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Einleitung 1

A Einleitung

Der Boden stellt ein sehr komplexes Okosystem dar. Mit bis zu 10° Zellen pro
Gramm Erde zahlen die Streptomyceten zu den dominierenden Organismen in
diesem Lebensraum. Der typische, leicht modrige Geruch frisch aufgebrochener
Erde beruht auf Geosmin. Dieser Erdgeruch stammt hauptsachlich von ihnen
(Madigan et al., 1997). Diese grampositiven Bakterien mit einem GC-Gehalt von 69-
73% bilden wahrend des vegetativen Wachstums im Boden ein Substratmycel aus.
Der Verbreitung dienen Exosporen (Konidien), die durch Abschnirungen des
Luftmycels entstehen. Die Verbreitung der Sporen wird unterstitzt an der Oberflache
des Bodens durch Wind oder im Boden durch Wasser und Arthropoden (Locci,
1989). Pfennig konnte 1958 zeigen, dal} das vegetative Mycel zu organischen
Partikeln (abgestorbene Pflanzen, Tiere, Pilze) hinwachst und spater zu kolloidalen
Bodenpartikeln weiterwachst. Dort differenziert es sich zum Luftmycel und letztlich zu

Ketten von Konidien.

Die Streptomyceten sind ausgezeichnet als Produzenten einer erstaunlichen Vielzahl
an Sekundarmetaboliten mit antibiotischen, herbiziden, antithelminthischen,
pharmazeutischen und wachstumsférdernden Wirkungen (Chater und Hopwood,
1993). Uber die Halfte aller bekannten Antibiotika werden von Streptomyceten
produziert. Zu den bedeutsamsten Produzenten gehodren Streptomyces griseus
(Streptomycin, Actinomycin, Novobiocin), Streptomyces antibioticus (Actinomycine),
Streptomyces aureofaciens (Aureomycin, Tetracyclin), Streptomyces erythreus
(Erythromycine), Streptomyces fradiae (Neomycin B), Streptomyces griseoflavus
(Novobiocin), Streptomyces venezuelae (Chloramphenicol) (Herder, 1994) und
Streptomyces coelicolor (Actinorhodin, Undecylprodigiosin, Methylenomycin, CDA
(Ca?**-abhangiges Antibiotikum)) (Adamidis und Champness, 1992). Als ein Beispiel
industrieller Nutzung ist Streptomyces griseoviridis zu nennen. Dieser Organismus
wird als Biofungizid eingesetzt gegen Fusarium oxysporum (Mohammadi, 1994).
Ebenso bedeutsam ist auch die Vielzahl an hydrolytischen Exoenzymen, die ihre
Produzenten so wichtig machen als Biodegradenten (McCarthy, 1992). Starke,
Cellulose, Chitin, Lignin, Xylan, Keratin und Pektin werden effektiv von mehreren
Streptomyceten hydrolysiert (Goodfellow, 1988). Aber auch Huminstoffe oder
polyphenolische Tannine (Locci, 1989) werden hydrolysiert und so wieder in den

Kreislauf  zurlckgefihrt. Selbst verschiedene Plastikarten konnen von
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Streptomyceten abgebaut werden (Pommer und Lorenz, 1986). Der Abbau dieser
Polymere erfolgt meist in einer konzertierten Aktion mehrerer Enzyme (Korn-
Wendisch und Kutzner, 1991).

Der Lignocelluloseabbau durch Streptomyces thermodiastaticus (Crawford und
McCoy, 1972), Streptomyces antibioticus (Enger und Sleeper, 1965) und
Streptomyces flavogriseus (MacKenzie et al., 1984) erfolgt jeweils durch eine
Multikomponenten-Cellulase, die aus mehreren Endo- und Exoglukanasen besteht.
Ob es sich dabei um ein Cellulosom wie bei Clostridium thermocellum handelt, ist
unbekannt. Diese extrazellulare, supramolekulare ,Maschine“ kann effizient
kristalline Cellulose abbauen (Shoham et al., 1999). Dabei bindet das Cellulosom
uber ein Ankerprotein an die Zelle. Paare von Cohesinen und Dockerinen stellen die
Verbindung zwischen dem Skaffoldin und dem Ankerprotein auf der einen Seite und
der Cellulose auf der anderen Seite her. Das Skaffoldin, auch als CipA (Cellulosome
integrating protein) bezeichnet, besteht aus mehreren Untereinheiten, die jeweils ein
hydrolysierendes Enzym binden. Es erhoht somit die Wahrscheinlichkeit, dal} die
Hydrolyseprodukte von der Zelle aufgenommen werden kdnnen, die es produziert
hat. Cellulosome sind auch fur andere Clostridienarten beschrieben. Andere
Anaerobier, wie Acetivibrio cellulolyticus und Bacteroides cellulosolvens, scheinen
ebenso ein Cellulosom zu produzieren. Bisher wurden nur in einem aeroben
Bakterium Vibrio spec. Gene fur Teile des Cellulosoms gefunden (Shoham et al.,
1999). Kristalline Cellulose kann aber auch von einzelnen Enzymen hydrolysiert
werden. Streptomyces reticuli sekretiert eine Avicelase, die aus einer
cellulosebindenden, einer anschlieRenden Domane mit unbekannter Funktion und

einer katalytischen Domane besteht (Schrempf und Walter, 1995).

Die Hydrolyseprodukte der oben beschriebenen Abbaumechanismen werden
aufgenommen und metabolisiert, sie dienen als Nahrungsquelle. Dies ist fur die
meisten Exoenzyme die Hauptaufgabe. Chitinasen (Watanabe et al., 1990) und
Bakteriolysine (Bronneke, 1994) wirken gleichzeitig auch als Abwehr gegen
Nahrungskonkurrenten, indem sie Zellwande von Pilzen und Bakterien auflésen oder

zumindest schadigen.

In diesen Zusammenhang mussen auch Glukanasen gestellt werden. Diese

Exoenzyme hydrolysieren Glukane, wesentliche Bestandteile von Hefezellwanden,
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wie das folgende Modell der Hefezellwand von Georgopapadakou und Tkacz (1995)

zeigt:

@) Oberflachen-
Mannoproteine

B-(1,6)-Glukan

B-(1,3)-Glukan

Fny g

N E /.:‘I’,’ ..L-‘ g i . i
Chitin /;// :

eingelagerte
Mannoproteine

GPl-verankerte
Mannoproteine

Plasmamembran

Zytoplasma

Abbildung 1: Modell des Zellwandaufbaus von Saccharomyces cerevisiae

B-Glukan, Chitin und glykosylierte (dargestellt durch die Ausstilpungen) Mannoproteine sind die
makromolekularen Hauptbestandteile der Zellwand. Die Oberflachen-Mannoproteine sind tber -
(1,6)-Glukanfibrillen an das Netzwerk aus B-(1,3)-Glukan kovalent gebunden. Die Chitinfibrillen
stellen die Verbindung zur Plasmamembran her und stabilisieren das Netzwerk zusatzlich

Die Mannoproteine verleihen der Zellwand mit ihren nach aullen gerichteten
phosphorylierten Seitenketten eine negative Oberflachenladung. Sie sind
verantwortlich fur Adhasion und Stofftransport durch die Zellwand und tragen zur
Integritdt derselben bei. Fur die Form und die Stabilitat der Zellwand ist
hauptsachlich das Glukangerist verantwortlich. Die Form der Zellwand bleibt
erhalten, selbst wenn alle anderen Bestandteile herausgelost werden (Wicker und
Muhlschlegel, 2000). Dies macht die besondere Bedeutung von Glukanasen fur die
Lyse von Hefen deutlich. Beispiele sind die Glukanase von Bacillus circulans WL12
(Tanaka und Phaff, 1965), die Glukanase von Cellulomonas cellulans (friher:
Oerskovia xanthineolytica) (Shen et al., 1991) oder Lytikase von Arthrobacter luteus
(Produkt von Sigma). Das letzte Beispiel belegt auch die kommerzielle Bedeutung

dieser Enzyme.

Eine Sekretion von Exoenzymen, die der Abwehr von Konkurrenten um Nahrung
oder Lebensraum dienen soll, ist aber nur dann sinnvoll, d. h. evolutiv erklarbar,

wenn die Konkurrenten in der unmittelbaren Nahe, im Diffusionsbereich der
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Exoenzyme, vorhanden sind. Tatsachlich wurden entsprechende Induktionssysteme
gefunden. Ein gut beschriebenes Beispiel ist das Elicitorsystem bei Pflanzen
(Albersheim und Darvill, 1985). Die Abwehrreaktionen der Pflanze, z. B.
Transkription und Sekretion von Hydrolasen oder Toxinen, erfolgen erst, wenn ein
pathogener Organismus versucht, die Pflanze zu attackieren. Als Ausléser dienen
entweder Molekule der Pflanze, die durch die Aktivitat des Pathogens oder der
infizierten Pflanze selbst freigesetzt wurden, oder eine Substanz des Pathogens, das
auf Grund einer konstitutiven Abwehrreaktion der Pflanze freigesetzt wurde. Die
Ausldser gehoren den verschiedensten Stoffklassen an. Es kdnnen Proteine mit oder
ohne enzymatischer Funktion sein (Ricci et al. 1989, Parker et al. 1991), Zucker
(Sharp et al. 1984, Kaku et al. 1997) oder Fettsauren (Bostock et al. 1981, Davis et
al. 1986). Sahai und Manocha (1993) beschreiben die Induktion von Chitinasen und
anderen hydrolytischen Enzymen als eine koordinierte, oft komplexe und
facettenreiche Verteidigung der Pflanze auf einen Angriff von pathogenen Pilzen.
Gundlach (1987) konnte erstmals zeigen, dall Zellwande verschiedener
grampositiver Bakterien ebenfalls als Elicitoren fungieren kdnnen. Die Zellwéande
|6sten bei Eschscholtzia californica die de novo Synthese von Benzophenanthridin
aus. Das Elicitorsystem ist nicht auf das Pflanzenreich beschrankt. Fur den
Tabakschwarmer Manduca sexta konnte gezeigt werden, dal® Dbakterielles
Peptidoglykan die Synthese und Sekretion von Lysozym induziert (Dunn und Dai,
1990). Solche Induktionssysteme sind auch fir Aktinomyceten beschrieben und
konnen sogar zur Isolation von antibiotikaproduzierenden Aktinomyceten ausgenutzt
werden. Die Anreicherung von Bodenmaterial mit Chitin oder Pilzzellwanden fuhrte
zu einer Zunahme von antibiotikaproduzierenden Aktinomyceten (Korn-Wendisch
und Kutzner, 1991). Versuche von Sneh und Henis (1972) zeigten, dal® neben den
Antibiotika vor allem hydrolysierende Exoenzyme bei der Abwehr von Pilzen eine
wichtige Rolle spielen. Detailliertere Untersuchungen in Mikrokosmen von Vionis et
al. (1996) =zeigten, dall Streptomyces lividans (transformiert mit einem
Exochitinasegen von Streptomyces olivaceoviridis) diese Exochitinase exprimiert,

wenn der Boden mit Krabbenchitin oder noch besser mit Pilzmycel angereichert wird.

Die Induktion sekundarer Metabolite erfolgt aber nicht ausschlieRlich zur Abwehr von
pathogenen oder konkurrierenden Organismen. Die ErschlieBung von
Nahrungsquellen ist eine weitere Mdglichkeit. Energiereiche Polymere, die zu grof}

sind, um direkt aufgenommen zu werden, werden deshalb von Exoenzymen in
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kleinere Einheiten gespalten. In diesen Fallen dient oft das Substrat als Induktor flr
die Expression der Exoenzyme. Die Expression des a-Amylase Gens aml/ von
Streptomyces limosus wird induziert durch Maltose oder Maltodextrine (Virolle und
Bibb, 1988). Die Avicelase von Streptomyces reticuli wird durch unlosliche Cellulose
(Avicel) induziert (Walter und Schrempf, 1996).

Die Regulation dieser komplexen Stoffwechselleistungen wurde schon vielfach
untersucht. Dabei stand im Vordergrund des Interesses das Umschalten von
primarem auf sekundaren Stoffwechsel, der aber nicht nur die Sekretion von
Exoenzymen und Antibiotika, sondern auch die Sporenbildung umfalit. Streptomyces
coelicolor und der Streptomycinproduzent Streptomyces griseus sind in dieser

Hinsicht die am besten untersuchten Vertreter der Aktinomyceten.

