A.

S 4140kDa
107 kDa P> s .

Abb. 5.30: SDS-Page der durch Perfusionschromatographie an einer POROS 20 MC Cu- bzw. Ni-Saule
(jeweils in Klammern angegeben) gereinigten monomodularen Hybride. Es wurden jeweils 3 pug Protein
auf ein 10 %iges SDS-Gel aufgetragen, die Spuren enthielten: 1, Srfcp-M7/4 (Cu); 2, Srfcp-M4/7 (Cu);
3, SrfADH-M7/4 (CU), 4, SrfADH-M4/7 (CU), 5, SrfAD'M4/7 (CU), 6, SrfAD-M7/4 (Nl), M, ngh Range—
Proteinmarker (von oben nach unten: 200, 116, 97, 66, 45 kDa).

Es fiel auf, dald in alen Enzympraparationen eine , Leiter” von kirzeren Proteinbanden zu
beobachten war, die selbst nach der Gelfiltration nicht verschwanden. Die Herkunft dieser
Banden blieb jedoch auch nach der Zugabe von Proteaseinhibitoren und der Verwendung
proteasedefekter [lon] E. coli-Stdmme SG 1087 und JB 3034 sowie der Anwendung eines
drucklosen Lysozym-Aufschlusses spekulativ, da somit Proteasen und mechanische Briiche
wahrend des French® Press-Aufschlusses als Ursache unwahrscheinlicher wurden. Denkbar
waére, dal3 die Stabilitét der heterolog exprimierten Proteine trotz der Unterstiitzung durch die
E. coli-Chaperone nicht ausreichte. Es konnte aber auch nicht ausgeschlossen werden, dal3 es
sich dabei um Proteine handelte, bei denen die Proteinsynthese vorzeitig terminiert wurde.

Trotz wiederholter Versuche war es nicht moglich, den Ligationsansatz fir das bimodulare
Hybridenzym Srfap-M1-2/3 in den E. coli-Stamm DH5a [pREP4-groESL] zu transformieren.
Erst durch die Verwendung hocheffizienter ultrakompetenter Zellen Epicurian Coli® XL2-
Blue (Stratagene) gelang die Identifizierung eines positiven Klons. Auf die Umtransformation
in den Stamm DH5a [pREP4-groESL] wurde dennoch verzichtet, da durch diesen Stamm
eine ausreichend grofe Menge an Protein exprimiert wurde. Folglich fehlten diesem
Konstrukt sowohl im SDS-Page als auch in der Restriktionsanalyse die entsprechenden Gro-
Banden (Abb. 5.29 und 5.31).
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Abb. 5.31: Isolierung von SrfA-A und der bimodularen Hybride. Mit Ausnahme von Srfap-M1-2/3
wurden ale Enzyme mit den E. coli-Chaperonen GroES/EL coexprimiert, die weder durch Affinitéts-
chromatographie noch durch Gelfiltration véllig abgetrennt werden konnten. Jeweils 5 g Protein wurden
auf ein 10 %iges Gel aufgetragen. Die Spuren enthielten: 1, SIfA-A; 2, Srfrp-M1/2-3; 3, Srfcpu-M1-2/3;
4, Sfap-ML/2-3; 5, Srfap-M1-2/3; M, High Range-Proteinmarker (von oben nach unten: 200, 116, 97,
66 kDa).

5.3.5 Enzymatische Charakterisierung von SrfA-A und Konsequenzen des Protein-
Engineerings auf die Adenylierungs- und Thiolierungsfunktion der rekombinanten
Enzyme

Als vorlaufige Kriterien fur die Eignung der Fusionsstellen wurden die Adenylierungs- und
die Thiolierungsfunktionen der gereinigten Hybridenzyme analysiert und mit den Enzym-
aktivitdten der entsprechenden Wildtypenzyme verglichen (Tab. 5.6 bis 5.8). Dazu wurden
zunéchst die Enzymfunktionen (Adenylierung und Thioesterbeladung) der trimodularen
Surfactin-Synthetase SrfA-A untersucht, bei der neben den Hauptsubstraten L-Glutaminséure
(Srf-M1) und L-Leucin (Srf-M2 und -M3) auch D-Leucin und die Ubrigen Bausteinamino-
sauren des fertigen Surfactins, L-Valin und L-Asparaginsdure sowie das Substratanalogon
L-Isoleucin, beriicksichtigt wurden (Tab. 5.7 und 5.8).

Im ATP-PP-Austausch konnte von den getesteten L-Aminosauren aul3er den erwarteten
Reaktionen mit L-Glutaminsdure und L-Leucin keine andere Nebenaktivitét nachgewiesen
werden (Tab. 5.7). Wie bereits schon bei den Einzelmodulen festgestellt wurde (Tab. 5.2), lag
die spezifische Aktivitéat der Glutaminsaure-Aktivierung wiederum deutlich unter Ergebnissen
der anderen Module. Wahrend theoretisch ein Verhdtnis der L-Glu:L-Leu-Aktivierung von
|:2 erwartet wurde, betrug das tatséchliche Verhdtnis 1:7 (Ta. 5.7). Unter der vereinfachten
Annahme, da? beide Leucin-aktivierenden Module dieselbe Enzymaktivitét besal3en,
resultierte daraus ein Defizit der Glutaminsaure-Aktivierung um den Faktor 3,5. Daneben fiel
auf, dai3 die GroRenordnung der spezifischen Aktivitdten im ATP-PP-Austausch gegentber
den Einzelmodulen um eine Zehnerpotenz verringert war, was sich bereits in der en-
zusetzenden Enzymmenge von 50 pmol auRRerte (Tab. 5.2 und 5.7). Wie zuvor schon von ver-
schiedenen Autoren berichtet, wurden mit dem ATP-Analogon dATP schliefdlich nur noch
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Enzymaktivitdten von etwa 30 % gemessen. Uberraschend wurde im ATP-PP-Austausch
auch D-Leucin als Substrataminosdure erkannt und aktiviert (Tab. 5.7), obwohl das dritte
Modul Srf-M3 eine Epimerasefunktion besitzt. Im Vergleich zur L-Glu-Adenylierung betrug
dessen relative Aktivitét 20 %.

Mit Hilfe der heterolog exprimierten 4'-PPT-ase Sfp wurde die Thioesterbeladung des
gereinigten SrfA-A-Proteins getestet, bei dem sich in den Ergebnissen von rund 31 % fir
L-Glutaminsdure und 64 % fir L-Leucin das molare Verhdltnis der drei Surfactin-Bausteine
widerspiegelte (Tab. 5.8).

In den folgenden Kapiteln sollen nunmehr die Ergebnisse der verschiedenen Rekombinations-
strategien einzeln dargestel It werden.

5.3.5.1 Rekombination innerhalb der A-Doméne

Basierend auf den Erfolgen vorangegangener Arbeiten (Elsner et al., 1997) schien es zunéachst
sinnvoll, die Hybridbildung innerhalb des hochkonservierten GEL(C/Y)IGGXGLARGYL-
Motivs (Tab. 2.1; Motiv A6) vorzunehmen, woraus die reziproken Hybride Srfap-M4/7 und
Srfap-M7/4 entstanden (Abb. 5.24 und 5.25). Wahrend im ATP-PP,-Austausch die L-Leucin-
Aktivierung von Srfap-M7/4 mit etwa 2 % im Vergleich zu SifA-Csioosa (Tab. 5.2) zwar
drastisch reduziert, aber dennoch mef3bar war, konnte in dem reziproken Gegenstiick keinerlel
Aktivitdt mehr nachgewiesen werden (Tab. 5.6). Daher wurde von weiteren Arbeiten an
diesem Hybridtyp abgesehen und die Fusionsstelle des nachsten reziproken Hybridpaares um
ca. 40 Aminosduren zum C-Terminus verschoben (Abb. 5.24 und 5.25). Nach Erkenntnissen
aus den beiden verwandten Kristallstrukturen befindet sich dort eine flexible Scharnierregion,
die die A-Doméne in eine grofe N-terminale und eine kleine C-terminale Subdoméne
unterteilt (siehe auch Anhang 3).

Tab. 5.6: Enzymatische Charakterisierung der monomodularen Hybridenzyme im ATP-PP;,-Austausch.