Bei Streptomyces griseus wurde von Horinouchi, Beppu und Mitarbeitern (1994) ein
globales Regulationssystem aufgeklart. Es basiert auf dem A-Faktor, einem 1v-
Butyrolacton. Die A-Faktor Synthese wird durch die afs-Gene gesteuert, die neben
den Syntheseproteinen auch fur zwei verschiedene 2-Komponenten-Regulatoren
kodieren (AfsK/AfsR und AfsQ1/AfsQ2) (Horinouchi und Beppu, 1992). Der A-Faktor
selbst wirkt wie ein bakterielles Hormon. Es dereprimiert das Streptomycin Operon,
indem es an das A-Faktor-Bindeprotein AprA bindet. AprA 16st sich dadurch von der
Regulatorsequenz fur ein weiteres, noch unbekanntes Protein. Die Expression
dieses Protein X wird dann nicht mehr reprimiert. Dieses Protein X wirkt als Aktivator
fur die Expression des Streptomycin-Regulatorgens strR. Dieses Genprodukt ist
wiederum ein Aktivator fur das Streptomycinoperon. Bei fast allen Streptomyceten
wurden ebenfalls A-Faktor ahnliche Botenstoffe gefunden, die an der Regulation des
sekundaren Stoffwechsels beteiligt sind (Horinouchi et al., 1983). Die strukturelle
Ahnlichkeit des Autoregulators bei Vibrio fischeri, der ab einer bestimmten
Konzentration eine Biolumineszens auslost, (Eberhard et al., 1986) und des
Konjugationsfaktors bei Agrobacterium tumefaciens, der die Ubertragung des Ti-
Plasmids auf andere Zellen steuert, (Zhang et al., 1993) zeigt die Universalitat dieser

Molekulklasse als Regulator interzellularer Kommunikation.

Neben der A-Faktor-abhangigen Regulation des Sekundarstoffwechsels wurde bei
Streptomyces coelicolor ein weiteres Regulationssystem entdeckt. Mutationen in den
bld-Genen (so genannt, weil die Kolonien ein kahles (engl.: bald) Aussehen haben)

zeigen pleiotrope Effekte, die die Antibiotikaproduktion und die Luftmycelbildung
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verhindern und Defekte in der Zell-Zell-Komunikation und der Kohlenstoff-Katabolit-
Repression verursachen (Kelemen und Buttner, 1998). Auf Agarplatten mit
Vollmedium kénnen Mutanten in einer dieser bld-Gene kein SapB Peptid sekretieren,
das notwendig ist, um ein Luftmycel auszubilden. Das hydrophobe Peptid lagert sich
aullen an die Zellwand der Hyphen an und hilft die Oberflachenspannung des
wassrigen Milieus zu durchbrechen. Auf diese Weise tragt er zur Ausbildung des
Luftmycels bei. Die dabei beteiligten bld-Gene codieren fur Proteine, die direkt oder
indirekt an der Generierung oder Perzeption von extrazellularen Signalen beteiligt
sind. Bei der Regulation handelt es sich um eine hierarchische Signalkette. Es
konnte gezeigt werden (Nodwell et al., 1996), dal Mutanten sich unidirektional
komplementieren konnen, wenn sie in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander
wuchsen. Mutanten, die in der Hierarchie hoher stehen, kdnnen die Defekte aller
niedrigeren Mutanten extrazellular komplementieren. Auf Minimalmedien mit z. B.
Mannit als Kohlenstoffquelle kénnen die bld-Mutanten trotz der deregulierten
Synthese von SapB Luftmycel ausbilden. Dies deutet darauf hin, dal3 der
Sekundarmetabolismus zusatzlich uber andere Regulationssysteme kontrolliert wird.
Die Fahigkeit der bld-Mutanten auf Minimalmedium ein Luftmycel auszubilden spricht

fur eine Regulation, die tUber die Nahrstoffversorgung gesteuert wird.

Die Verfugbarkeit und Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen ist bei vielen, wenn
nicht bei allen Bakterien ein entscheidendes Signal zur Regulation des
Stoffwechsels. In Escherichia coli ist das PTS-System beschrieben (Postma und
Lengeler, 1985). Fur Bacillus subtilis und Enterococcus faecalis wurde ebenfalls ein
PTS-System beschrieben (Crutz et al., 1990, Deutscher et al., 1993, Reizer et al.
1993). Allerdings scheint der beim PTS-System modulierte cAMP-Spiegel bei den
grampositiven Bakterien keine Rolle zu spielen (Botsford und Harman, 1992). Bei
Streptomyceten konnte noch kein PTS-System gefunden werden (Hindle und Smith,
1994). Die Katabolit-Repression bei Streptomyceten ist noch nicht endgultig
verstanden. Bei Streptomyces coelicolor wurde die Substratinduktion und die
Katabolit-Repression des Glycerin-Operons genauer untersucht (Hindle und Smith,
1994). Eine zentrale Rolle spielt dabei das |6sliche Enzym Glukosekinase und der
intrazellulare GTP-Spiegel. Andere Substrat-induzierbare/Glukose-reprimierbare
Systeme, z. B. Agarase (Bibb et al. 1987), a-Amylase (Virolle und Bibb, 1988) oder
Chitinase (Robbins et al., 1988) wurden untersucht, aber die regulierenden Gene

konnten noch nicht identifiziert werden.
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In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Fiedler wurde ebenfalls die Induktion von
Sekundarmetaboliten bei Streptomyceten untersucht. Bronneke (1994) konnte in
diesem Zusammenhang zeigen, dal} bei Streptomyces globisporus die de novo
Synthese des Bakteriolysins Mutanolysin durch Zugabe von bakterieller Zellwand
gesteigert werden konnte. Bei der Suche nach anderen hydrolysierenden
Exoenzymen wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Strobel (1995) erkannt, dal}
Zellen von Saccharomyces cerevisiae im Kulturiberstand von Streptomyces

globisporus lysiert werden.

Ziel dieser Arbeit war es, diesen Mechanismus der Lyse der Hefezellen naher zu
untersuchen. Die dabei entdeckte Curdlanase wurde gereinigt und charakterisiert.
Daruber hinaus sollte geklart werden ob und auf welche Weise die Expression dieses
Exoenzyms induziert werden kann. Eine rekombinante Produktion dieses Enzyms
ermdglichte im Anschlul3 Untersuchungen zu Anwendungsmaglichkeiten in Medizin
und Technik.



Material und Methoden

B Material und Methoden

1 Verwendete Mikroorganismen

Hauptgegenstand dieser Arbeit war Streptomyces globisporus subspecies

globisporus ATCC 21553. Daruber hinaus wurden folgende Mikroorganismen

benutzt:

Organismus

Streptomyces coelicolor A3(2)
Streptomyces coelicolor M145
Streptomyces lividans
Streptomyces flavofuscus

Streptomyces HZ1

Cellulomonas cellulans

Escherichia coli DH5a.

Escherichia coli SURE
Escherichia coli TOP 10
Escherichia coli LMG 194
Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe

Candida albicans

Herkunft/Stammnummer

John Innes Foundation, Norwich, UK

John Innes Foundation, Norwich, UK

John Innes Foundation, Norwich, UK/TK 64
DSM 19908

Isolat von Zoller H. (1992), Stammsammlung von
Prof. Dr. Fiedler (LMU, Institut fir Genetik und
Mikrobiologie)

DSM 43881 (friher Oerskovia xanthineolytica)

Stammsammlung von Prof. Dr. Bock (LMU, Institut

fur Genetik und Mikrobiologie)
Stratagene

Invitrogen

Invitrogen

Backhefe der Firma Wieninger

Stammsammlung von Prof. Dr. Bandlow (LMU,

Institut fir Genetik und Mikrobiologie)

Stammsammlung von Prof. Dr. Bandlow (LMU,

Institut fur Genetik und Mikrobiologie)

ATCC 18804 Stammsammlung von Prof. Dr.
Scherer (Technische Universitat Minchen, Institut

fur Mikrobiologie)
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Rhodotorula spec. Stammsammlung von Prof. Dr. Fiedler (LMU,
Institut fur Genetik und Mikrobiologie)

2 Medien

Die verwendeten Zusatze fuir Medien und Puffer wurden, wenn nicht anders
angegeben, von Oxoid, Sigma oder Merck bezogen. Als Wasser wurde immer
deionisiertes Wasser verwendet. Zum Verfestigen der Medien wurde 1,2 % Agar vor

dem Autoklavieren zugegeben.

2.1 Medien fur Streptomyceten

211 Yokogawa (Yokogawa et al., 1995):
20,0 g Dextrin, 5,0 g Soja-Pepton, 2,0 g Bacto Pepton, 5,0 g Na;HPO4 x 2 H,0, 1,0 g
NaCl, 1,0 g MgSO4 x 7 H,0, 0,2 g CaCl, x 2 H,O ad 1 I H,0O; pH 7,5

2.1.2 DSM Medium 65:
4,0 g Glukose, 4,0 g Hefeextrakt, 10,0 g Malzextrakt, 2,0 g CaCOs; ad 1 | H,O; pH 7,2

21.3 NMMP (Hopwood et al., 1985):

2,5 g (NH4)2SO,4, 6,25 g Casaminoacids (Difco), 0,75 g MgSO4 x 7 H20O, 1,25 mi
Minor element solution (ZnSO4 x 7 H,O, FeSO4 x 7 H,0, MnCl, x 2 H,0, CaCl; je 1
g/l), 18,75 ml 0,1 M NaH,PO4/K;HPO4 pH 6,8, 4 % Kohlenstoffquelle (Glycerin,

Asparagin, Arabinose, |6sliche Starke, Mannit, Saccharose) ad 1 | H,O

2.1.4 R2 (Okanishi et al., 1974; Hopwood und Wright, 1978):

103 g Saccharose, 0,25 g K,SO4, 10,12 g MgCl, x 6 H,O, 10 g Glukose, 0,1 g
Casaminoacids, 2 ml Spurenelementlésung (40 mg ZnCl,, 200 mg FeCls x 6 H,O, 10
mg CuCl; x 2 H,0, 10 mg MnCl; x 4 H,0O, 10 mg NazB4O7 x 10 H20, ad 1 1 H,0), 5 g
Hefeextrakt, 100 ml TES-Puffer pH 7,2 ad 1 | H,O

Jeweils 100 ml wurden in Erlenmeyerkolben mit 2,2 % Agar autoklaviert und bei 6°C
aufbewahrt. Zum Gebrauch wurde der Agar frisch aufgeschmolzen und versetzt mit:
1 ml 0,5 % KH2POy4, 0,4 ml CaCl; x 2 H,O, 1,5 ml 20 % L-Prolin, 0,7 ml 1 M NaOH.

Nach Zugabe wurde das Medium sofort in Petrischalen gegossen.
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215 YEME:

3,0 g Hefeextrakt, 5,0 g Pepton, 3,0 g Malzextrakt, 10,0 g Glukose, 270,0 g
Saccharose ad 1 | H,O; pH 7,2. Nach dem Autoklavieren wurden 2,0 ml 2,5 M
MgSO, zugegeben.

2.1.6 Herstellen von RBB-Curdlan Agarplatten:
1. Schritt: NMMP-Glycerin Agar wurde autoklaviert und jeweils 10 ml in leere
Petrischalen gegossen und auf Raumtemperatur abgekunhlt.

2. Schritt: 300 ml NMMP ohne Kohlenstoffquelle, 7,5 g Agar und 75 ml RBB-Curdlan
(dialysiert, um Azid zu entfernen) wurden getrennt autoklaviert; anschliel3end wurden

die beiden Lésungen sofort vereinigt und gemischt.

3.Schritt: Jeweils 10 ml der frisch vereinigten Substanzen von Schritt 2 wurden auf

die dunnen Platten von Schritt 1 gegossen.

2.2 Medien fur Escherichia coli

2.21 LB (Luria Broth; DSM 381):
10,0 g Trypton, 5,0 g Hefeextrakt, 10,0 g NaCl ad 1 | H,O; pH 7,5

2.2.2 RM (Invitrogen):

20 g Casaminoacids (Difco) gelost in 890 ml H,O; nach Autoklavieren 100 ml M9-
Salze (6% NayHPO4, 3% KH,PO4, 0,5% NaCl, 1% NH4CI; pH 7,4), 1,0 ml 1M MgCly,
0,2% Glukose (zur Reprimierung des Fremdgens) oder 0,2% Arabinose (zur

Induktion des Fremdgens)

2.2.3 SOC (Invitrogen):
2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSQy4, 20 mM Glukose

2.3 Medien fur Hefen

231 YM (DSM 186):
3,0 g Hefextrakt, 3,0 g Malzextrakt, 5,0 g Pepton, 10,0 g Glukose ad 1 | H,O
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2.3.2 Methylenblauagar (modifiziert nach Stumm et al., 1977):

200 ml Natriumphosphat-Citrat-Puffer (200 ml 0,1 M NaH,PO4, 200 ml 0,1 M
Na;HPO4, 127 ml 0,1 M Zitronensaure, pH = 6,7), 260 mg Sabouraud Dextrose
(Oxoid), 2 g Trypton, 4 g Agar wurden auf 100°C erhitzt, bis der Agar vollstandig
gelost war. Beim AbkuUhlen wurden 6 mg Methylenblau und 10 ml steriles Glycerin
zugegeben. Bei ca. 55°C wurden 15 ml Hefezellen (frische Kultur mit einer ODsg = 2)

eingemischt.