Enzym MW (kDa) Sp‘?i';ﬁf?i Qrﬁgl")'tat Substratspezifitat
SrfAD-M4/7 140 n.n. -

St ao-M7/4 108 2400 + 200 L-Leu

St por-M4/7 140 5600 = 800 L-Va

St aor-M7/4 108 9500 + 100 L-Leu

St oo-MA/7 140 nn. ;

Sto-M7/4 108 . :

Die spezifischen Aktivitdten wurden mit den Aminosduren L-Valin bzw. L-Leucin im linearen Reaktions-
bereich bestimmt. Jeder Wert wurde aus mindestens drei Messungen ermittelt. n.n., nicht nachwei sbar

Beide resultierenden Enzyme Srfapy-M4/7 und Srfapy-M7/4 (Abb. 5.24 und 5.25) waren im
ATP-PP-Austausch aktiv, wenngleich mit erheblich verminderten spezifischen Aktivitéten
(5 % fur Srfapy-M4/7 und 10 % fir Srfapy-M7/4 im Verhdltnis zu den entsprechenden Wild-
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typenzymen; Tab. 5.2 und 5.6). Wie bereits bei dem Hybrid Srfap-M7/4 beobachtet wurde,
teilte dabei das Enzym mit dem N-terminalen Srf-M7-Ursprung Srfapy-M7/4 die L-Leucin-
Spezifitdt mit Srf-M7, wahrend umgekehrt die L-Valin-Spezifitét von Srfapy-M4/7 durch
dessen Srf-M4-N-Terminus festgelegt wurde (Tab. 5.6).

Unter Anwendung dieser Ergebnisse sollte diese Rekombinationsstrategie auch auf ein
bimodulares System Ubertragen werden. Es wurde das Hybridenzym Srfapy-M1/2-3
konstruiert, bel dem die Scharnierregionen des ersten und zweiten SrfA-A-Moduls
miteinander fusioniert wurden (Abb. 5.24). Die resultierende rekombinante Peptidsynthetase
enthielt somit eine chimédre A-Doméane Ay,, die N-terminal mit der ersten C-Doméne C; und
C-termina mit der zweiten T-Doméne T, verknipft war, das dritte, D-Leucin-aktivierende
Modul Srf-M3 blieb von dieser Hybridbildung unberihrt (Abb. 5.24 und 5.26). Auch dieses
bimodulare Hybridenzym zeigte im ATP-PP-Austausch Enzymaktivitéten mit den drei
Aminosauren L-Glutaminsaure, L- und D-Leucin (Tab. 5.7). Mit einer relativen Aktivitét von
69 % der L-Glutaminsdure-Aktivierung gegenuber SrfA-A bestétigte sich auch im Fall der
bimodularen Hybridbildung die Abhangigkeit der Aminosaurespezifitét von der N-terminalen
Subdoméne.

Tab. 5.7: Enzymaktivitaten von SrfA-A und den bimodularen Hybridenzymen im ATP-PP;-Austausch.

Spezifische Aktivitét
Enzym MW (kDa) (cpm/hx10 pmol )
mit ATP mit dATP?
Glu: 68000 + 6000 Glu: 18000 + 2000
Leu: 485000 + 13000 Leu: 163000 + 11000
STA-A 402 D-Leu: 14000 + 900 D-Leu: n.n.
Val, Asp, lle: n.n.
Glu: 47000 + 6000 Glu: 11000 + 2000
Stfapn-M1/2-3 280 Leu: 100000 + 4000 Leu: 110000 + 6000
D-Leu: 13000 + 2000 D-Leu: 20000 + 2000
Glu: 54000 + 3000 Glu: 32000 + 3000
Srfrp-M1/2-3 280 Leu: 140000 + 11000 Leu: 144000 + 15000
D-Leu: 9000 + 1000 D-Leu: 8600+ 1700
Glu: 132000 + 22000 Glu: 29000 + 7000
Srfcom-M1-2/3 280 Leu: 168000 + 13000 Leu: 147000 + 30000
D-Leu: 10000 + 3000 D-Leu: 8600 + 3400
Glu: 485000 + 117000 Glu: 47000 + 12000
Srfap-M1-2/3 280 Leu: 1700+ 600 Leu: n.n.
D-Leu: n.n. D-Leu: n.n.

Die spezifischen Aktivitdten wurden mit den Aminosduren L-Glutaminsdure, L-Leucin und D-Leucin in
Kombination mit den Nukleotidsubstraten ATP und dATP im linearen Reaktionsbereich bestimmt. Jeder
Wert wurde aus mindestens drei Messungen ermittelt. n.n., nicht nachwei sbar

@ Der ATP-PP-Austausch wurde mit 0,5 mM dATP anstelle von 0,5 mM ATP durchgefiihrt.

Darliber hinaus wurde aufgrund der Deletion des mittleren Moduls Srf-M2 ein Riickgang der
L-Leucin-Aktivierung um etwa 50 % erwartet, tatséchlich wurde jedoch eine Reduktion der
Enzymaktivitdt um etwa 79 % bestimmt. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dal3 das dritte
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Modul Srf-M3 durch die Rekombination nicht modifiziert wurde, mufite folglich das Modul
Srf-M2 einen grolieren Beitrag zur L-Leucin-Gesamtaktivitét liefern als das Srf-M3-Modul.
Die nahezu unverdnderte D-Leucin-Aktivierung bestétigte die Unversehrtheit des letzten
Moduls. Anders als bel dem Wildtypenzym SrfA-A reduzierte sich bei dem Einsatz des
Nukleotids dATP nur die Glutaminsure-Aktivierung auf etwa ein Viertel, die Ubrigen
Aktivitéten blieben gegenuber den ATP-Referenzwerten mehr oder weniger identisch oder
erhohten sich sogar (Tab. 5.7).

Zur Uberpriifung der Thiolierungsfunktion des bimodularen Hybrids Srfapy-M1/2-3 wurde
nach der in vitro-Phosphopantetheinylierung mit dem heterolog exprimierten M-Sfp-Protein
die Beladung mit den [**C]-markierten Aminosiuren L-Glutaminsdure und L-Leucin
gemessen (Tab. 5.8). Wahrend sich der L-Leucin-Wert infolge der Deletion erwartungsgemal?
annahernd halbierte, konnte mit L-Glutaminsdure keine Beladung mehr nachgewiesen werden
Daraus folgte, dal3 durch die Hybridbildung entweder die Wechselwirkungen zwischen der
T,-Doméne und der Glutaminsaure-spezifischen Hybrid-Doméne A1/, gestért wurden oder die
T,-Doméne unféhig war, das Glutamyladenylat zu erkennen.

5.3.5.2 Rekombination innerhalb der T-Domane

Die Beentrachtigung der Thiolierungsfunktion durch die Fusionierung innerhalb der
A-Doméne erforderte die Suche alternativer Rekombinationsstrategien. Dazu wurde zunéchst
die Moglichkeit der Hybridbildung innerhalb der T-Domane gepriift. Als Fusionsstelle wurde
das fur die 4'-Phosphopantetheinbindung verantwortliche D(D/N)FFXLGGHS(L/I)-Motiv
benutzt, wodurch ein chiméares PCP-Motiv entstand (Abb. 5.24 und 5.26). Fir das Hybrid-
enzym Srfrp-M1/2-3 resultierte daraus eine Doméanen-Organisation von Cq-A1-T1/2-C3-As-Ts-
E;, das letzte Modul Srf-M3 blieb wiederum unverandert. Bei der Charakterisierung des
gereinigten Hybridenzyms ergaben sich im ATP-PP;-Austausch dhnliche Ergebnisse wie bel
Srfapn-M1/2-3, die relativen Aktivitéten betrugen 79 % fir L-Glutaminsaure, 29 % flr
L-Leucin und 65 % fir D-Leucin (Tab. 5.7). Eine Beeinflussung der Adenylierungs-
funktionen beider A-Doméanen konnte daher mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen
werden.

Der zweite Augenmerk wurde auf die Analyse der Aminosaurebeladung nach der in vitro-
Coinkubation mit dem gereinigten M-Sfp-Protein gerichtet (Tab. 5.8). Es konnte
nachgewiesen werden, dal3 mit beiden Aminosduren Thioester gebildet wurden. Mit rund
33 % entsprach die Beladung mit L-Glutaminsdure ndherungsweise dem Wildtypergebnis,
wahrend die L-Leucin-Aktivierung trotz des fehlenden mittleren Moduls beinahe den SrfA-A-
Wert erreichte (55 %; Tab. 5.8). Im Gegensatz zu Srfapy-M1/2-3 war demnach die chimére
Tyo-Domane in der Lage, das Glutamyladenylat der A;-Doméne zu erkennen und genligte
somit den genannten Kriterien des Protein-Engineerings.
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Tab. 5.8: Thioesterbeladung von SrfA-A und den bimodularen Hybridenzymen mit den Substrat-
aminosiuren L-Glutaminsdure und L-Leucin.

TE-Beladung mit L-Glu (%) TE-Beladung mit L-Leu (%)
Enzym ohne Sfp mit Sfp ohne Sfp mit Sfp
SIfA-A 89+0,1 306+14 11,7+0,3 64,3+ 1,6
Stfapn-M1/2-3 33+0,1 44+0,6 49+0,3 389+0,2
Srfrp-M1/2-3 24+£01 32,609 52+0,2 54,7+ 0,8
Stfcom-M1-2/3 10+ 0,3 40,8+ 0,6 6,7+0,3 353+04
Srfap-M1-2/3 92+04 54,6+ 14 12+0,1 49+0,2

Die Beladung wurde in Abwesenheit und Gegenwart von Sfp bestimmt. Jeder Wert wurde aus mindestens
drei Messungen ermittelt.

5.3.5.3 Rekombination innerhalb der C-Doméne

Bereits durch die Entfernung der kompletten C-Doméanen in den Modulen Srf-NAM1 (Tab.
5.2) und Srf-NAM4 (Elsner et al., 1997) war die essentielle Bedeutung dieser Bausteine fir
die Funktionalitét der Peptidsynthetasen nachgewiesen worden. Daher wurde as dritte
Moglichkeit des Protein-Engineerings die Fusionierung innerhalb der C-Domane anaysiert,
bei der die C-Doméane as solche fur das rekombinante Enzym erhalten blieb. Zunéchst
wurden wieder reziproke Hybride zwischen den Modulen Srf-M4 und Srf-M7 gebildet. Als
Fusionsstelle wurde dabel die Region des konservierte Motivs C7 gewahlt, welches sich etwa
140 Aminosduren vor dem ersten konservierten Motiv Al der C-terminalen A-Doméne
befindet (Abb. 5.24 und 5.25). Obwohl durch die Hybridbildung die jeweiligen A-Doménen
nicht veradndert wurden, konnte im ATP-PP-Austausch fur keines der beiden Hybride
Srfcp-M4/7 und Srfcp-M7/4 Adenylierungsaktivitdt nachgewiesen werden (Tab. 5.6). Das
ergab die Vermutung, dal3 weniger die GrofRe der C-Doménen sondern eher bestimmte
Aminosauren die katal ytische Funktion der benachbarten A-Domanen beeinflussen.

Anfang 1998 publizierten Mitarbeiter der Marburger Arbeitsgruppe den erfolgreichen
Versuch, das mittlere, Leucin-aktivierende Modul Srf-M2 der Surfactin-Synthetase gegen das
vierte, Ornithin-aktivierende Modul der Gramicidin-Synthetase Grs-M4 zu ersetzen
(Schneider et al., 1998a). Im Gegensatz zu unseren Arbeiten verwendeten sie fir das Modul-
Swapping aber kein komplettes Modul, sondern nur einen Minimalausschnitt von etwa 635
Aminosauren. Als N-terminale Fusionsstelle wahiten sie dabei eine Region, die etwa 28
Aminosauren vor dem konservierten Al-Motiv lag und damit ndherungsweise die Grenz-
region von der C- zur A-Doméne représentierte. Folgerichtig wurde fir den néchsten
Rekombinationsversuch deren Fusionsstelle Gbernommen, bel dem das bimodulare Hybrid-
enzym Srfap-M1-2/3 entstand (Abb. 5.24 und 5.26). Durch die direkte Verknipfung der
C,-Doméne mit der Ubernéchsten As-Doméne (Ci-A1-T1-Cy-As-Ts-E3) betraf die
Manipulation nunmehr das dritte, Leucin-aktivierende Modul Srf-M3. Wie zuvor bei den
monomodularen Konstrukten wurde auch hier eine starke Beeinflussung der Enzymaktivitaten
festgestellt (Tab. 5.7). Im ATP-PP-Austausch wurden mit L-Leucin nur noch Spuren von
Adenylierungsaktivitat detektiert (0,3 % relative Aktivitdt) und mit D-Leucin war sogar
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uberhaupt keine Aktivitdt mehr mefdbar. Dagegen wurde fur die Adenylierung von
L-Glutaminsdure ein unerwartet hoher Anstieg der Enzymaktivitdt verzeichnet, diese betrug
mehr als das Siebenfache der Wildtypaktivitat und war damit identisch mit den Ergebnissen
des separat exprimierten Moduls Srf-M1 (Tab. 5.7 und 5.2). Ahnliche Effekte zeigten sich
auch bei der Analyse der Thioesterbeladung (Tab. 5.8). Ohne die notwendige Adenylierung
des L-Leucin-Restes durch die rekombinante Peptidsynthetase konnte zwangsléufig auch kein
Thioester gebildet werden, nach der Coinkubation mit Sfp unterschieden sich die Ergebnisse
kaum von der Grundbeladung ohne Sfp. Weniger drastisch als beim ATP-PP-Austausch
zeigte sich die Erhohung der Thioesterbeladung mit L-Glutaminsdure, gegentiber dem
Srf-M1-Modul innerhalb der trimodularen Peptidsynthetase SrfA-A stieg die Aktivitét ,, nur
um den Faktor 2. Ursache der enormen Aktivitétsverluste bei der Leucin-Aktivierung war
vermutlich dnlich wie bei den reziproken Hybridenzymen Srfcp-M4/7 und Srfcp-M7/4 die
Aufhebung domanenspezifischer Wechselwirkungen zwischen den benachbarten C- und
A-Doménen. Aufgrund der starken Beeintrachtigungen der Enzymfunktionen erschien eine
weitere Untersuchung C-terminal lokalisierter Fusionsstellen innerhalb der C-Domane
einschliefdich der bei Marahiel und Mitarbeitern als erfolgreich getesteten C-/A-Grenzregion
nicht sinnvoll.

Als letzte Variante der Hybridbildung wurde das hochkonservierte His-Motiv (Tab. 2.1)
analysiert, welches sich in relativ konstanter Entfernung (ca. 170-190 Aminosduren; de
Crécy-Lagard et al., 1995) von der Cofaktor-Bindungsstelle befindet. Es wurde das
bimodulare Hybrid Srfcpum-M1-2/3 konstruiert (Abb. 5.24 und 5.26), bei dem sich N-terminal
zur Az-Doméne eine chimére Cy3-Domaéne befand, das erste Modul Srf-M1 wurde bei dieser
Hybridbildung nicht verandert. Damit ergab sich insgesamt eine Organisation der Doméanen in
der Rehenfolge C;-A;-T1-Cys-As-Ts-Es. Anders as bel der vorher betrachteten
rekombinanten Synthetase wurden durch die Manipulation weder die Adenylierungs- noch die
Thioesterfunktion des hybriden D-Leucin-Moduls nachhaltig beeintréchtigt (Tab. 5.7). Im
ATP-PP-Austausch betrugen die relativen Aktivitéten im Verhdtnis zu SrfA-A 35 % fur
L-Leucin und 73 % fur D-Leucin und zeigten damit eine recht gute Ubereinstimmung mit den
Adenylierungsfunktionen des bimodularen Hybrids Srfrp-M1/2-3 (Tab. 5.7). Bel der Analyse
der Thioesterbeladung mit L-Leucin wurde zwar eine Halbierung des SrfA-A-Referenzwertes
beobachtet, was aber mit Sicherheit auf die Deletion eines kompletten Leucin-Moduls
zurickzufihren war (Tab. 5.8). Beziglich der L-Glutaminsaure-Aktivierung war in beiden
Teilreaktionen der Aufwartstrend gegentiber dem Wildtypenzym bereits zu erkennen, der sich
in dem zuvor beschriebenen Hybrid Srfap-M1-2/3 weiter manifestierte (Tab. 5.7 und 5.8). Die
Stetigkeit dieses Phanomens lie? vermuten, dal3 die katalytischen Funktionen des
L-Glutaminsaure-Aktivierungsmoduls eng mit ihrer Doménen-Umgebung assoziiert sind.



93

54 In vivo-Rekombination von Surfactin-Synthetase-Genen in B. subtilis und
Charakteriserung der resultierenden Deletions- und Austauschmutanten der
Surfactin-Synthetase

Durch die vorangegangene systematische in vitro-Rekombination wurden mit dem T- und
dem His-Motiv (Tab. 2.1) zwei Fusionsstellen lokalisiert, die fur die Umstrukturierung der
Peptidsynthetasen geeignet erschienen. Fir eine endglltige Beurteilung fehlte jedoch die
Analyse der dritten katalysierten Reaktion: der Peptidbindung.

Die diunnschichtchromatographische Untersuchung der in vitro-Peptidsynthese schied zur
Beantwortung dieser Frage aufgrund fehlender radioaktiv markierter Lipodi- und Lipotri-
peptide als Referenzmaterialien aus, lieferte aber dennoch einen ersten Verdacht auf die
katalytische Aktivitdt der rekombinanten Peptidsynthetasen. Bel der Auftragung der
Biosynthese-Reaktionen mit [**C]-markierter L-Glutaminssure wurde ein negatives Resultat
nicht nur im Fall von Srfapy-M1/2-3 sondern tberraschend auch fir Srfrp-M1/2-3 detektiert.
Im Gegensatz dazu waren vergleichbare Bandenmuster fur Srfcpm-M1-2/3 und SrfA-A ein
klares Indiz fur die Funktionsfahigkeit des hybriden His-Motivs (Abb. 5.32).