3 Anzuchtbedingungen

3.1 Streptomyceten

3.1.1  Zur Stimulation von Exoenzymen:

Streptomyceten wurden in 10 ml NMMP-Glycerin-Medium angezogen. Die Anzucht
erfolgte in 100 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 30°C in einem Schuttler mit
150 U/min fur 4 Tage. Zur Stimulation wurde dem Medium das Stimulationsagens
(meist SDS-Zellwande von Saccharomyces cerevisiae) in unterschiedlicher Menge

vor dem Autoklavieren zugegeben. Das Medium wurde mit Sporen beimpft.

3.1.2  Zur Praparation von Exoenzymen:

Streptomyceten wurden in 750 ml NMMP-Glycerin-Medium angezogen. Die Anzucht
erfolgte in 5 | Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 30°C in einem Schuttler mit 150
U/min fur 4 Tage. Zur Stimulation wurde dem Medium das Stimulationsagens in einer
Konzentration von 5 mg/ml vor dem Autoklavieren zugegeben. Das Medium wurde

mit Sporen beimpft.

Nach erfolgtem Wachstum wurde die Reinheit im Phasenkontrastmikroskop
kontrolliert. Anschlielend wurde die Kultur auf Eis gekihlt und dann zentrifugiert
(7.000 x g, 20 min, 10°C). Der Uberstand wurde zur Abtrennung von Schaum und
nicht sedimentierbarem Mycel durch einen Faltenfilter (Macherey & Nagel)
gegossen. Die so gewonnene Enzymlosung, der Kulturuberstand, wurde entweder
direkt eingesetzt oder bei Bedarf konzentriert (B.7.3.3).

3.1.3  Zur Praparation von genomischer DNA:
Die Streptomyceten wurden in 100 ml DSM Medium 65 angezogen. Die Anzucht
erfolgte in 500 ml Erlenmeyerkolben bei 30°C in einem Schuttler mit 150 U/min fur 3
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Tage. Das Medium wurde mit Sporen beimpft. Die Kultur wurde im
Phasenkontrastmikroskop auf Reinheit Uberpruft. Die Zellen wurden mittels

Zentrifugation (7.000 x g; 20 min; 6°C) geerntet.

3.2 Cellulomonas cellulans

Zur Praparation von Exoenzymen wurde dieser Stamm in 100 ml DSM Medium 65
mit 4% Starke bei 30°C in 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 150 U/min
uber Nacht angezogen. Beimpft wurde mit Zellen von Platte. Nach erfolgtem
Wachstum wurden die Zellen abzentrifugiert (2.000 x g; 15 min; 6°C) und der
Uberstand in ein neues GefaR abgegossen.

3.3 Escherichia coli

3.3.1  Zur Praparation von Plasmiden:

Je nach bendtigter Menge wurde der entsprechende Stamm in 5, 10, 100 oder 1000
ml LB-Medium, supplementiert mit 100 pg/ml geeignetem Antibiotikum, 16 h bei 37°C
und 150 U/min geschuttelt. Beimpft wurde mit Zellen aus Kolonien einer Agarplatte
mit Hilfe eines sterilen Holzstabchens (Zahnstocher). Zur Erhéhung des
Plasmidanteils (notwendig nur bei der Cosmid-Praparation) wurde bei einer ODsg

von 0,6 - 0,8 170 ug/ml Chloramphenicol zugegeben und weitere 16 h inkubiert.

3.3.2  Zur Kontrolle der Transformation:

LB-Medium wurde mit 1,2 % Agar und nach dem Autoklavieren bei ca. 60°C mit 100
pg/ml geeignetem Antibiotikum versetzt. Wenn das Fremdgen unter der Kontrolle des
lac—Promotors stand, wurden zusatzlich noch 40 pg/ml X-Gal und 0,16 mM IPTG
zugegeben. Das Medium wurde in Petrischalen gegossen und nach dem Erkalten
wurden 10 bis 100 pl Transformationsansatz ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei
37°C uber Nacht.

3.3.3  Zur Expression von Fremdprotein:

Die Stamme wurden in RM-Medium ohne Glukose, aber mit 0,2 % Arabinose (=
induzierende Bedingungen) und 100 ug/ml Ampicillin bei 37°C, 150 U/min fir 16 h
inkubiert. Angeimpft wurde mit Zellen aus Kolonien einer Agarplatte mit Hilfe von

sterilen Holzstabchen (Zahnstocher). Nach Wachstum wurden die Zellen auf Eis
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abgekuhlt und mittels Zentrifugation (3.000 x g; 5 min; 4°C) sedimentiert. Zur
Weiterbehandlung wurden sie in geeignetem Puffer suspendiert.

3.3.4  Zur Herstellung kompetenter Zellen:

Fur Elektroporation:

E. coli DH5a wurde in 10 ml LB Medium bei 37°C, 150 U/min Uber Nacht inkubiert.
Mit 10 pl dieser Vorkultur wurden 0,5 | LB beimpft und anschliel’end bei 37°C und
150 U/min inkubiert. Bei einer optischen Dichte (gemessen bei A=580 nm) von ca. 1
wurde die Kultur auf Eis bis auf ca. 4°C abgekuhlt. AnschlieRend wurde sie bei 4°C
zentrifugiert (3.000 x g; 5 min), die Zellen in 0,5 | 10% Glycerin (eiskalt) vorsichtig
suspendiert und erneut zentrifugiert (3.000 x g; 5 min; 4°C). Nun wurden die Zellen
zweimal in 30 ml 10% Glycerin (eiskalt) gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen in
geringstmdglichem Volumen in 10% Glycerin (eiskalt) suspendiert und in 40 pl
Portionen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Diese kompetenten Zellen konnten

bei —70°C fur 4 Wochen gelagert werden.
Far CaCl,-Methode:

E. coli LMG194 wurde in 10 ml LB bei 37°C und 150 U/min Uber Nacht inkubiert. 10
Ml dieser Vorkultur dienten als Inokulat fur 0,4 | LB. Dieser Ansatz wurde ebenfalls bei
37°C und 150 U/min inkubiert. Bei einer optischen Dichte ODsgy = 0,6 wurde die
Kultur auf Eis abgekuhlt, bei 3.000 x g 5 min zentrifugiert und in 40 ml eiskaltem
CaCl,-Puffer (60 mM CaCl,, 15% Glycerin, 10 mM PIPES, pH = 7) vorsichtig
suspendiert. Anschlielend wurden die Zellen auf gleiche Weise noch zweimal
gewaschen und zuletzt in 4 ml wassriger CaCl,—Losung suspendiert. Bei —70°C

wurden 250 ul Portionen eingefroren und maximal 4 Wochen gelagert.

3.4 Hefen:

Die Hefen wurden in 100 ml oder 1,5 | YM-Medium angezogen. Das Wachstum
erfolgte in 500 ml bzw. 5 | Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 25°C schuttelnd (150
U/min) Uber Nacht.
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4 Biochemische Methoden

4.1 Aufbrechen von Escherichia coli mit French Press

Frisch geerntete Zellen wurden in maximal 4 ml 0,1 M MES-Puffer pH 6,8 auf Eis
suspendiert. Diese Zellsuspension wurde in der French Press einem Druck von
12.000 psi ausgesetzt. Durch vorsichtiges Offnen des Auslaventils wurde der Druck
plotzlich abgelassen und dadurch die Zellen aufgebrochen. Dieser Vorgang wurde
einmal wiederholt, die Suspension wurde dabei klar. Im Phasenkontrastmikroskop
wurde der Aufbruch kontrolliert. Die Zellbruchstlicke wurden mittels Zentrifugation

(4°C, 5.000 x g, 10 min) abgetrennt. Der Uberstand wurde als Rohextrakt bezeichnet.

4.2 Praparation von SDS-Zellwanden

4.2.1 Zellaufschluf® mit Glasperlen (Schleifer und Kandler, 1967)

Zur Praparation von Zellwanden wurden die Zellen mit Glasperlen (& 0,3 mm; Braun,
Melsungen) und etwas H.0niq. vermischt, so dal® ein dicker Brei entstand. Nach
Zugabe je einer Spatelspitze DNase | und RNase (Boehringer/Roche, Mannheim)
wurden die Zellen in einer Zellmuhle (Buhler, Tubingen) 15 min unter Wasserkuhlung
aufgeschlossen. Der Zellaufschlufy wurde im Phasenkontrastmikroskop uberprift.
Nach komplettem Aufschlul® wurde das Zellhomogenat mittels einer Fritte (Schott D
1) abgenutscht und die Zellwande aus dem Zellhomogenat mit einer Kuhlzentrifuge
(Sorvall, 48.000 x g, 20 min, 4°C) sedimentiert. Dieses Sediment wurde als

Rohzellwand definiert.

4.2.2 Entfernung von Membranresten und nicht kovalent gebundenen Proteinen
(Braun und Rehn, 1969).

Die Rohzellwand wurde in moglichst wenig Saline suspendiert und unter Rihren auf

ca. 90°C erhitzt. Gleichzeitig wurde aquivoluminal 8% iges SDS ebenfalls bis zum

Sieden erhitzt. Zellwande und SDS wurden dann in einem 1 | Erlenmeyerkolben

vereinigt und 30 min am Siedepunkt unter standigem RuUhren inkubiert. Nach

AbkUhlung auf Raumtemperatur wurden die Zellwande sedimentiert (20.000 x g; 10

min; 6°C) und lyophilisiert. Diese so erhaltenen Zellwande wurden als SDS-
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Zellwande definiert. Die SDS-Zellwande von Saccharomyces cerevisiae werden im
folgenden als SDS-HZW bezeichnet.

4.3 Hydrolysen

4.3.1 Milde saure Hydrolyse

2 mg getrockneter Probe (z.B. SDS-Zellwande) wurden in 200 pyl 2 M HCI
aufgenommen und 3 Stunden bei 100°C in einem zugeschmolzenen Glasrohrchen
(Fiolax) hydrolysiert. Das Glasrohrchen wurde aufgebrochen und die Probe im

Luftstrom getrocknet.

4.3.2 Totalhydrolyse

2 mg getrockneter Probe (z.B. SDS-Zellwande) wurden in 200 pyl 4 M HCI
aufgenommen und 16 h bei 100°C in zugeschmolzenen Glasrohrchen (Fiolax)
hydrolysiert. Das Glasrohrchen wurde aufgebrochen und die Probe im Luftstrom

getrocknet.

4.3.3 Hydrolyse mit Trifluoressigsaure

In Anlehnung an die Methode, wie sie von Hartland et al. (1996) beschrieben ist,
wurden 100 mg SDS-Zellwande von Saccharomyces cerevisiae in 500 pyl 2 M
Trifluoressigsaure suspendiert und 15 min in zugeschmolzenen Glasrohrchen
(Fiolax) bei 100°C inkubiert. Die Uberschussige Saure wurde abgeblasen. Dadurch

entstanden verschieden lange Glukanketten.

4.4 Probenaufbereitung fur gaschromatographische Untersuchungen

441 Reduktion (Albersheim et al., 1967)

Eine trockene Probe (z.B. hydrolysierte Probe) wurde in 200 ul 1 M NH4OH gelost
(pH > 7!) und mit 200 ul Natriumborhydrid (20 mg NaBH4/ml 0,1 M NH4OH) versetzt.
Nach einstindiger Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 1-2
Tropfen Eisessig gestoppt. Es folgten drei Waschungen, wobei die Probe jeweils in 1

ml Methanol aufgenommen und anschliel3end im Luftstrom getrocknet wurde.

4.4.2 Acetylierung
Nach der Methode von Holligan und Drew (1971) wurde die trockene Probe in 300 pl
Pyridin (wasserfrei)/Essigsaureanhydrid (1:1) geldst und eine Stunde bei 60°C in
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einem zugeschmolzenen Glasrohrchen im Dunkeln inkubiert. Nach Abkuihlung wurde
die Probe dreimal in Chloroform gewaschen. Im letzten Schritt wurde die Probe mit 1
ml Chloroform und 1 ml HzOpiq. versetzt, gut gemischt und zur Phasentrennung bei
1.000 x g 2 min zentrifugiert. Die Chloroformphase wurde vorsichtig abgenommen

und im Luftstrom getrocknet.

443 Analyse

Aliquots der acetylierten Probe wurden — geldst in Chloroform — in den
Gaschromatographen (Packard, Modell 438 mit Flammenionisationsdetektor)
injiziert. Die peracetylierten Alditole bzw Polyole wurden in einer 2 x 1.000 mm
Glassaule, die mit 3% SP 2340 auf 100/200 Supelcoport (Supelco Inc.) gepackt war,
aufgetrennt. Bei der Auftrennung wurde die Saule geheizt: Nach 2 min 140°C stieg
die Temperatur mit einer Rate von 6°/min auf 270°C. Diese Temperatur wurde 3 min
gehalten. Als Tragergas wurde N, 5.0 mit einer FlieRgeschwindigkeit von 15 ml/min
durch die Saule geleitet. Als Brenngase dienten H; 5.0 (15 ml/min) und synthetische
Luft (200 ml/min). Die durch die lonisierung der Alditole bzw. Polyole
hervorgerufenen Spannungsanderungen und die Retentionszeiten wurden von einem
Integrator (CR6A von Shimadzu) protokolliert. Durch Vergleich mit geeigneten

Standards konnten die Alditole bzw. Polyole bestimmt und quantifiziert werden.

444 Bestimmung des Anteils von SDS-HZW am Trockengewicht von
Streptomyces globisporus-Kulturen

Nach Wachstum einer mit SDS-HZW stimulierten Kultur von Streptomyces
globisporus wurde die Kultur zentrifugiert (5.000 x g; 20 min; 6°C), das Sediment
gefriergetrocknet und  anschlieBend gewogen. Dies entspricht dem
Gesamttrockengewicht. 2 mg dieses Lyophylisats wurden fur die
Gaschromatographie aufbereitet. Die festgestellte Menge an Glukose ist proportional
zur SDS-HZW-Menge im Lyophylisat. Die Zellwand von Saccharomyces cerevisiae

besteht zu ca. 47% aus Glukan.

4.5 Probenaufbereitung fur den Aminosaurenanalysator (ASA)

2 mg Probe (z. B. SDS-Zellwande) wurde totalhydrolysiert. Dann wurde die
getrocknete Probe in 1 ml Dilutionspuffer (4,8 g NaOH, 16,8 g NaCitrat, 8 ml HClyonz,
1 ml Phenol, 20 ml 25% waldriger Thiodiethanol ad 1 | H,O, pH 2,2) aufgenommen
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald (Eppendorf-Cap) uberfuhrt. Unldsliche Partikel
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wurden abzentrifugiert (2.000 x g; 1 min). Die so aufbereitete Probe wurde in den
Aminosaurenanalysator (Biotronic LC 6001) injiziert. Bei der automatischen
Aminosaurenanalyse werden Aminosauren und Aminozucker durch ein
Kationenaustauschersystem unter Anstieg von pH, lonenstarke und Temperatur

aufgetrennt. Die apparativen Bedingungen dabei lauten:
Vorwaschsaule: Harz BTC F, 6 x 30 mm

Trennsaule: Trennharz BTC 2710, 4 x 210 mm
PufferdurchfluBrate: 20 ml/h

NinhydrindurchfluRrate: 20 ml/h

Temperatur: T¢: 48,8°C, T,: 59,2°C, T3: 64,5°C
Detektion: Absorption gemessen bei A = 570 nm
Protokollierung: Integrator CR1A von Shimadzu

Die Identifizierung und Quantifizierung der Aminosduren und Aminozucker erfolgte

durch Vergleich mit geeigneten, quantitativen Standards.

4.6 Praparation fur Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die zu untersuchenden Zellsuspensionen wurden zentrifugiert (16.000 x g; 10 min;
RT). Das Sediment wurde in 50 Volumen Fixans (2,5% Glutaraldehyd in 75 mM
Cacodylat, pH 8,0) suspendiert und auf Eis geklhlt. Diese Praparate wurden von
Prof. Dr. Wanner (Ludwig Maximilians Universitat Munchen, Institut fur Botanik)

weiterverarbeitet und fotografiert.

4.7 Proteinbestimmung

Es wurde der BCA Test der Firma Pierce (Produktnummer: 23225) verwendet. Dabei
wird die Biuret-Reaktion (Reduktion von Cu?* zu Cu'* durch Proteine) ausgeniitzt.
Das reduzierte Kupferion wird von zwei Molekilen BCA (Bicinchoninsaure)
komplexiert. Die Absorption dieses Komplexes wurde bei A=562 nm gemessen. Als

Standard wurde BSA oder IgG verwendet.
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4.8 Gelelektrophorese

4.8.1 Auftrennung von DNA im Agarosegel

Agarose (Serva) wurde im HyOpig. suspendiert (0,8% w/v) und im Mikrowellenofen
geschmolzen, durch Zugabe von 1/50 Volumen 50xTAE (141 g Tris + 28,6 ml
Essigsaure + 50 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 ad 500 ml H,Oyiq.) leitfahig gemacht und in
ein mit Ethanol gereinigtes Tablett gegossen. Die Taschen wurden durch Einsetzen
eines Kammes erzeugt. Nach Erstarren der Agarose wurde das Gel in eine
Pufferkammer gelegt, die mit TAE-Puffer befillt wurde, bis das Gel gerade bedeckt
war. Die DNA wurde mit Auftragspuffer (60% Saccharose, 0,1% Bromphenolblau,
100 mM EDTA) vermischt und in die Taschen pipettiert. Durch Anlegen von Strom
(100 mA, 150 V) konnten DNA-Sticke nach ihrer GroRe aufgetrennt werden. Die
DNA wurde mit UV-Licht sichtbar gemacht, nachdem das Gel in einer

Ethidiumbromidlosung (0,5 pg/ml HyOpig ) fur drei Minuten inkubiert worden war.

4.8.2 Auftrennung von Proteinen im Polyacrylamidgel

Proteine wurden nach der von Laemmli (1970) beschriebenen Methode mit 10%
SDS-Polyacrylamidgelen (4% Sammelgel, 10% Trenngel) aufgetrennt. Zuvor wurden
die Proben in Auftragspuffer (10% Glycerin, 2% SDS, 1% Mercaptoethanol, 0,01%
Bromphenolblau) 5 min bei 95°C denaturiert.

4.9 Farbungen von Proteinen

4.9.1 Farbung mit Coomassie Blau R250B

Polyacrylamidgele wurden sofort nach Beendigung der Auftrennung der Proteine im
elektrischen Feld in der Farbelésung (1,6 g Coomassie Blau R250B, 415 ml
Methanol, 415 ml HyOyq, 170 ml Essigsaure) 20-30 min inkubiert. Zum Entfarben
wurden die Gele in einer Methanol-Wasser-Essigsaure-Losung (3:6:1) geschdttelt,
bis der Hintergrund wieder entfarbt war. PVDF-Membranen (Porablot, Macherey &
Nagel) wurden genauso behandelt, auBer dal} der Methanolanteil in beiden

Lésungen auf 40% eingestellt war.

4.9.2 Farbung mit Silbernitrat
Ein Polyacrylamidgel wurde sofort nach Beendigung der Auftrennung der Proteine im
elektrischen Feld eine Stunde im Fixierer (50% Ethanol, 12% Essigsaure, 0,02%

Formaldehyd) geschuttelt. Nach dreimaligem 20 min Waschen in 50% Ethanol wurde
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das Gel mit Natriumthiosulfat (0,2 g/l) 1 min vorbehandelt, dreimal fir 20 s mit H2Opjg.
gewaschen und dann 20 min im Silberbad (2 g/l Silbernitrat, 750 pl/l 37%
Formaldehyd in H2Oyiq) inkubiert. Anschlielend wurde das Gel wieder dreimal mit
H2Opiq. gewaschen und dabei in eine neue Wanne Uberfuhrt. Jetzt wurde das Gel
solange im Entwickler (60 g/l Natriumcarbonat, 500 pl/l 37% Formaldehyd, 4 mgl/l
Natriumthiosulfat) inkubiert (5-20 s), bis die ersten Banden sichtbar wurden. Sofort
wurde das Gel mit HyOpig, gewaschen und fur 10 min im Stoppbad (560% Ethanol, 12
% Essigsaure) geschwenkt. AbschlieBend wurde das Gel 20 min in 50% Ethanol

gewaschen.

4 .10 Aktivitatstests zum Nachweis der Glukanase

4.10.1 Qualitativer, turbidimetrischer Test:

Enzymlésung wurde in einer 1,5 ml Kuvette mit 0,1 M MES pH 6,7 auf 900 ul
verdunnt. Als Substrat pipettierte man - wenn nicht anders angegeben - 100 pl mit
Ultraschallhomogenisator (B.7.2) fein  suspendierte = SDS-Zellwande von
Saccharomyces cerevisiae (9 mg/ml). Die Klvette wurde mit Parafilm verschlossen
und in der Hand geschuttelt. Dies war Zeitpunkt t = 0. Es folgte eine Inkubation von
meist drei Stunden bei 37°C, wobei wahrend der ersten Stunde alle 10 min,
anschlie3end alle 30 min die optische Dichte bei A = 580 nm im Spektralphotometer
(Kontron) gemessen wurde. Unmittelbar vor jeder Messung mulfdte die Klvette kurz
geschuttelt werden, da das Substrat zwischen den Melzeitpunkten sedimentierte.
Die Abnahme der optischen Dichte war ein Mald fur die Hydrolyse des B-(1,3)-

Glukans und somit fur die Aktivitat der Curdlanase.

4.10.2 Quantitativer, enzymatischer Test (leicht verandert nach Boehringer/Roche):
Um die Menge an wahrend der Inkubationszeit des turbidimetrischen Tests
freigesetzter Glukose exakt zu bestimmen, wurden zum Zeitpunkt t=0 min und t=180
min 100 pl des Reaktionsansatzes entnommen. Die Probe t=0 wurde bis zur

Messung bei 6°C zwischengelagert.

In einer 1,5 ml Kivette wurden 890 pul Puffer (0,75 M Triethanolamin, 10 mM MgSOQy;
pH 7,6), 100 ul 11,5 mM NADP, 100 pl 81 mM ATP und 100 ul Probe
zusammenpipettiert, mit Parafilm abgedeckt, durchmischt und bei einer Wellenlange
von 340 nm im Spektralphotometer gemessen. Dies entspricht dem Nullwert (Eo). Zu

diesem Ansatz wurden 10 pl einer Losung von Hexokinase und Glukose-6-phosphat-
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Dehydrogenase (HK/G6P-DH: 2 mg HK/ml + 1 mg G6P-DH/mI; Boehringer/Roche)
zugegeben. Nach einer Inkubation von 15 min wurde erneut gemessen (Eg). In der
Zeit phosphoryliert die Hexokinase vorhandene Glukose zu Glukose-6-phosphat,
welches mit Hilfe von G6P-DH zu Glukonat-6-phosphat oxidiert wird. Die Subtraktion
Ec — Ep liefert ein Mal} fir die dabei entstandene NADPH,-Menge. Sie ist direkt
proportional zur in der Probe vorhandenen Glukose. Die Formel zur Berechnung
lautet:

oo V xMG
" & xdxvx1000

x AE =0,343x AE [g Glukose /I Probenlosung]

Formel: Berechnung der Glukosekonzentration im Reaktionsansatz

V = Testvolumen; MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Substanz; ¢
Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm (=6,3); d = Schichtdicke der Kivette [cm]; v
Probenvolumen; ¢ = Konzentration der Glukose; AE = Differenz der gemessenen Extinktionswerte
Ec-Eo

4.10.3 Agarose Lyse Tests

Das Durchmustern von vielen verschiedenen Polymeren erfolgte mittels eines
Lysetests auf Objekttragern. Die untersuchten Polymere wurden in Agarose
einpolymerisiert. War die Tribung der Agarose durch die unldslichen Polymere nicht
stark genug, wurden gefarbte Polymere eingesetzt (Remazol Brillant Blau oder
Violett; Loewe). Dazu wurden Suspensionen verschiedener Polymere zusammen mit
2 %-iger Agarose aufgeschmolzen und jeweils 4 ml auf einen Objekttrager mittels
Pasteurpipette aufgebracht. In die erstarrte Agarose wurden mit einem an eine
Vakuumpumpe angeschlossenem Stahlrohr in regelmafigen Abstanden 3-5 Locher
(0=2,5 mm) ausgestanzt. In diese Brunnen wurden dann 10 pl Enzymidsung
einpipettiert. Die fertigen Objekttrager wurden bei 37°C in einer feuchten Kammer,
einer festschlieRenden Plastikschissel, inkubiert. Zum Schutz vor Kontamination war
diese mit 70 % Ethanol angefeuchtetem Filterpapier ausgelegt. Wahrend der
Inkubationszeit diffundieren die Enzyme 2-4 mm weit in die Agarose und lysieren dort
die eingebetteten Polymere. Nach 12-48 h wurde die Aufklarung des triben

Polymers rund um einen Brunnen vermessen.
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4.10.4 Zymogramm: ,Curdlanblot"

Bei diesem Verfahren wurde die Renaturierungsfahigkeit der Curdlanase ausgenutzt.
Proteinlosungen wurden normal (Inkubation mit SDS-Probenpuffer allerdings bei
37°C) im SDS-PAGE aufgetrennt und anschliel3end auf ein Curdlangel geblottet. Das
Curdlangel wurde wie andere Polyacrylamidgele gegossen, allerdings mit zwei
Unterschieden: 1. ohne Sammelgel; 2. statt 1 mm Dicke nur 0,6 mm, zur
Konzentrierung der Proteine und damit praziseren und scharferen Erkennung der

lytischen Banden. Der Aufbau der Blotkammer ist in Abb. 2 dargestellt.