R 1 2 3 4

o
:
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Abb. 5.32: Dinnschichtchromatgraphische Analyse der in vitro-Peptidsynthese von SrfA-A (Spur 1) und
den bimodularen Hybriden Srf;p-M1/2-3, Srfapy-M1/2-3 und Srfcpy-M1-2/3 (Spuren 2 bis 4). Die
Biosynthese wurde entsprechend der im Methodenteil beschriebenen Vorschrift durchgefihrt, zur
Initiation der Reaktion wurde jedem Ansatz 160 uM 3-Hydroxytetradecanoyl-Coenzym A zugefugt. Es
wurden jeweils 50 pl des Reaktionsgemisches auf eine Kieselgelplatte aufgetragen und mit dem Flief3-
mittel 4 chromatographiert, als Referenz (R) diente [**C]-L-Glutaminsaure. Vermutlich handelte es sich
bel den verschiedenen Banden der SrfA-A- und Srfopu-M1-2/3-Reaktionen um diverse Zwischen-
produkte zwischen der aktivierten R-Hydroxymyristinsdure und den beiden Aminosauren.

54.1 In vivo-Rekombination von Surfactin-Synthetase-Genen in B. subtilis

Als Alternative fur die Kléarung der Biosynthese-Aktivitéten bot sich die in vivo-
Rekombination der manipulierten Surfactin-Synthetase-Gene in das B. subtilis-Chromosom
an, bei der der Einbau der hybriden Genfragmente mit Hilfe von Integrationsplasmiden und
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zwei aufeinanderfolgenden Rekombinationsschritten zwischen den komplementdren DNA-
Sequenzen der SrfA-A-Module Sif-M1 und Srf-M3 erfolgte (Abb. 5.33 und 5.36). Dabei
interessierten nicht nur die Auswirkungen durch die Deletion des mittleren, L-Leucin-
aktivierenden Moduls, sondern auch durch dessen Substitution mit einem anderen innen-
sténdigen Peptidsynthetase-Modul. Als naheliegendste Losung wurde daflr das L-Asparagin-
saure-aktivierende Modul Srf-M5 der Surfactin-Synthetase SrfA-B gewahlt.

Den Ausgangspunkt der in vivo-Rekombination bildeten die Gene der beiden zuvor
ausfuhrlich beschriebenen bimodularen Hybridsynthetasen Srfrp-M1/2-3 und Srfcpy-M 1-2/3,
die fur die Transformation des Surfactin-produzierenden Wildtyps B. subtilis ATCC 21332 in
den Integrationsplasmidvektor pPMMN13 (Nakano and Zuber, 1989) gebracht werden mufiten
(Abb. 5.33).

@ B. subtilis ATCC 21332 Wildtyp Cm®, Sf*

L

< <
Avrll ﬂ Avrll

L-Glu Konstruktion bimodularer Enzyme durch Deletion von srf-M2

< <
Xbal @ Kpnl

- Verkirzung der Insertabschnitte
ﬂ Bildung von I ntegrationsplasmiden
& plP-srfA-ALeu + | L-Asp € plP-srfA-Asp
O (Deletionsplasmid) < < O (Austauschplasmid)
Avrll Avrll

J 4

Homologe Rekombination in B. subtilis ATCC 21332

Abb. 5.33: Allgemeines Konstruktionsschema zur Darstellung der Integrationsplasmide plP-srfA-ALeu
und pIP-srfA-Asp fir die homologe Rekombination in B. subtilis ATCC 21332 (gultig sowohl fir
Fusionsstellen vom TD- als auch vom CDM-Typ). Ausgehend von der trimodularen Surfactin-Synthetase
SrfA-A wurden die in Kapitel 5. 3. 4 und 5. 3. 5 beschriebenen bimodularen Hybridenzyme geschaffen.
Nach Verkirzung der Insertabschnitte wurden die Gene der bimodularen Synthetasen in den Integrations-
plasmidvektor pMMN13 (mit Chloramphenicolresistenz-Gen Cm” als Selektionsmarker) kloniert. Die
entstandenen Deletionsplasmide (plP-srfA-ALeu) wurden entweder direkt zur Rekombination in
B. subtilis ATCC 21332 eingesetzt oder durch Einschub des finften, Asparaginsdure-aktivierenden
Moduls zu Austauschplasmiden (plP-srfA-Asp) erweitert. Das in der Abbildung vereinfacht as Srf-M2
(rot) dargestellte deletierte Modul entsprach dabei in Wirklichkeit dem Bereich zwischen den T-Motiven
des ersten und zweiten (TD-Typ) bzw. den His-Motiven des zweiten und dritten Moduls (CDM-Typ).
Gleiches galt auch fur das insertierte Modul Srf-M5 (grau). Im Hinblick auf die Darstellung der
homologen Rekombination (Abb. 5.34) wurden Wildtyp-identische Genabschnitte innerhalb der
Integrationsplasmide schraffiert, die Farben der einzelnen Module wurden dabel beibehalten. Alle fir die
Klonierung relevanten, mittels PCR generierten Restriktionsschnittstellen wurden eingezeichnet.
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Dabei erschien es ratsam, die Insertabschnitte zu kirzen, um die mdglichen Rekombinations-
bereiche einzuschranken und damit die spétere Identifikation der Integrationsmutanten zu
erleichtern. Alle fur die Umklonierung erforderlichen DNA-Fragmente wurden mittels PCR
gebildet, bei der mit Hilfe der Vorwérts-Primer IPrp ¢ und IPcpyw ¢ jewells eine Xbal-
Restriktionsstelle bzw. der Rickwérts-Primer IPrp  und 1Pcpm r €ine Kpnl-Schnittstelle fir
die pMMN13-Ligation erzeugt wurde. Es entstanden die Deletionsplasmide plP-srfA-ALeurp
und pIP-srfA-ALeucpy, die ihrerseits die Grundlage fur die Bildung der Austauschplasmide
pIP-srfA-Asprp und plP-srfA-Aspcpw darstellten (Abb. 5.33). Dazu wurde zwischen die Avrll-
Fusionsstellen, die die Module Srf-M1 und Srf-M 3 verbanden, das jewells korrespondierende
Fragment des mittleren, L-Asparaginsiure-aktivierenden Moduls Srf-M5 insertiert (Abb. 5.33
und 5.34). Konkret umfaldten die Insertionen die Bereiche zwischen den T-Motiven des
vierten und funften Moduls (TD-Typ) bzw. zwischen den His-Motiven des flunften und
sechsten Moduls (CDM-Typ; Abb. 5.34). Sie wurden beide mittels PCR amplifiziert und
trugen sowohl am 5'- als auch am 3‘-Ende eine kunstlich erzeugte Avrll-Schnittstelle (Abb.
5.33). Jedoch erforderte die Verwendung von zwel identischen Restriktionsstellen fur die
Modul-Insertierung die Zwischenschaltung eines Dephosphorylierungsschrittes, der die
Rickligation des geschnittenen Deletionsplasmids durch die Behandlung mit akalischer
Phosphatase aus K& berdarm (CIP) verhinderte.

Insert Fusionsstelle
Srf-M5rp (997-2042) zu Srfrp-M1/2-3
1) M1 980- | AAl WQDVLNVEKAG FDNFFDLGGHSLKAMILLTKI HKETA - 1022
M4 974- LAEI WVEG LGVKA- GVTDNFFM GCGHSL KAMVMIAKI QEHFHK- 1015

2) M5 2019- LCRI WKXTLG EAI G DDNFFDLGGHSLKGWWLI ANl QAELEK- 2061
M2 2017- VADI WVAQVL QAEQVGAYDHFFDI GGHSL AGVKMPAL VHQEL GV- 2059
-T-

Srf-M5com (1193-2235) zu Srfeom-M1-2/3
1) M2 1171- GLEENRHVLLFDVHHLI SDGVSLG M.EELARI YKGEQLPDLR- 1213
M5 1169- QLEEKRHLLLI DVHHI | TDGSSTG LI GDLAKI YQGADLELPQ 1211

2) M6 2212- Rl EAKKHLLLLDVHHI | ADGVSLG FVKELALLYKGEQLPEPT- 2254
M3 2210- KHSDTERVLLFDIVHHI | SDGASVGVLI EELSKLYDGETLEPLR- 2252
-His

Abb. 5.34: Fusionsstellen fir die Insertion des L-Asparaginsdure-aktivierenden Moduls Srf-M5 zwischen
die korrespondierenden Bereiche der bimodularen Vorlauferenzyme Srfrp-M1/2-3 und Srfcpy-M1-2/3.
Jedes Insert besal zwei Fusionsstellen, die jeweils in der Reihenfolge vom N- zum C-Terminus
aufgeflihrt wurden. Dabel wurde die Sequenz der hybriden Enzyme durch entsprechende Unterstreichung
der Aminosduren (im Ein-Buchstaben-Code) hervorgehoben, die Aminosdurenumerierung erfolgte in
Bezug auf das Wildtypenzym. Aminoséuren, die durch die Einfihrung der Restriktionsschnittstelle
homolog substituiert wurden, wurden kursiv dargestellt. Die stark konservierten T- und His-Motive sind
farbig markiert.

Nach der Uberpriifung der Richtigkeit der jeweiligen Deletions- (plP-srfA-ALeucpy und
plP-srfA-ALeurp) und Austauschplasmide (plP-srfA-Aspepm und plP-srfA-Asprp) durch eine
Restriktionsanalyse (Abb. 5.35) wurden diese in den Wildtypstamm B. subtilis ATCC 21332
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transformiert (Abb. 5.36). Die Transformation wurde mit Hilfe von B. subtilis-Protoplasten
durchgefiihrt, bei der die Zellwande unmittelbar vor dem DNA-Transfer mit Lysozym
durchlassig gemacht wurden. Anhand der erworbenen Chloramphenicolresistenzen konnten
die gebildeten Integrationsmutanten leicht selektiert werden (Abb. 5.36).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101

Xbal Notl Avrll Kpnl
|
SITA-ALeUcpy
2700 3426 3580/6693 7614 bp
Xbal Notl Avrll Notl Avrll Kpnl
I I
SITA-ADcpu
2700 3426 3580/14349 15161 17482/6693 7614 bp
Xbal Mlul Avrll Kpnl
I
srfA-ALeury
1737 2279 3007/6114 7063 bp
Xbal Miul Avrll Miul Awvrll Kpnl
I I
SIfA-Ap
1737 2279 3007/13761 14684 16903/6114 7063 bp

Abb. 5.35: Restriktionsanalyse der Deletions- und Austauschplasmide plP-srfA-ALeucpy, plP-srfA-
Aspcpm, PIP-srfA-ALeurp und plP-srfA-Asprp. Die Spuren enthielten: 1-4, plP-srfA-ALeucpy (6301 bp),
plP-srfA-Aspcpw (3133 + 6301 bp), plP-srfA-ALeurp (6719 bp) und plP-srfA-Asprp (3142 + 6719 bp)
jeweils Avrll; 5, A-Marker HindllI (von oben nach unten: 23000, 9416, 6557, 4631, 2322, 2027, 564, 125
bp); 6-7, plP-srfA-ALeurp (6719 bp) und pl P-srfA-Asprp (1651 + 8210 bp) jeweils Mlul; 8, MBI-100bp-
Marker; 9, A-Marker Hindlll; 10-11, plP-srfA-ALeucpy (6301 bp) und pl P-srfA-Aspcpm (966 + 8468 bp)
jeweils Notl. Die FragmentgrofRen berechneten sich zuziiglich der pMMN13-Vektor-DNA von 4500 bp.

Bel der Transformation mit den Deletionsplasmiden ergaben sich jewells zwe identische
Teilbereiche mit dem Wildtypenzym, die nunmehr willkdrlich miteinander rekombinieren
konnten (Abb. 5.36a).
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B. subtilis ATCC 21332 Wildtyp CmsS, S+

plP-srfA-ALeu
(Del etionsplasmid)

CnR

4

Integration %////—/—E (1)

—>

——,
B B

B. subtilis Integrationsmutanten CnR, S'f-

Reversion

B. subtilis Deletionsmutanten CmS, Sf ?

B. subtilis ATCC 21332 Wildtyp CmsS, S+

P

plP-srfA-Asp
(Austauschplasmid)

I

Integration %‘ (1)
= //—\\ ,
B 3 .

B. subtilis Integrationsmutanten CnR, S'f-

CmR

Reversion
B. subtilis Austauschmutanten Cms, S ?

Abb. 5.36: Konstruktion der B. subtilis Deletions- (a) und Austauschmutanten (b) Uber jeweils zwei
homologe Rekombinationsstufen (Integration und Reversion). In Abhangigkeit vom rekombinierten
Bereich entstanden bel der Integration mehrere Typen von Integrationsmutanten: 1; und I; bei der
Rekombination in Srf-M1 bzw. 1, und 1, bei der Rekombination in Srf-M3. Die Chloramphenicolresistenz
(Cmf) der Plasmide wurde infolge des kompletten Einbaus einschliellich des pMMN13-Vektors in das
B. subtilis-Chromosom auf die Integrationsmutanten tibertragen, jedoch war die Surfactin-Synthese durch
die Unterbrechung des Leserasters gestdrt. Bei erneuter Rekombination im gleichen Modul wurde
einerseits der Wildtyp wiederhergestellt, andererseits fuhrte die Reversion im jeweils anderen Modul zur
Umstrukturierung der Surfactin-Synthetase, die Reversionstypen wurden mit R; fir die Deletions-
mutanten und mit R, fiir die Austauschmutanten bezeichnet. Als Selektionsmarker wurde der Verlust der
Cm? benutzt. Im Fal der Transformationen mit den Austauschplasmiden existierte neben den
dargestellten Rekombinationsmdglichkeiten in Srf-M1 und Srf-M3 als dritte Variante die Rekombination
in Srf-M5. Fur die beabsichtigte Umprogrammierung der Surfactin-Synthetase hatte dies jedoch keinen
praktischen Nutzen, so dal3 auf eine ausfuhrliche Beschreibung verzichtet wurde.

Durch Rekombination im Modul Srf-M1 entstanden so Integrationsmutanten vom Typ |
wahrend die Rekombination im Modul Srf-M3 zu Integrationsmutanten vom Typ |, fuhrte. Im
Gegensatz dazu konnten bel der Verwendung der Austauschplasmide drei identische DNA-
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Bereiche (Srf-M1, Srf-M3 und Srf-M5) miteinander rekombinieren, wovon aber nur
Rekombinationen in Srf-M1 und Srf-M3  praktische Bedeutung fir die gezielte
Umprogrammierung der Surfactin-Synthetase besallen. Auf weitere Darstellungen der
Rekombination in Srf-M5 wurde daher verzichtet. Aus den Rekombinationen in Srf-M1 und
Srf-M3 ergaben sich in Analogie zu |1 und I, die Integrationstypen I3 bzw. 14 (Abb. 5.36b). In
der weiteren Beschreibung erfolgte die Bezeichnung der Mutanten nach folgendem Schitissal:
die Anfangsbuchstaben | und R stehen jeweils fr Integration bzw. Reversion, die Zahlen fir
die modulare Zusammensetzung der genetisch veranderten Surfactin-Synthetase SrfA-A und
die Indizesfur die Fusionsstelle.

Zur ldentifizierung der vier gewiinschten Integrationsmutanten wurden nach der Isolierung
chromosomaler DNA Genfragmente mittels PCR amplifiziert, bel denen einerseits der
Vorwérts-Primer T7; an die T7-Promotorsequenz des pMMN13-Vektors anheftete, wahrend
fur die Ruckwarts-Primer (Ins 2, und Ins 3;; Tab. 3.5) Nukleotidsequenzen aus den Modulen
Srf-M2 bzw. Srf-M3 gewéhlt wurden (Abb. 5.37). Es wurde festgestellt, dal3 mit Ausnahme
von 113cpm ale untersuchten Konstrukte im Modul Srf-M3 rekombiniert wurden (Abb. 5.36
und 5.37). Aufgrund der Ubereinstimmung mit den erwarteten FragmentgrofRen von 945,
4082, 1918 bzw. 5060 bp fur die Integrationsmutanten 113cpm, 1153cpm, 113rpund 11531p
ergaben sich dadurch erste Hinweise auf die Richtigkeit der Integration (Abb. 5.37). Eine
endgultige Bestatigung der positivverdachtigen Kandidaten wurde durch eine Restriktions-
analyse der PCR-Produkte erbracht (Abb. 5.37).

Nach der Bestétigung der korrekten Integration der vier verschiedenen Plasmide wurde der
zweite Rekombinationsschritt durch wiederholtes Passagieren in chloramphenicolfreies
LB-Medium bei 37 °C ausgelGst. Dieser Prozeld war auf3erst zeitaufwendig, da zwischen 24
und 62 Passagen benétigt wurden, um jewells einen positiven Klon zu isolieren. Die
erfolgreiche Reversion wurde schliefdlich durch den Verlust der Chloramphenicolresistenz
(Cm") angezeigt (Abb. 5.36), alerdings |ag die Effizienz dieses Prozesses unter 1 %.