Kathodenseite
Proteingel | Al Curdlangel
IH 1 Whatmann 3MM
Anodenseite Filterpapier
A Vlies
Blotkammer ! Gitter

Abbildung 2: Schema einer Blotkammer
Dargestellt ist der Aufbau einer Blotkammer fir den ,,Curdlanblot”. Beim Westernblot wurde statt des
Curdlangels eine PVDF-Membran (Porablot, Macherey & Nagel) eingesetzt.

Diese Blotkammer wurde mit einem nativen Blotpuffer (200 mM Glycin; 25 mM
Tris/HCI; pH 6,7) gefullt. Bei 6°C, 30 V, 500 mA wurden die Proteine 20 min
geblottet. Dabei wurden ca. 75% der Proteine zwischen 50 kDa und 80 kDa aus dem
Proteingel in bzw. durch das Curdlangel geblottet. Dies ergaben Vergleiche von
geblotteten mit nicht geblotteten Gelen. Das Curdlangel wurde in 0,1 M MES-Puffer
pH 6,8 bei 37°C inkubiert. Nach 30-300 min konnten entfarbte Bereiche detektiert
werden. Diese Bereiche wurden lytische Banden genannt und dienten als Nachweis

fuir das Vorhandensein von Curdlanase.

4.11 Westernblot

Um Proteine auf eine PVDF-Membran (Porablot, Macherey & Nagel) zu blotten
wurde dieselbe Kammer verwendet wie oben dargestellt. Statt des Curdlangels
wurde die PVDF-Membran eingelegt. Diese wurde zuvor in Methanol benetzbar
gemacht und anschlieBend bis zum Einsatz im Blotpuffer aquilibriert. Der Blotpuffer
bestand aus 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol und 0,1% SDS. Der pH
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wurde nicht eingestellt und betrug ca. 8,1. Die Blotbedingungen waren: 6°C, 60 V, 2
h, die Stromstarke stieg dabei von 250 mA auf 450 mA. Nach dem Blot wurde die
Membran eine Stunde mit 10%-iger Magermilch in TBS abgesattigt. Danach wurde
die Membran fir die Detektion mit Antikbérpern oder mit einem Nickel-

Nitriloessigsaure-Konjugat weiterbehandelt.

4.11.1 Detektion mit Antikdrpern

Nach der Absattigung erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper (5%
Magermilch in TBS (0,1 M Tris, 0,9% NaCl, pH 7,4) + 20 ul Antiserum) flr
mindestens vier Stunden. Nach 5 mal 5 minitigem Waschen mit Tween/TBS (TBS,
1% Tween 20) wurde die Membran drei Stunden mit dem sekundaren Antikérper (5%
Magermilch in TBS + 10 pl a-Ratte-POD (Antikdrper gegen Ratten-IgG, gekoppelt
mit Meerrettichperoxidase) inkubiert. Die Umsetzung erfolgte entweder mit
Diaminobenzidin oder mit Luminol. Letzteres ist empfindlicher, die Schwarzung auf
dem Rodntgenfilm ist dauerhaft und die Membran kann zur Kontrolle z.B. mit

Coomassie gefarbt werden.

4.11.2 Detektion mit dem Nickel-Nitriloessigsaure-Meerrettichperoxidase-Konjugat
(Ni-NTA-HRP; Qiagen)

Voraussetzung fur diese Methode sind zugangliche, direkt benachbarte Histidine im
Protein. Das 31 kDa Protein der bei SDS-PAGE verwendeten Grofdenstandards ist
eine Carboanhydrase. Dieses Enzym hat vier benachbarte Histidinreste und kann
deshalb als Positivkontrolle fur das Funktionieren dieser Methode verwendet werden.
Die Nickel-Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA) besetzt vier der sechs
Ligandenbindungsstellen des Nickelkations (Ni**). Damit bleiben zwei Bindestellen
frei, an die benachbarte Histidine gut koordinieren konnen. Gleichzeitig ist die
verwendete Ni-NTA mit der Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. Dies macht eine
Detektion mit Diaminobenzidin mdglich. Chemolumineszenz-Substrate sind laut

Hersteller weniger gut geeignet.

Nach dem Westernblot und der Absattigung mit Magermilch wurde die Membran
dreimal fur 10 min mit Tween/TBS gewaschen. Dann erfolgte eine einstundige
Inkubation mit einer 1.000-fach verdunnten Stammlosung des Ni-NTA-HRP
Konjugats in Tween/TBS. Nach Waschen mit Tween/TBS (3 mal 5 Minuten) erfolgte

die Umsetzung mit Diaminobenzidin.
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4.11.3 Umsetzung mit Diaminobenzidin

Nach der Inkubation mit dem sekundaren Antikorper wurde die Membran 5 mal 5 min
in 25 ml Tween/TBS gewaschen. Wahrenddessen wurden 25 mg Diaminobenzidin in
50 ml HOpig. mit 0,1% Triton X100 geldst. Als Katalysator wurden 10—40 pl 30%-iger
H,O, dazugegeben. In dieser Losung wurde die Membran bis zur deutlichen
Braunung der Banden inkubiert (5—20 min). Die Reaktion wurde gestoppt, indem die
Membran mit H,O gespult wurde. Schwache Banden wurden erst beim Trocknen der

Membran sichtbar.

4.11.4 Umsetzung mit Luminol

Nach der Inkubation mit dem sekundaren Antikorper wurde die Membran 3 mal 10
min in 25 ml Tween/TBS gewaschen. Wahrenddessen wurde eine
Chemolumineszenzlésung aus 10 ml Losung 1 (100 ml 100 mM Tris/HCI pH 8,5 + 1
Aliquot Luminol-Lsg. (Luminol-Lésung: 0,44 g Luminol in 10 ml DMSO; gelagert als 1
ml Aliquots bei -20°C) + 1 Aliquot para-Cumarsaure (Para-Cumarsaure: 0,15 g in 10
ml DMSO; gelagert als 0,44 ul Aliquots bei -20°C)) + 10 ml Losung 2 (100 ml 100
mM Tris/HCI pH 8,5, 60 ul H0O;) in einem dunklen Gefal® gemischt. In der
Dunkelkammer wurde als erstes Entwickler-, Stop- und Fixierbad (Standardlésungen
zur Entwicklung von Rodntgenfilmen) hergerichtet, Klarsichtfolie zurechtgelegt und
Rontgenfilm zurechtgeschnitten. Die gewaschene Membran wurde mit fertiger
Chemolumineszenzlésung Uberschichtet und 1 min geschuttelt. Die Membran wurde
auf eine saubere Platte gelegt, mit Klarsichtfolie abgedeckt und darauf der
Roéntgenfilm gelegt. Die Expositionsdauer betrug ca. 10 s bis 5 min (je nach der
Intensitat der Lumineszenz). Der so belichtete Film wurde sofort in das Entwicklerbad
getaucht und ca. 1 min darin geschuttelt, dann kurz durch das Stopbad gezogen und
fur 5 min im Fixierbad hin und her bewegt. Anschlieend wurde der Film 5 min im

Wasserbad gewaschen und daraufhin getrocknet.

4.12 Neutralzuckerbestimmung (Dubois et al., 1956)

Alle Klassen von Zuckern und Zuckerderivaten kdnnen im Bereich von 10 nmol bis
10 uymol mit dieser Methode detektiert werden. Zu 200 ul Probe wurden 200 pl 5%
Phenol (w/v in HyO) pipettiert. Nun wurde 1 ml konzentrierter Schwefelsaure

dazugegeben und sofort grundlich auf einem Vortex gemischt. Die dabei
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entstehende rot-orange Farbung wurde bei 2=490 nm im Spektralphotometer

(Kontron) gemessen. Als Standard wurde Glukose eingesetzt.

5 Chromatographische Methoden

5.1 Dunnschichtchromatographie (Lewis und Smith, 1967)

Die Auftrennung der Hydrolyseprodukte von Curdlan mit 2 M Trifluoressigsaure bzw.
von Hefezellwand mit Curdlanase erfolgte auf Kieselgel 60-Platten (Merck). Dazu
wurden die I6slichen Hydrolyseprodukte in der SpeedVac getrocknet oder
lyophilisiert und in 10 pl H2O0nig. gelost. Die Proben wurden mit Hilfe einer
Glaskapillare tropfenweise auf einer Grundlinie aufgetragen. Als Standard wurden 10
Ml einer 27 mM Glukosel6sung eingesetzt. Die Platte wurde zweimal im Laufmittel
Pyridin/Ethylacetat/Eisessig/H,O im Verhaltnis 5:5:1:3 (v/v) entwickelt. Die erste
Auftrennung dauerte 6 Stunden, die zweite 3 Stunden. Dazwischen war die Platte
getrocknet worden. Die Detektion erfolgte durch Aufsprihen von 1%-igem Phenol in
Schwefelsaure und anschlielender Veraschung im Trockenschrank (100°C, 10-20

min).

5.2 Konventionelle Chromatographie

5.2.1 Gelfiltration mit Biogel P4 (Bio-Rad)

Die Hydrolyseprodukte von Curdlan (B.4.3.3) wurden nach ihrer Grof3e Uber eine
Biogel P4-Saule getrennt. Das Gelbett war 115 cm lang und der Durchmesser betrug
1,6 cm. Die FlieRgeschwindigkeit wurde auf 0,4 ml/min eingestellt (Econopumpe,
Bio-Rad). Als Laufmittel wurde H,Oyq. verwendet. Die gesammelten 3 ml-Fraktionen

wurden lyophilisiert und der Neutralzuckergehalt bestimmt.

5.2.2 Affinitatschromatographie mit Protein G Sepharose fast flow (Pharmacia)

Zur Reinigung der Antikérper der Klasse IgG wurden 500 pl des gewonnenen
Antiserums (B.7.5) zentrifugiert (16.000 x g, 10 min, 6°C) und der Uberstand mit 250
pl Puffer A (20 mM Natriumphosphat pH 7,2) vermischt. Diese Probe wurde auf die
Protein G Sepharose fast flow Saule aufgetragen. Die Saule wurde solange mit
Puffer A gespult (Econopumpe, Bio-Rad: 0,8 ml/min) bis die Extinktion des
Durchlaufs (gemessen bei 280 nm) wieder auf den Ausgangswert zurickging. In

diesem Durchlauf befanden sich Antikorper der Klasse IgM und Serumproteine. Die
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an Protein G gebundenen Antikorper der Klasse IgG wurden anschlielRend mit Puffer
B (0,1 M Glycin/HCI pH 2,7) eluiert. Durch Vorlage von 1M Tris pH 9,0 im
Sammelgefall wurde das Eluat sofort neutralisiert, um die Antikdrper zu stabilisieren.
Mittels Ultrafiltration mit Nanosep 50 K (B.7.3.1) wurden die Antikérper der Klasse
IgG auf 50 pl konzentriert, entsalzt und in Puffer A Uberflhrt.

5.2.3 Affinitatschromatographie mit Sepharose Chelating Saule (Pharmacia)

Die Sepharose Chelating Saule wurde nach Angaben des Herstellers —wenn nicht
anders angegeben- mit Ni**-lonen beladen. Zur Aufreinigung von Proteinen wurde
die Saule in das Econo-System (Bio-Rad) eingebaut. Das System bestand aus einer
peristaltischen Pumpe, die auf eine Leistung von 6 ml/min eingestellt wurde, einem
Photometer (Detektionswellenlange 280 nm) und einem externen Schreiber (LKB).
Die Chromatographie wurde bei 6°C durchgefuhrt.

Zur Reinigung der heterolog exprimierten, mit Histidin markierten Curdlanase wurden
50 ul (= 0,5 mg Gesamtprotein) des Rohextraktes einer 100 ml Kultur mit 450 pl
Auftragspuffer (25 mM Imidazol, 0,5 M NaCl, 25 mM Tris/HCI pH 7,5) verdinnt und
auf eine 5 ml Sepharose Chelating Saule (Pharmacia) aufgetragen. Die Saule wurde
solange mit Auftragspuffer gewaschen (10 Saulenvolumina), bis die gemessene
Extinktion wieder auf den Ausgangswert gesunken war. Die ersten und die letzten
500 ul des sogenannten Durchlaufes wurden gesammelt. Die angebundenen
Proteine wurden mit 5 ml Elutionspuffer (entspricht Auftragspuffer, enthalt aber 0,5 M
Imidazol) von der Saule eluiert, gesammelt und mittels Ultrafiltration entsalzt und
konzentriert (B.7.3.1).