Da infolge der Integration die Anzahl identischer Sequenzbereiche nicht veréndert wurde,
besal’en auch die Integrationsmutanten entsprechend ihres Ursprungs zwei (Deletions-
plasmide) bzw. drei (Austauschplasmide) Rekombinationsmdglichkeiten, von denen jeweils
aber nur eine zur Bildung der korrekten Reversionsmutanten fihrte (Abb. 5.36). Im Falle des
wahrend der ersten Stufe im Modul Srf-M1 rekombinierten [13cpm war dies die
Rekombination in Srf-M3, wahrend umgekehrt fur die in Srf-M3 rekombinierten Ubrigen
Integrationsmutanten 113p, 1153tp und 1153cpm nur die Rekombination in Srf-M1 Erfolg
hatte.
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3 45 6 7 8 910

Miul Sall Avrll Hindlll
| I
H 113, | 113cpy
1737 2279 2851 3007/6114 6762 bp 2700 3143 3645 bp
T Ins3, T Ins2,
Miul Sall Avrll Miul Avrll
| | |
HEs, |
1737 2279 2851 3007/13761 14684 16903/6114 6762 bp
— -
T fryp 1 Ins3,
Sl Avrll  Mlul Avrll
|
11535
27002279  3580/14349 14684 17482/6693 6762 bp
T7 Ins3

Abb. 5.37: Restriktionsanalyse der aus den Integrationsmutanten 113cpy, 1137p, 11531p und 1153¢pm
gewonnenen PCR-Fragmente mit GroRen von 1918, 945, 5060 bzw. 4082 bp (Berechnung unter
Vernachlassigung des Vektorbeitrages). Unter der Restriktionsanalyse sind die entsprechenden PCR-
Produkte aller Mutanten einschliefflich ihrer Zuordnung zu den Integrationstypen gemé3 Abbildung 5.36
sowie die verwendeten Primer und relevanten Restriktionsschnittstellen dargestellt. Die Spuren
enthielten: 1, 113cpy Hindlll (443 + 502 bp); 2, NEB-100bp-Marker; 3, A-Marker HindlIl (von oben nach
unten: 23000, 9416, 6557, 4631, 2322, 2027, 564, 125 bp); 4, 113 Sall (804 + 1114 bp); 5, 113 Miul
(542 + 1376 bp); 6, 1153rp Sall (1114 + 3946 bp); 7, 11535 Mlul (542 + 1651 + 2867 bp); 8, 1153cpum
Sall (151 + 3931 bp); 9, 1153cpm Mlul (1215 + 2867 bp); 10, NEB-100bp-Marker.

Wie zuvor die Integrationsmutanten wurden auch die Reversionsmutanten R13cpm, R153¢pwm,
R13rp und R153rp mit Hilfe einer kombinierten PCR-/Restriktionsanalyse nachgewiesen
(Abb. 5.38). Dafur wurden als PCR-Primer die Oligonukleotide Rev 1, Rev 3, und Rev 5
verwendet, die ihren Ursprung in den Nukleotidsequenzen der Module Srf-M1, Srf-M3 und
Srf-M5 besal3en. Aus den Grol3en der resultierenden DNA-Fragmente von 1504 (R13cpm),
1495 (R153cpm) und 1510 bp (R13rp und R153rp) ergaben sich dabei bereits deutliche
Hinweise auf die korrekten Reversionen (Abb. 5.38).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Shl sall Hindi1 Avrll
[ | I
R13,
2302 2770 2851 3143 3580/6693 6919 bp
Rev L frypR{ Rev 3,
Shl sall Hindi1 Avrll
[ | I
R153py,
2302 2770 2851 3143 3580/14349 14566 bp
Rev 1 Rev 5
Sl sl Avrll
[ |
[ _R13,
2302 2770 2851 3007/6114 6919 bp
Rev 1 Rev 3,
Shl sl Avrll Hindi1
[ | I
[_Ris3;,
2302 2770 28513007/13761 14275 14566 bp
Rev I ffypRJ Rev 5,

Abb. 5.38: Restriktionsanalyse der aus den Reversionsmutanten R13cpy, R153¢pm, R131p und R153+p,
gewonnenen PCR-Fragmente mit GrofRen von 1504, 1495, 1510 und 1510 bp. Unter der Restriktions-
analyse sind die PCR-Produkte der jeweiligen Deletions- und Austauschmutanten einschliefdlich der
Reversionstypen geméal3 Abbildung 5.36 sowie die verwendeten Primer und relevanten Restriktions-
schnittstellen dargestellt. Die Spuren enthielten: 1-4, R13cpy (226 + 1278 bp), R153cpy (217 + 1278 bp),
R13:p (705 + 805 bp) und R153tp (705 + 805 bp) jeweils Avrll; 5, MBI-100bp-Plus-Marker; 6-9,
R13cpm (549 + 955 bp), R153cpm (549 + 946 bp), R13:p (549 + 961 bp) und R153tp (549 + 961 bp)
jeweils Sall; 10, MBI-100bp-Plus-Marker; 11-12, R13¢py (468 + 1036 bp) und R153¢py (468 + 1027 bp)
jeweils Sphl; 13, MBI-100bp-Marker; 14, MBI-100bp-Plus-Marker; 15-18, R13cpy (663 + 841 bp),
R153cpm (654 + 841 bp), R13tp (1510 bp) und R1531p (291 + 1219 bp) jeweils Hindll1; 19, MBI-100bp-
Marker; 20-21, R131p (468 + 1042 bp) und R153 (468 + 1042 bp) jeweils Sphl.

Durch die erfolgreiche in vivo-Rekombination der manipulierten srfA-A-Gene in das
B. subtilis-Chromosom standen fir die biochemische Charakterisierung die nachfolgend
abgebildeten vier Reversionsmutanten B.s. R13tp, B.s. R1537p, B.s. R13cpm und B.s.
R153cpm zur Verfigung (Abb. 5.39).
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a) T T T T T T T
L-Glu| L-Val| L-Asp | B.s. ATCC 21332
1 1003 2041 3/88 1 /87 1 1274
1) Deletion
1 1003/2041 3588 1 997 2042 /87 1 1274
x N —
2) Addition
= o [ColE Al s o s s
1 1003/997 2042/2041 3588 1 3B/87 1 1274
b) His His His His His His His
|-ty |Lval [as B.s. ATCC 21332
1 1194 2234 3588 1 3B/e7 1 1274
1) Deletion
= s |
1 1104/2234 3588 1 1193 2235 3587 1 1274
x e —
2) Addition
> Jua iz [l
1 1104/1193 22352234 3588 1 P87 1 1274

Abb. 5.39: Modulare Organisation der modifizierten Surfactin-Synthetasen infolge der Rekombination
innerhalb des T-Motivs (TD-Typ, a) bzw. innerhalb des His-Motivs (CDM-Typ, b). Anders als bei den
vereinfachten Darstellungen in Abbildung 5.33 und 5.36 wurden hier die tatséchlich deletierten und
insertierten Bereiche wiedergegeben. Unter den verschiedenfarbig kodierten Modulen ist die
Aminosaurenumerierung im Verhdtnis zum Wildtypenzym angegeben, die betreffende Verénderung zum
vorhergehenden Enzym wurde hervorgehoben. Die Abgrenzung der Module untereinander erfolgte nach
dem derzeitigen Kenntnisstand jeweils in der Linkerregion zwischen der T- und der darauffolgenden
C-Doméne. Samtliche T- (a) bzw. His-Motive (b) einschliefdlich der chimédren Abschnitte wurden as
schwarze Balken dargestellt.

5.4.2 Phanotypische und enzymatische Charakterisierung der rekombinanten Surfactin-
Synthetase-Systeme

Die Unterschiede zwischen den Revertanten untereinander as auch gegeniber dem Wildtyp
B. subtilis ATCC 21332 aulRerten sich bereits in deren Koloniebild (Abb. 5.40). Wahrend die
Wildtypkolonien auf LB-Agarplatten trocken und teilweise faltig erschienen, war die
Oberflache der drel Mutanten B. subtilis R137p, R153tp und R153¢cpm glatt und feucht, die
Beschaffenheit des vierten Konstruktes R13cpy lag dazwischen. Dartiber hinaus setzten bei
R13rp, R1531p und R153cpy bereits frilhzeitig starke Autolyseprozesse ein, die in diesem
Umfang weder beim Wildtyp noch bei R13cpy festgestellt wurden. Nach 10 bis 12t&giger
Nachinkubation bei Raumtemperatur hatten sich diese Kolonien fast vollstandig aufgel 6st.
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Wildtyp

R13cpm \ R1531p

R153CDM R:I-3’T D

Abb. 5.40: Vergleich des Erscheinungshildes von B. subtilis ATCC 21332 und den Revertanten R13¢py,
R153cpm, R137p und R1531p auf LB-Agar.

Auch bei der Kultivierung in flissigem Nahrmedium setzten sich die Differenzen zwischen
den Revertanten fort. Unabhangig vom Medium (Landy- oder LB-) stiegen die Zelldichten
der glatten Revertanten trotz identischer Bedingungen (Temperatur, Inokulation, Schittel-
frequenz) wesentlich langsamer im Vergleich zum Wildtyp bzw. zur R13cpm-Mutante und
erreichten im Maximum nur etwa 60 bis 65 % der Wildtypergebnisse. Dagegen konnten fir
die Mutante R13cpm keine Unterschiede zum Wildtypwachstum festgestellt werden (Abb.
5.41).

6 —=— B. sbtilis ATCC 21332 ,4>.\-\
—— B.sublilisR13 | / :
= B. subtilisR13

0] o

595nm

_—

11—

0,0

‘ ‘ ‘ /\HHHH‘\HHHH‘HHH\H‘
4 5 6 7 100 200 300
Inkubationszeit (h)

Abb. 5.41: Wachstum von B. subtilis ATCC 21332, R13cpy und R135 in Landy-Medium bei 28 °C. Die
Fermentationen wurden jeweils mit frischen Landy-Ubernachtkulturen im Verhaltnis 1:100 gestartet. Alle

Werte wurden aus mindestens drei Einzelmessungen gewonnen.

T I I
0 1 2 3

Bel der Uberpriifung der Proteinexpression zeigte sich, daB in Einklang mit deren
verschlechtertem Zellwachstum die drel Reversionsmutanten R137p, R153tp und R153cpwm
auch nicht in der Lage waren, die Surfactin-Synthetase-Untereinheiten zu synthetisieren (Abb.
5.42). Dabel fehlte nicht nur die hybride Surfactin-Synthetase SrfA-A, auch die beiden
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anderen  Untereinheiten SfA-B und  SIfA-C konnten  trotz  umfangreicher
Optimierungsversuche (Medium, Temperatur, Bellftung, Schuttelfrequenz) zu keinem
Zeitpunkt nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigte das vierte Konstrukt R13¢py auch
bei der Proteinexpression grofle Paralelen zum Wildtyp. Wie bei diesem begann die
Surfactin-Produktion in der spdten exponentiellen Wachstumsphase (etwa 1 d) und setzte sich
wahrend des stationdren Wachstums fort (3 bis 4 d). Abbildung 5.42 zeigt, dal3 neben den
unveranderten Surfactin-Synthetase-Untereinheiten SrfA-B (401 kDa) und SrfA-C (140 kDa)
auch die hybride Synthetase SrfA-ALeu (280 kDa) gebildet wurde. Beim Wildtyp wurden
neben der hochmolekularen Doppelbande bel 402/401 kDa (SrfA-A und SrfA-B) auch
kleinere Abbauprodukte beobachtet. Derartige Effekte wurden auch schon von Menkhaus et
al. beschrieben (1993).
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Abb. 5.42: Vergleich der Proteinexpression zwischen den B. subtilis-Revertanten R13cpv, R137p,
R153cpm und R1537p und dem Wildtyp ATCC 21332. Die Kultivation der Bakterienzellen erfolgte bei
28 °C in Landy-Medium, alle Proben wurden in der stationdren Wachstumsphase entnommen. Nach 3 h
Zellaufschlul® mit einer 0,5 % Lysozym-L&sung (in TE-Puffer) bei Raumtemperatur wurden die Proben
auf ein 7,5 %iges SDS-Gel aufgetragen. Die Spuren enthielten: 1, ATCC 21332; 2, R13¢py; 3, R131p;
4, R153cpy; 5, R1537p. Fir den GroRenvergleich (M) wurde ein Gemisch aus heterolog exprimiertem,
gereinigtem SrfA-A (402 kDa) und Srfapy-M1/2-3 (280 kDa) aufgetragen.

Wegen der zu erwartenden Beeintrachtigung aller proteinabhangigen Funktionen bei R13rp,
R153tp und R153cpm konzentrierten sich die nachfolgenden Untersuchungen insbesondere
auf die vierte Mutante R13¢pm. Einen ersten Hinweis auf die Funktionsfahigkeit der hybriden
Surfactin-Synthetase SrfA-ALeu im Verband mit den anderen beiden Untereinheiten SifA-B
und SrfA-C sollte die Messung des ATP-PP;-Austauschs geben. Dazu wurden die Enzyme aus
B. subtilis ATCC 21332 und R13cpym hach einem kombinierten Lysozym-/French® Press-
ZellaufschluR mittels Ammoniumsulfatfallung und Gelfiltration an Ultrogel® AcA 34 grob
aufgereinigt und jeweils in einen , hoch-* (Hauptfraktion um 400 kDa) und einen ,nieder-
molekularen* (Hauptfraktion um 280 kDa) Pool getrennt (Abb. 5.43).
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Abb. 5.43; SDS-Page der gereinigten Enzympraparationen aus B. subtilis ATCC 21332 und R13¢pm. ES
wurden jeweils 30 pug Protein auf ein 7,5 %iges SDS-Gel aufgetragen. Die Spuren enthielten: 1-2, B.s.
ATCC 21332 Pool 1 und 2; 3-4, B.s. R13cpy Pool 1 und 2. Fiir den GréfRzenvergleich wurden je 10 pg
gereinigtes SrfA-A (Spur 5; 402 kDa) und Srfapy-M1/2-3 (Spur 6; 280 kDa) herangezogen.

Die Bestimmung des ATP-PP-Austauschs erfolgte mit sdmtlichen Surfactin-relevanten
L-Aminosduren, in Tabelle 59 sind die spezifischen Aktivitéten der Enzymfraktionen
zusammengefalit.

Tab. 5.9: Spezifische Aktivitdten der gereinigten B.s.-Proteine im ATP-PP-Austausch (in cpm/hxpug).

B.s. ATCC 21332 B.s. R13cpm
Pool 1 Pool 2 Pool 1 Pool 2
L-Glutaminsaure 1080 + 40 610+ 190 | 1800+ 200 3100 + 200
L-Leucin 11000+ 600 | 3900+ 400 | 3900+ 200 4000 + 100
L-Valin 5500+ 100 | 3000+ 200 | 3300z 200 2800 + 200
L-Asparaginsiure 2800+ 400 | 2200+ 100 | 1200+ 200 870 + 140

Jeder Wert wurde aus zwei Einzelmessungen im linearen Reaktionsbereich ermittelt.

Erwartungsgemal3 wurden fir den Wildtyp die héchsten Aktivitéten mit den vier untersuchten
Aminosauren im Pool 1 gemessen, da dieser die beiden trimodularen Synthetasen SrfA-A und
SrfA-B vereinte. Wie die relativ einheitliche Abnahme der Adenylierungsaktivitdten aller vier
Aminosauren zeigte, waren diese beiden Enzyme auch in Pool 2 enthalten. Angesichts der
drei Leucin-aktivierenden Module (Srf-M2, -M3 und -M6) Uberraschte es nicht, dal3 die
hochsten Aktivitdten mit L-Leucin detektiert wurden. Dartiber hinaus bestétigte sich bei der
Untersuchung des B. subtilis-Proteins erneut die schwéchere Adenylierungsaktivitét des
L-Glutaminsdure-Aktivierungsmoduls gegentiber den Ubrigen Modulen. Auch fur die Mutante
R13cpm wurden mit allen Aminosduren Enzymaktivitéten detektiert, die in ihrer Grofen-
ordnung dem Wildtypenzym entsprachen. Durch die Verteilung der beiden Synthetasen
SrfA-B und SrfA-ALeu auf die beiden Fraktionen wurde eine Teillung der Enzymaktivitdten
erwartet, bel der Pool 1 die Aminosauren Valin, Asparaginsaure und Leucin und Pool 2 die
Aminosduren Glutaminsdure und Leucin aktivieren sollte. Obwohl in beiden Fraktionen
reinigungsbedingt (Abb. 5.43) auch mit den Substrataminosduren der jeweils anderen
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Synthetase erhebliche Enzymaktivitéten nachgewiesen wurden, liefd sich neben dem Splitting
der Adenylierungsfunktionen ebenfalls der deletionsbedingte Rickgang der L-Leucin-
Aktivierung gegenuiber dem Wildtypenzym identifizieren.

Zur Bestimmung der Konseguenzen aus der Manipulation der Surfactin-Synthetase auf die
in vivo-Lipopeptidsynthese wurde die Surfactin-Produktion des revertanten B. subtilis-
Stammes R13¢py untersucht und mit dem Wildtyp verglichen. Der erste Schritt beinhatete
die dunnschichtchromatographische Analyse, bel dem das Surfactin nach 3tégiger
Fermentation in Landy-Medium mit Salzsaure bis pH 2,0 geféllt und anschlief?end mit
Methanol extrahiert wurde. Nach Bespriihen der Kieselgel-DC-Platte mit Wasser und leichter
Erwarmung erschienen die Surfactin-Spots als weil3e Flecken vor einem blaf’grauen
Hintergrund (Abb. 5.44). Fir den Wildtyp genlgten bereits geringe Mengen des
Methanolextraktes zum Nachwels der Surfactin-Synthese. Der R-Wert des Wildtyppeptids
betrug durchschnittlich 0,51 und zeigte damit eine gute Ubereinstimmung zu fritheren
Literaturangaben (Ullrich et al., 1991; Menkhaus et a., 1993).

Abb. 5.44: Dinnschichtchromatographische Analyse der Surfactin-Synthese. Aus je 100 ml Landy-Kultur
wurden die Surfactine entsprechend der Vorschrift mit 10 ml Methanol extrahiert, die Trennung erfolgte
auf einer Kieselgel-DC-Platte in dem Fliel3mittel 4. Zur Detektion der Surfactin-Spots wurde die
getrocknete Platte mit Wasser angespriht und leicht erwarmt. Die Spuren enthielten identisch
aufgearbeitete Methanolextrakte von: 1, B.s. ATCC 21332 (5 pl); 2-3, B.s. R13¢py (50 bzw. 100 pl). Fur
den Vergleichwurden 5 pl einer 5 mg/ml Surfactin-L6sung aufgetragen (Spur M).