5.3 Hochleistungs-Flussigkeits Chromatographie (HPLC)

Die verwendete HPLC Anlage von LKB bestand aus der Doppelkopfpumpe LKB
2150, dem Photometer LKB 2151, der Steuereinheit LKB 2152 und der
Begasungseinheit LKB 21556 (die Puffer wurden mit He 4.6 begast).

5.3.1  Gelfiltration mit Superdex 200 Saulen (Pharmacia)

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer apparenten Grole wurden zwei
verschiedene Saulen benutzt: Superdex 200 HiLoad und Superdex 200 HR30/10.
Die Superdex 200 HiLoad eignet sich fur praparative Zwecke. Sie ist gepackt mit

Partikeln einer GroRe von =13 uym. Das Gelbett ist 100 cm lang und mif3t im
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Durchmesser 16 mm. Dadurch kann man die Saule mit mehr Probenmaterial
beladen und hohere Fliellgeschwindigkeiten (1ml/min) benutzen als bei der HR30/10
(0,5 ml/min). Die zweite Saule Superdex 200 HR30/10 ist mit Partikeln der Grolde
@=9 ym gepackt. Die Gelbettdimensionen sind 30 cm Lange bei einem Durchmesser
von 10 mm. Diese Saule trennt wesentlich genauer als die HiLoad und eignet sich
deshalb flr analytische Zwecke. Als Puffer (eisgekuhlt) wurde fur beide Saulen 0,15
M Kaliumphosphat pH 6,8 verwendet. Die eluierenden Proteine wurden getrennt
nach Absorptionsmaxima manuell in Eis stehenden, sterilen Glasgefallen

gesammelt.

5.3.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie mit TSK 5PW (TosoHaas)

Die Auftrennung der Proteine auf Grund ihrer unterschiedlichen hydrophoben
Eigenschaften bzw. Oberflachen wurde mit der TSK 5PW Saule von TosoHaas
durchgefuhrt. Die Matrix der Saule besteht aus Phenylsepharose. Die Saule wurde
mit Puffer A (0,1 M Natriumphosphat, 1,5 M Ammoniumsulfat, pH 6,0) aquilibriert.
Proteine, die unter diesen Bedingungen an die Saule binden, wurden mit
abnehmender Ammoniumsulfatkonzentration eluiert. Um dies zu erreichen, wurde
der Anteil von Puffer B (0,1 M Natriumphosphat, pH 6,0) am Laufmittel erhéht. Die

Steuereinheit wurde dazu mit folgendem Gradienten programmiert:

40 50" 100% B
20" | 65% B
L o%B

0 10 51" 61"

Der Gradient war so eingestellt, dal} die Ammoniumsulfatkonzentration der Fraktion,
die Curdlanase-Aktivitat aufwies, sehr niedrig war. Dies hatte den Vorteil, da® die
nachfolgende Entsalzung und Konzentrierung mit Macrosep 10K (B.7.3.1) sehr

schnell durchgefuhrt werden konnte.
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6 Molekularbiologische Methoden

6.1 Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden wie DNA-Prazipitation, Hydrolyse von DNA
mit Restriktionsenzymen, Ligation, Elution von DNA aus Agarosegelen und
Dephosphorylierung von DNA wurden nach Sambrook et al. (1989) und Ausubel et
al. (1997) durchgefuhrt. Die verwendeten Enzyme stammten von Boehringer/Roche

und MBI und wurden nach den Angaben der Hersteller verwendet.

6.2 Isolierung genomischer DNA aus Streptomyces globisporus

Es wurde die Methode von Pospiech und Neumann (1995) angewandt. Zum
Zeitpunkt der Zellernte befanden sich die Zellen am Beginn der stationaren Phase
(bei Reinheitskontrolle unter dem Phasenkontrastmikroskop waren die ersten Sporen
zu sehen). Nach der Zellernte in einer Kuhlzentrifuge und einmaligem Waschen in
Saline (0,9% NaCl) wurden die Zellen mit eiskaltem Aceton nachgewaschen
(Kutchma, 1997) und 5 min auf Eis gestellt. Das Aceton wurde vorsichtig
abgeblasen. Nun wurden die Zellen in SET-Puffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20
mM Tris pH 7,5) suspendiert und eine Stunde mit Lysozym (10 mg/ml) bei 37°C
inkubiert. Nach 30 min wurde DNase-freie RNase (200 ug/ml) zugegeben. Es folgte
eine dreistindige Proteinase K-Behandlung (0,5 mg/ml, 1% SDS) bei 55°C. Nicht
lysierte Zellaggregationen wurden abzentrifugiert (3.000 x g, 5 min, RT) und der
Uberstand vorsichtig in ein steriles SS34-Rdérchen Uberfiihrt. Das Zelllysat wurde mit
5 M NaCl auf 1,25 M NaCl eingestellt. Anschlielend wurden 5 ml Chloroform
zugegeben und der Ansatz 30 min vorsichtig gemischt. Nach einer kurzen
Zentrifugation zur Phasentrennung (2.500 x g, 10 min, RT) wurde die DNA-
beinhaltende walrige Phase vorsichtig abgenommen, mit 0,6 Vol Isopropanol
versetzt und vorsichtig gemischt. Nach 3 min wurde die DNA mit einer
zugeschmolzenen Pasteurpipette aufgespult und in 70%-igem Ethanol gewaschen.
Die nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgten in der Sterilbank. Dort wurde die
aufgespulte DNA im Laminarluftstrom angetrocknet, bis das Ethanol verdunstet war.
Als letztes wurde die DNA in 2 ml TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7,95)
bei 55°C geldst. Zur Kontrolle und Quantifizierung wurden 5, 10 und 20 ul in einem

0,8%-igem Agarosegel aufgetrennt, mit Ethidiumbromid (5 pg/ml) inkubiert und unter



Material und Methoden 28

UV-Licht fotografiert. Anhand eines mitgefihrten Standards konnte die Menge

abgeschatzt werden.

6.3 Dichtegradientenzentrifugation (Sambrook et al., 1989)

Zur Herstellung des Dichtegradienten wurden sukzessive 2 ml 40%-ige, 32,5%-ige,
25%-ige, 17,5%-ige, und 10%-ige Saccharose (gelost in STE-Puffer: 1 M NaCl, 20
mM Tris/HCI, 5 mM EDTA, pH 8,0) in einem 17 ml Zentrifugenrohrchen eingefroren.
Auf diese gefrorenen Saccharoseschichten wurde die vorbehandelte DNA pipettiert.
0,3 mg genomische DNA war mit dem Restriktionsenzym Sau3A (30 Units, 2min,
37°C in 600ul Sau3A-Puffer (Boehringer/Roche)) inkubiert worden. Nach einer
Hitzeinaktivierung des Enzyms (10 min, 65°C) wurde die DNA mit Ethanol gefallt und
in 100 ul TE-Puffer gelost. Kurz vor dem Auftragen auf den Saccharose-Gradienten
wurde die DNA flr 5 min bei 65°C inkubiert (zur Auflésung etwaiger Aggregate). Die
Auftrennung der verschieden langen DNA-Abschnitte erfolgte mittels Zentrifugation in
einem Swing-out-Rotor (DuPont AH 627) fur 24 h bei 20°C und 27.000 U/min. Dabei
taut die Saccharose auf, der Dichtegradient bildet sich aus und die DNA-Abschnitte
ordnen sich entsprechend ihrer Lange im Gradienten an. Nach der Zentrifugation
wurde vorsichtig von oben nach unten 0,5 ml Fraktionen mit einer abgeschragten
Spitze herauspipettiert. 10 pl Aliquots dieser Fraktionen wurden in einem 0,8%-igen
Agarosegel auf DNA-Gehalt und GroRRe untersucht. Die Fraktionen mit DNA-Langen
von 500 bp bis 2 kbp wurden getrennt gefallt und in TE-Puffer geldst.

6.4 Southernblot (Sambrook et al., 1989)

DNA-Proben wurden in einem 0,8%-igen Agarosegel aufgetrennt. Dann wurde das
Gel in 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH 45 min bei RT inkubiert und damit die DNA
denaturiert. Anschlieend wurde das Gel kurz mit H,O gespult und 30 min in 1 M
Tris, 1,5 M NaCl, pH 7,4 mit mehrmaligem Pufferwechsel neutralisiert.
Wahrenddessen wurde die Blotapparatur aufgebaut: Ein Plexiglasquader wurde mit
3MM Filterpapier (Whatman) umwickelt und in ein Tablett gelegt. Dieses Tablett
wurde mit 10xSSC-Puffer (1xSSC: 150 mM NaCl, 15 mM Trinatriumcitrat, pH 7,0) bis
knapp unter die Oberkante des Quaders geflllt. Das neutralisierte und markierte
Agarosegel wurde auf dem 3MM Filterpapier zentriert und mit einer Lage
gefenstertem Parafilm (das Fenster war um 1 cm kiirzer und weniger breit als das

Agarosegel) abgedeckt. Der Parafilm stellt eine Diffusionsbarriere fur den Puffer dar.



Material und Methoden 29

Somit war sichergestellt, dal® der Puffer durch das Agarosegel diffundieren muf3. In
dieses Fenster wurde die in SSC-Puffer eingeweichte, auf die Grolde des Fensters
zurechtgeschnittene und auf die gleiche Weise wie das Agarosegel markierte
Nylonmembran gelegt. Jetzt wurde die Membran mit 2 Lagen in SSC-Puffer
angefeuchtetem 3MM Filterpapier abgedeckt. Besondere Vorsicht galt dem
Vermeiden von Luftblasen zwischen den einzelnen Lagen. Darauf kamen mehrere
Schichten Saugpapier, die wiederum beschwert wurden. Kapillarkrafte sorgen dafur,
dall der SSC-Puffer vom Tablett durch das Agarosegel und die Nylonmembran ins
Saugpapier gezogen wird. Dabei wird die DNA mittransportiert und lagert sich an der
Nylonmembran an, da sie diese nicht durchdringen kann. Dieser Vorgang dauert
mehrere Stunden, deshalb wurde die Apparatur uber Nacht stehengelassen. Nach
dem Blotten wurde die Nylonmembran kurz in 6xSSC-Puffer gewaschen und auf
3MM Filterpapier 20 min bei 80°C getrocknet. Die DNA wurde anschliefend mit

energiereichem UV-Licht (Biometra UV-Crosslinker) fixiert.

Die so mit DNA beladene Nylonmembran wurde anschlielend mit 5 ml 5x Denhardt-
Losung (1xDenhardt-Losung: 20 mg Ficoll, 20 mg Polyvinylpyrrolidon, 20 mg BSA,
ad 100 ml H,O) und 5 ml ultraschallbehandelter Heringssperma-DNA (suspendiert in
Prahybridisierungspuffer: 6xSSC, 0,4% SDS, 20 mM NaH,;PQO,), beides auf 50°C
vorgewarmt, fur 2,5 h bei 50,3°C im Hybridisierungsofen drehend inkubiert. Diese
Temperatur liegt 10° unter der Schmelztemperatur des Primers. Die Hybridisierung
erfolgte dann Uber Nacht im gleichen Puffer, dem nur der frisch radioaktiv markierte
(B.6.5), gereinigte Primer dazupipettiert wurde. Nach der Hybridisierung wurde die
Nylonmembran solange mit Prahybridisierungspuffer gewaschen (10 min Inkubation
bei 40,3°C (= T - 20°), bis im Waschpuffer keine Radioaktivitat mehr nachweisbar
war. Die gewaschene Nylonmembran wurde in Frischhaltefolie gewickelt und zur
Kontrolle, ob die Hybridisierung erfolgreich war, mit einem Zahlrohr auf Radioaktivitat
uberpruft. Die radioaktive Nylonmembran wurde auf einen Rontgenfilm gelegt und
zusammen mit Verstarkerfolien in eine Kassette gespannt. Der Rdngtenfilm wurde
dann 40 h bei —70°C exponiert. Zuletzt wurde der Film in der Dunkelkammer

entwickelt.

6.5 Markierung von DNA-Oligomeren mit [y->*P]JATP

Far Southernblot-Analysen wurde der int1-Primer (C.6.1) in folgendem Ansatz
radioaktiv markiert: 1 ul int1 (=3 pmol/ul, 4 pl [y-32P]ATP (6000 Ci/mmol), 12,4 ul H20,
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0,8 pl T4 Polynukleotidkinase (Roche), 2 ul PNK-Puffer (Roche)). Dieser Ansatz
wurde zunachst 45 min bei 37°C, anschlielend 10 min bei 68°C inkubiert. Zur
Entfernung des verbliebenen [y-*P]JATP wurde der markierte Primer mit einer
Gelfiltrationssaule (1 ml, P 10, Bio-Rad) gereinigt. Bei einer Zentrifugation von 2 min
bei 2.000 x g eluiert der markierte Primer, das [y->?PJATP verbleibt auf der Saule.

6.6 DNA-Sequenzierung

Plasmide mit Fremd-DNA wurden nach der Methode von Holmes und Quigley (1981)
oder mit dem High Pure Plasmid Isolation Kit von Roche isoliert. Die DyeTerminator
Cycle-Sequenzierung mit  AmpliTag®FS erfordert  den Einbau von
fluoreszensmarkierten Nukleotiden (Prober et al., 1987). Dies geschah mit Hilfe eines
PCR-Ansatzes, bei dem zu dem fertigen Premix 1 pg Plasmid-DNA, 10 pmol
geeigneter Primer und H2Opiq. (Endvolumen 20 pl) zugegeben wurden. Nach 25
Zyklen im Thermocycler (10 s, 95°C (Aufschmelzen der DNA), 5 s, 60°C (Anlagern
von Primern an Einzelstrang-DNA), 4 min, 60°C (Transkribierung)) wurden die
amplifizierten DNA-Fragmente durch Fallung gereinigt, in 4 ul Probenpuffer (5 Teile
Formamid + 1 Teil 25 mM EDTA, pH 8,0) gelost und davon 2 pyl auf das Gel
aufgetragen. Die Auswertung erfolgte mit ABI Prism™377 DNA Sequenzer Automat

von Applied Biosystems/Perkin Elmer.

6.7 Transformation von Escherichia coli

6.7.1 Elektroporation:

DH5a-Zellen wurden mittels Elektroporation transformiert. Die Transformation
erfolgte in sogenannten EPO-Kulvetten (Bio-Rad). Auf Eis aufgetaute kompetente
Zellen wurden in einer EPO-Klvette mit 5-10 ng Plasmid-DNA 5 min auf Eis inkubiert
und anschlielend einem Elektropuls von 5-10 ms bei 2 kV bei 800 Q und 25 uF
ausgesetzt (Elektroporator, Bio-Rad). Diese Zellsuspension wurde in 0,5 ml
doppeltkonzentriertem LB-Medium (B.2.2.1) 30 min bei 37°C im schnell drehenden
Rollodrum  inkubiert  (Phanotypische  Expression zur  Etablierung der
Antibiotikumresistenz). Diese prainkubierte Suspension wurde in geeigneten
Verdinnungen auf LB-Agar (supplementiert mit 100 ug Ampicillin pro ml Medium)
ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die

Kolonien zur Bewertung der Effizienz ausgezahilt.
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6.7.2 CaCly,-Methode:
LMG194-Zellen wurden mit der CaCl,-Methode transformiert. Bei dieser Methode

werden die Zellen durch Anlagern von CaCl, aufnahmebereit gemacht.

Zur Transformation wurden 100 ul auf Eis aufgetauter, kompetenter Zellen zum
Ligationsansatz (1 pyl TOPO-Vektor (C.7.2.3), 4 pl H2Oyi4.) pipettiert und 10 min auf
Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock von 2 min bei 42°C und erneute Abkuhlung
auf Eis. Zur phanotypischen Expression wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und
dieser Ansatz 1 h bei 37°C und guter Sauerstoffversorgung inkubiert. Zuletzt wurden
die Zellen in geeigneten Verdinnungen auf LB-Agar (supplementiert mit 100 ug
Ampicillin pro ml Medium) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Kolonien ausgezahlt, um die Transformationseffizienz zu

uberprifen.

6.8 Blau/weil3-Selektion

Escherichia coli-Stamme, wie DH5a, JM109 oder SURE, tragen ein unvollstandiges
Gen fur pB-Galaktosidase. lhnen fehlt das a-Komplement. Dadurch kdnnen sie das
dem Agar beigemengte (B.3.3.2) X-Gal, ein blaues Substrat fur die p-Galaktosidase,
nicht umsetzen. Die Kolonien erscheinen weil3. Plasmide, wie pUC19, tragen neben
dem Gen fur eine Antibiotikaresistenz das Gen fur das fehlende a-Komplement. Die
oben angesprochenen Stamme konnen durch Aufnahme solcher Plasmide in
Gegenwart von dem entsprechenden Antibiotikum wachsen und gleichzeitig X-Gal
umsetzen. Die Kolonien werden blau. Wenn das Gen fur das a-Komplement durch
Einbau von Fremd-DNA in die Sequenz des a-Komplements zerstort wird, kdnnen
die transformierten Stamme in Gegenwart des entsprechenden Antibiotikums
wachsen, aber nicht mehr das blaue Substrat X-Gal umsetzen. Diese Kolonien
bleiben weil3. Mit dieser Methode kénnen makroskopisch Kolonien, die die Fremd-
DNA tragen, identifiziert werden. Sie konnen in Gegenwart des entsprechenden

Antibiotikums wachsen, bleiben aber weil}.

6.9 Anhangen eines 3'Desoxyadenosin-Uberhangs an PCR-

Amplifikate

Dazu wurde nach der Amplifikation zum PCR-Ansatz (C.7.2.3) 1 Unit Tag-
Polymerase (Eurogentec) pipettiert und fur 10 min bei 72°C inkubiert. Die Tag-
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Polymerase erzeugt Amplifikate mit einem Desoxyadenosin-Uberhang. Sofort
anschlielend wurde die DNA mit Phenol/Chloroform (1:1, pH 8,0) extrahiert, auf 0,3
M Natriumacetat eingestellt, mit Ethanol gefallt und in soviel H,0niq. gelost, dald die

DNA-Konzentration bei 10 ng/ul lag.

6.10 TA-Klonierung (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Eine sehr schnelle Methode, PCR-Amplifikate in einen Vektor zu inserieren stellt die
TA-Klonierung dar. Dabei wird die Template unabhangige Transferase-Aktivitat der
Tag-Polymerase ausgenutzt, die ein einzelnes Desoxyadenosin am 3°-Ende des
Amplifikats anhangt. Der Vektor ist linearisiert und tragt an den Enden ein
uberhangendes, einzelnes Desoxythymidin. Zusatzlich ist er aktiviert, indem je eine
DNA-Topoisomerase an den Enden gebunden ist. Dieses Enzym ligiert das PCR-

Amplifikat mit dem Vektor.

Zur Klonierung wurden 4ul (=25 ng DNA) des PCR-Ansatzes (C.7.2.2) mit 1 yl des
TOPO-Vektors vorsichtig gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde
abgestoppt durch Zugabe von 1 pl sechsfach konzentrierter Stopp-Losung
(Invitrogen: Unter diesen Bedingungen l6st sich die Topoisomerase vom Vektor).
Nach 10 s wurde der Ansatz auf Eis gestellt. Direkt im Anschluf® wurden kompetente
Zellen (Top10, Invitrogen) mit diesem Ansatz transformiert. Dazu wurden 2 pl dieses
Ansatzes zu auf Eis aufgetauten Top10-Zellen pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert,
bei 42°C fur 30 s hitzebehandelt und wieder sofort auf Eis gebracht. Die so
transformierten Zellen wurden zur phanotypischen Expression 30 min bei 37°C in
250 pl SOC-Medium (B.2.2) leicht geschittelt. Anschlieiend wurden diese Zellen auf
mit 50 pg/ml Ampicillin supplementierten LB-Agar ausplattiert und bei 37°C Uber
Nacht inkubiert.

6.11 Expression der rekombinanten Curdlanase

Es wurde der pBAD-TOPO ausgewahlt, weil dieser neben der TA-Klonierung® und
der Ampicillin-Resistenz den induzierbaren Arabinose-Promotor tragt und ein
Anhangen von sechs C-terminalen Histidinresten an das Fremdprotein ermdglicht
(Anlage 1).

Durch Zugabe von 0,2 % Glukose ins Medium konnte somit die Expression der

Curdlanase reprimiert werden und durch Zugabe von L-Arabinose (es wurden
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Konzentrationen von 0,00002% bis 0,2% eingesetzt) induziert werden. Durch
Verwendung von LMG194-Zellen konnte die basale Expression der Curdlanase auf

fast null gedrickt werden.

7 Sonstige Methoden

7.1 Mutagenese von Streptomyces globisporus

7.1.1  Physikalische Methode: Bestrahlung mit UV- Licht

Eine dicht mit sporulierten Streptomyces globisporus-Zellen bewachsene Agarplatte
wurde mit 10 ml 100 mM MgCl, Uberschichtet. Die Sporen wurden mit einem in
Ethanol getauchten und abgeflammten Gummispatel abgekratzt. Diese
Sporensuspension wurde unter UV-Lampen (A = 206 nm mit 12 yA oder 6uA bei
einem Abstand von 14 cm) positioniert. Nach einer Bestrahlungsdauer von 0, 1, 2, 3,
4, 5 oder 6 min wurden je dreimal 20 yl der Sporensuspensionen auf einer RBB-
Curdlan-Agarplatte ausgebracht und sofort abgedunkelt. Diese Platten wurden bei
30°C vier Tage im Dunkeln inkubiert, auf Wachstum von Streptomyces globisporus
und Lyse des RBB-Curdlans uberprift. Mutanten, die keinen Lysehof bildeten,
wurden gepickt und in 10 ml NMMP-Glycerin (B.2.1.3) vermehrt. Nach vier Tagen
wurden die Kulturiberstande dieser Kulturen im turbidimetrischen und
enzymatischen Test (B.4.10.1+2) Uberpruft, ob die Curdlanaseaktivitat weiterhin

gestort ist.

7.1.2 Chemische Methode: Alkylierung der DNA mit NG (1-Methyl-3-Nitro-1-Nitro-
soguanidin)

10 ul einer Sporensuspension (B.7.1.1) und 10 mg NG wurden in 5 ml TM-Puffer
(100 mM Tris, 11 mM Maleinsaure, pH 9,0) 15 min im Ultraschallbad vorbehandelt
und anschlieend im Wasserbad bei 30°C fur weitere 0, 3, 4, 5 und 6 Stunden
inkubiert. Von diesem Ansatz wurden 10 pyl und 100 pl zu jedem Zeitpunkt
entnommen und auf RBB-Curdlanagar ausplattiert. Nach vier Tagen Inkubation bei
30°C wurden die gewachsenen Kolonien gezahlt. Zellen von Kolonien, die keinen
Lysehof ausbildeten, wurden in 10 ml NMMP-Glycerin Flussigmedium (B.2.1.3)
vermehrt. Diese Kulturiberstande wurden mittels turbidimetrischen und
enzymatischen Test (B.4.10.1+2) auf Aktivitdt gegenuber Curdlan bzw.

Hefezellwanden getestet.
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7.2 Suspendierung mit Ultraschallhomogenisator

Die gewunschte Menge unldslichen Materials (z.B. 9 mg SDS-Zellwande fur den
turbidimetrischen Test) wurde in einem 12 ml Plastikrohrchen in 6 ml HO
aufgeschwemmt. Dieses Gemisch wurde mittels Ultraschall (Sonifier von New
Brunswick, Microtip, Stufe 7, 60% Intensitat, 2 x 60 s, kontinuierlich) im Eisbad

suspendiert.

7.3 Ultrafiltration

7.3.1  Entsalzung mit Zentrifugiereinheiten (Pall Filtron)

Proteinldsungen wurden mit Zentrifugiereinheiten verschiedener Ausschlul3grofien
(10 K und 30 K) entsalzt und gleichzeitig konzentriert. Die Zentrifugiereinheiten
wurden mit der Proteinldsung beflllt und mit der vom Hersteller empfohlenen
Beschleunigung bei 6°C zentrifugiert. Das Filtrat wurde auf Eis zwischengelagert.
Das Retentat stellte die konzentrierte Probe dar. Die Entsalzung erfolgte durch
erneutes Befullen der Einheit mit H,Opjq. und anschlielender Zentrifugation. Das
Filtrat wurde mit dem ersten vereinigt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.
Das Retentat wurde in einem kleinen Volumen HyOpgy geldst und in ein
Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Nach erfolgreicher Austestung des Retentats wurde das

zwischengelagerte Filtrat verworfen.