Im Falle des R13cpy-Extraktes wurde statt dessen ein Spot mit einem Ri-Wert von 0,39
detektiert, der massenspektrometrisch eindeutig als Lipohexapeptid und damit as neues
Surfactin-Produkt identifiziert werden konnte. Allerdings mufdte daftr mindestens die zehn-
fache Menge des Extraktes aufgetragen werden. Unter Berlicksichtigung der Produkt-
intensitéten resultierte daraus eine Peptidausbeute von weniger als 5 % gegentiber dem Wild-
typproduzenten, dessen Ausbeute wurde anhand eines Vergleichs mit einer Surfactin-Ldsung
bekannter Konzentration auf etwa 500 mg je 1 Liter Landy-Medium geschéatzt. Erganzt
wurden diese Untersuchungen durch die Uberpriifung der iibrigen Revertanten R13p, R153p
und R153¢pw, die nicht unerwartet negativ ausfielen.
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Mit Hilfe MALDI-massenspektrometrischer Analysen wurde der endgultige Nachweis
erbracht, dal3 es sich bei dem neuen Peptidprodukt von B. subtilis R13¢py tatséchlich um das
gesuchte Surfactinderivat handelte (Abb. 5.45). Fir die Messungen wurden auch hier die
Methanolextrakte verwendet, da parallele Untersuchungen an intakten Revertantenzellen
aufgrund der eingeschrankten Produktausbeute scheiterten.
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Abb. 5.45. MALDI-Massenspektren der Surfactinprodukte von B. subtilis ATCC 21332 (a) und
B. subtilis R13cpyw (b) im Bereich m/z 900 bis 1100. Fur beide Surfactintypen wurde die typische Signal-
clusterung hervorgehoben, die sich infolge der unterschiedlichen Fettsdurekettenlangen ergab. Die mvz-
Werte (1030,7; 1044,7; 1058,7; 1072,7) und (1046,7; 1060,7; 1074,7; 1088,7) entsprachen den Na'- bzw.
K*-Addukten mit C13- bis C16-Fettsiurekorpern des Wildtyps (a), die m/z-Werte (917,7; 931,7; 945,7;
959,7) und (933,7; 947,7; 961,7; 975,7) den korrespondierenden Na'- bzw. K*-Addukten der Revertante
R13cpm (b). Dartiber hinaus wurden insbesondere beim Wildtyp Signale um nvz 905,3 921,3 und 939,3
beobachtet, die jedoch nicht ndher charakterisiert wurden, da bereits die m/z-Differenz zu dem Lipo-
heptapeptid Surfactin keiner der vier Substrataminosduren (Glu, 129,1; Leu, 113,2; Val, 99,1; Asp, 115,1)
entsprach und somit eine Zuordnung als Hexapeptid ausgeschlossen werden konnte. Die Neuartigkeit des
R13cpm-Peptids war damit eindeutig nachgewiesen.

Die Massenspektren sowohl des Wildtyp-Surfactins als auch des R13cpu-Peptids wiesen die
far alle Lipopeptide typische Signalclusterung auf (Abb. 5.45), die ihren Ursprung in der
variierenden Kettenldnge der Fettsduregruppe hatten. Infolge der Kultivationsbedingungen
wurden beide Spektren vor allem durch die Na'- und K*-Addukte dominiert, die K ettenlangen
der [3-Hydroxyfettsauren betrugen zwischen 13 und 16 C-Atomen. Deutliche Unterschiede
zwischen beiden Peptiden wurde dagegen bei der Lage der Signalcluster festgestellt. Wahrend
die Wildtyp-Pesks (m/z 1031 bis 1089) durchweg eine gute Ubereinstimmung mit den an
ganzen B. subtilis-Zellen gemessenen Ergebnissen (Leenders et al., 1999) zeigten, wurden
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statt dessen fir die Reversionsmutante R13cpy erstmals Signale in dem Bereich zwischen m/z
918 und 976 gemessen (Abb. 5.45). Die fur den Wildtyp charakteristischen Signale fehlten
dagegen vallig. Mit einer m/z-Differenz von 113 entsprach die Verschiebung gegentiber dem
nativen Surfactin-Cluster exakt dem deletierten Leucin-Rest, so dal3 die R13cpu-Signae
eindeutig dem gesuchten Lipohexapeptid, einem Surfactinderivat mit nur sechs Aminosauren,
zugeordnet werden konnten. Samtliche experimentell ermittelten Daten stimmten mit einer
maximalen Fehlergrenze von 0,1 % mit den errechneten Werten tUberein.

Weiterfuhrend bestdtigte eine ,Post-Source Decay* (PSD)-massenspektrometrische
Analyse am Beispiel des m/z-Signals bei 931,7 aus dem R13cpu-Surfactin die Richtigkeit der
Peak-Zuordnung (Abb. 5.46). In dem PSD-Spektrum konnten alle Fragment-lonen
nachgewiesen werden, die sich aus der stufenweisen Abspaltung der sechs Substrat-
aminosauren von dem Eltern-lon ergaben.
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Abb. 5.46: MALDI-PSD-massenspektrometrische Analyse des Surfactinanalogons von B. subtilis
R13cpm. Das fragmentierte Eltern-lon bei vz bei 931,7 entsprach dem Na'-Addukt des Peptidprodukts
mit einer Cl4--Hydroxyfettsdure. Die hervorgehobenen Fragmente entstanden durch stufenweise
Abspaltung der Aminoséurereste L-Leucin, D-Leucin, L-Asparaginsaure, L-Valin, D-Leucin und
L-Glutaminséure.

Obwohl fur die drei Ubrigen Revertanten R153cpv, R13tp und R153rp mittels SDS-Page
keine Synthetase-Produktion nachzuweisen war, wurden auch diese Konstrukte MALDI-
massenspektrometrisch auf ihre Biosynthese untersucht. Jedoch konnte weder in den
Extrakten der analog zum Wildtyp und R13cpy aufgearbeiteten kompletten Kulturldsungen
noch in den separat aufgeschlossenen Bakterienpellets eine lipopeptidtypische Signal-
clusterung in den erwarteten m/z-Bereichen nachgewiesen werden, wofir mit Sicherheit die
fehlende Proteinexpression verantwortlich war.

Abschlief3end wurden in ersten Vorversuchen die Verénderungen der hamolytischen und
antibiotischen Eigenschaften des R13cpu-Peptids infolge der Leucin-Deletion gegentiber dem
Wildtyp-Surfactin  Uberprift. Die hamolytischen Aktivitéten wurden auf Blutagarplatten
getestet, wobel sowohl die intakten Bakterienzellen als auch Methanolextrakte der Zellen
aufgetragen wurden. Im Gegensatz zum nativen Surfactin konnte bei R13cpy keinerlei Hof-
bildung nachgewiesen werden (Abb. 5.47).
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Abb. 5.47: Hamolyse durch natives Surfactin (a) und R13cpy-Surfactin (b). Jeweils eine Bakterienkolonie
wurde auf Blutagar bei 37 °C tiber Nacht inkubiert.

Zur Untersuchung der antimikrobiellen Aktivitéten wurden as Testorganismen jeweils ein
Vertreter grampositiver (Bacillus licheniformis) und gramnegativer Bakterien (E. coli DH5a)
sowie eine Hefe (Pichia pastoris) ausgewahlt. Diese wurden in LB-Agar (Bakterien) bzw.
YPD-Agar (Hefe) eingegossen und zusammen mit den auf Zellglas gewachsenen Bakterien-
stammen inkubiert. Nach dem Abzug der Zellglasfolie wurde unter allen B. subtilis-Kolonien
eine Wachstumshemmung durch mehr oder weniger starke Hofbildung angezeigt. Wahrend
mit den beiden Testorganismen E. coli und P. pastoris keine Unterschiede zwischen Wildtyp
und R13cpy festgestellt werden konnten, verstérkte sich die Wachstumshemmung von
B. licheniformis durch das R13cpu-Peptid gegeniiber dem Wildtyp-Surfactin (Abb. 5.48).

R13com . ATCC 21332

/

Abb. 5.48: Wachstumshemmung von B. licheniformis durch Surfactine, synthetisiert von B. subtilis
R13cpm und ATCC 21332
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Beim Wildtyp wurde ein zentraer, aber nicht vollig gehemmter Hof mit einem diffusem
Gurtel beobachtet, dessen Grofe (Zentrum) etwa der Koloniegrof3e beim Auflegen der Zell-
folie mit dem Wildtyp entsprach. Im Gegensatz dazu wurde das B. licheniformis-Wachstum
unter der R13cpm-Kolonie vollsténdig gehemmt, dartiber hinaus besald der Hof viel scharfere
Grenzen (Abb. 5.48). Paralldl wurden diese Versuche auch mit den Methanolextrakten
durchgefuhrt, die jedoch an der Toxizitéat von Methanol fur die Testorganismen scheiterten.
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