7.3.2 Entsalzung mit Ruhrzelle (Amicon)

Mit der RduUhrzelle wurden Volumina von 50 ml wegen der groReren
Membranoberflache (= 2 cmz) viel schneller entsalzt als mit den Zentrifugiereinheiten
(= 50 mm?). Zusatzlich ist in der Rihrzelle ein Stabmagnet, der knapp (ber dem
Boden rotiert und so ein Anlagern der Proteine an die Membran (YM 10K)
weitgehend verhindert. Die treibende Kraft ist hierbei nicht die durch die
Winkelgeschwindigkeit eines Rotors hervorgerufene Gravitationskraft, sondern der
Uberdruck von 1,5-2 bar, der durch Einblasen von Stickstoff (iber der Proteinlésung

erzeugt wird.

7.3.3 Konzentrierung mit Tangentialfiltration (Pall Filtron)
Bei diesem Gerat wird die zu filtrierende Proteinldsung tangential an der senkrechten
Membran (Oberflache ca. 30 cm?) entlang gepumpt. Durch ein Ventil am diesseitigen

Ausgang der Filtrationskammer wurde die AusfluBmenge reduziert bis in der
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Kammer ein Uberdruck von ca. 1 bar herrschte. Dadurch wird die Lésung durch die
Membran geprel3t. Der kontinuierliche Strom der Losung verhindert ein Anlagern der
Proteine, die die Membran der Ausschlul3groRe von 10.000 D nicht passieren
kénnen. Auf diese Weise wurden die Proteine bis auf ein Endvolumen von ca. 40 ml

konzentriert.

7.4  Ammoniumsulfatfallung

Eine weitere Methode zur Konzentrierung von Proteinen war die Ausfallung durch
Ammoniumsulfat. Dabei wurde einer Proteinldsung soviel Ammoniumsulfat in fester
Form zugegeben, bis eine 85%-ige Sattigung erreicht war. Dieser Ansatz wurde -
nachdem sich das Ammoniumsulfat gelost hatte - vier Stunden bei 6°C unter
leichtem Schatteln inkubiert. Die Proteine wurden mittels Zentrifugation (40.000 x g,
10 min, 6°C) gewonnen. Diese Methode bot den Vorteil, daf® die gefallten Proteine in
nativer Form Uber Wochen bei 6°C gelagert werden konnten. Wenn notig, wurde die

Proteinlosung mittels Ultrafiltration (B.7.3.2) entsalzt.

7.5 Antikorpergewinnung

66 pug zur Homogenitat gereinigter nativer Curdlanase von Streptomyces globisporus
reichten aus um eine Ratte zu immunisieren. Mit der Immunisierung wurde die Firma
Charles River (Kisslegg, Deutschland) beauftragt. Um etwaige zufallige
Kreuzreaktionen ausschlief’en zu kénnen, wurde 0,1 ml Praimmunserum gewonnen.
Es konnten bei einem Westernblot keinerlei Kreuzreaktionen mit 10-fach
konzentriertem Kulturiberstand von Streptomyces globisporus detektiert werden. Die
Immunisierung erfolgte daraufhin nach dem Standardprotokoll von Charles River. Bei
der ersten Injektion wurden 22 pg Curdlanase unter Verwendung von kompletten
Freundschen Adjuvans eingesetzt. Nach 28 Tagen und 42 Tagen wurden unter
Verwendung von inkompletten Freundschen Adjuvans jeweils weitere 22 ug
Curdlanase subkutan injiziert. Nach 49 Tagen wurden der Ratte 0,3 ml Serum
entnommen und Uberpruft, ob bereits genligend Antikérper gegen die Curdlanase
gebildet worden waren. Die Austestung verlief positiv, woraufhin die immunisierte

Ratte nach 62 Tagen vollstandig entblutet und das Antiserum gewonnen wurde.
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C Ergebnisse

1 Lytische Eigenschaften von Streptomyces globisporus

1.1 Beobachtung der Schadigung von Saccharomyces cerevisiae

Lebensfahige Zellen von Saccharomyces cerevisiae wurden vier Stunden im
Kulturiberstand einer vier Tage lang gewachsenen Streptomyces globisporus-Kultur
bei 37°C schuttelnd inkubiert. Im Phasenkontrastmikroskop wurde der Zustand der
Zellen nach der Inkubation kontrolliert. Viele Zellen waren massiv geschadigt, das
Zytoplasma trat vielfach an mehreren Stellen aus, teilweise waren nur noch leere
Zellhdllen zu erkennen. Dies wurde im Zuge der Diplomarbeit von U. Strobel
(Strobel, 1995) beobachtet (s. Abb. 3).

Abbildung 3: Phasenkontrastmikros-
kopische Bilder von einer Zelle von
Saccharomyces cerevisiae (1:1000) vor
(links) und nach (rechts) 4h Inkubation in
Kulturiiberstand von Streptomyces
globisporus. Die Pfeile deuten auf Lécher
in der Zellwand bzw. auf austretendes
Zytoplasma

Offensichtlich wurde die Zellwand der Hefe beschadigt.

Dies konnte auch elektronenmikroskopisch gezeigt werden (Aufnahmen von Prof. Dr.
Wanner, Institut fur Botanik der Universitat Minchen). Wie im Bild zu sehen ist (Abb.

4), ist die Zellwand aufgerissen.

Abbildung 4: Saccharomyces cerevisiae nach 22
h Inkubation in Kulturiiberstand von Streptomyces
globisporus. Aufnahme Prof. Wanner, Inst. fir
Botanik, LMU Munchen (1: 8000). Der Pfeil zeigt
auf die Reste der hydrolysierten Zellwand,
daruber befindet sich koaguliertes Zytoplasma
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1.2 ldentifizierung des molekularen Angriffspunktes der Lyse der

Zellen von Saccharomyces cerevisiae

Der Hauptbestandteil der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae ist p-(1,3)-Glukan
(Georgopapadakou, 1995). Daneben kommen noch B-(1,6)-Glukan, Chitin und

verschiedene Mannoproteine vor (Abb. 1).

Diese glykosylierten Proteine scheiden als strukturgebende Faktoren aus, da die

Zellform nach Herauslosen der Proteine intakt bleibt (Wicker, 2000).

Die anderen polymeren Bestandteile wurden eingehend auf Hydrolysierbarkeit durch

Streptomyces globisporus untersucht:

Chitin, p-(1,6)-Glukan und B-(1,3)-Glukan wurden als farbstoffgekoppelte Polymere
RBV-Chitin (Remazol-Brillant-Violett, Loewe), RBB-Pustulan (Remazol-Brillant-Blau,
Loewe) und RBB-Curdlan (Loewe) in Agarose-Lyse-Tests (B.4.10.3) eingesetzt.
Diese Glykane werden bei Hydrolyse farblos, weil durch die Spaltung der N-
Acetylglukosaminkette bzw. Glukosekette der Farbstoff freigesetzt wird. Dies konnte
weder bei Chitin noch bei Pustulan beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte
Curdlan offenbar hydrolysiert werden. Rund um den in die Agarose eingestanzten
Brunnen, der mit Kulturiberstand von Streptomyces globisporus geflllt war, entstand

ein farbloser Hof.

Diese Befunde sprechen flir den Abbau des f-(1,3)-Glukans als molekularem
Angriffspunkt bei der Lyse der Zellen von Saccharomyces cerevisiae. Zur weiteren
Bestatigung wurden SDS-Zellwande von Saccharomyces cerevisiae prapariert
(B.4.2). Diese Zellwande wurden in einem turbidimetrischen Aktivitatstest (B.4.10.1)
als Substrat eingesetzt. Vor und nach dem Test wurde je ein Aliquot fur GC-Analysen
aufbereitet (B.4.4.1-3). Es wurden zwei Ansatze angelegt, wobei jeweils einer mit 2
M Salzsaure hydrolysiert (B.4.3.1) wurde und die andere nicht. Der Vergleich der
Mengen der detektierten monomeren Zucker Glukose und Mannose in den chemisch
hydrolysierten Proben vor und nach dem Aktivitatstest zeigte, dal® die Proben gut

miteinander vergleichbar waren (Tabelle 1).
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Proben Glukose [uM] Mannose [uM]
vor Aktivitatstest, hydrolysiert 43 5
vor Aktivitatstest, nicht hydrolysiert 0 0
nach Aktivitatstest, hydrolysiert 42 5
nach Aktivitatstest, nicht hydrolysiert 8 0

Tabelle 1: Hydrolyse der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae

0,9 mg SDS-Zellwand von Saccharomyces cerevisiae wurden vier Stunden im Kulturiiberstand von
Streptomyces globisporus inkubiert. Vor und nach der Inkubation wurden zweimal 10 pl
entnommen. Ein Aliquot wurde mit 2 M HCI hydrolysiert, das andere direkt fur
gaschromatographische Untersuchungen aufbereitet. Die mit Hilfe eines quantitativen Standards
berechneten Mengen der detektierten Zucker sind aufgefuhrt.

Die nicht mit HCI hydrolysierte Probe vor dem turbidimetrischen Test zeigte keinerlei
Monomere, die nach dem Test nur Glukose. Dieser Befund bewies, dal} ein Enzym
des Kulturliberstandes die Zellwand von Saccharomyces cerevisiae hydrolysiert und
dabei Glukose freisetzt. Dies wurde ausgenutzt, um dem turbidimetrischen
Aktivitatstest einen quantitativen Test anschlielien zu kdnnen. Hierbei wird die durch
Hydrolyse des f-(1,3)-Glukans freigesetzte Glukose enzymatisch gemessen
(B.4.10.2). Damit stand ein quantitativer Aktivitatstest zur Verfligung, um das Enzym,

das die Zellen von Saccharomyces cerevisiae lysiert, nachweisen zu kénnen.

1.3 Suche nach anderen lytischen Aktivitaten

Auler der neuentdeckten Lyse von Saccharomyces cerevisiae kennt man von
Streptomyces globisporus bereits die Hydrolyse von Bakterien mit dem Enzym
Mutanolysin (Yokogawa, 1975). Im folgenden wurde untersucht, ob neben den
Polymeren B-(1,3)-Glukan und Murein noch weitere, bisher noch nicht untersuchte
Polymere durch Exoenzyme von Streptomyces globisporus hydrolysiert werden
konnen. Das Hauptaugenmerk war dabei auf Polymere des Bodens, dem naturlichen
Habitat von Streptomyces globisporus gelegt worden. Auf Chitin und Murein wurde
im Rahmen dieser Arbeit verzichtet, da hierzu bereits Untersuchungen vorliegen
(Bronneke, 1994).
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SDS-HZW| Curdlan | Laminarin| Xylan Pullulan | Pustulan | Starke | Gelatine
Bindung [R1-3(R16)[ R1-3 |R1-3(R16)| R1-4 |B1-4(a1-6)| R16 |al-4(a16)
Hydrolyse + + (+) (+) + - + +

Tabelle 2: Lyse von Polymeren durch Kulturiberstand von Streptomyces globisporus

In Spalten sind die der Hydrolyse ausgesetzten Polymere aufgefiihrt. In der zweiten Zeile ist die
Art der glykosidischen Bindung angegeben. Laminarin und Xylan konnten nur hydrolysiert werden,
wenn Streptomyces globisporus in Gegenwart von demselben Polymer gewachsen war (SDS-
HZW = SDS behandelte Zellwand von Saccharomyces cerevisiae)

Wie der Tabelle 2 zu entnehmen ist, werden neben p-(1,3)-Glukan (Curdlan) und
SDS-HZW auch noch Starke (a-(1,4)-Glukan) und Pullulan (B-(1,4)-Glukan) sowie

Gelatine, die als Ersatz flr Protein eingesetzt wurde, hydrolysiert.

Auffallig war, da® Xylan und Laminarin nur dann hydrolysiert werden konnten, wenn
Streptomyces globisporus in Gegenwart von demselben Substrat gewachsen war.
durch zusatzliche f-(1,6)-
dal pB-(1,6)-

Verknupfungen von dem Enzym, das die Zellen von Saccharomyces cerevisiae

Laminarin unterscheidet sich von Curdlan nur

Verzweigungen. Die Agarose-Lyse-Tests mit Pustulan zeigen,
lysiert, offenbar nicht angegriffen werden konnen. Es scheint sich bei dem

hefelytischen Enzym um eine spezifische Curdlanase zu handeln.

2 Steigerung der apparenten lytischen Aktivitaten

Im vorigen Kapitel wurde gezeigt, dal® verschiedene Polymere durch Exoenzyme von
Streptomyces globisporus hydrolysiert werden konnen. Ob diese lytischen Aktivitaten
durch Substratzugabe, wie es z. B. fur Amylasen in der Literatur beschrieben ist
(Chater, 1993), oder durch Zugabe anderer Stimulatoren gesteigert werden kdnnen,
ist Gegenstand dieses Kapitels.

2.1 Stimulatoren

Zur Aufklarung, welche Strukturen flr die Steigerung der apparenten lytischen
Aktivitaten bei Streptomyces globisporus verantwortlich sind, wurden verschiedene
Medienzusatze untersucht. Die Hydrolyse der Polymere wurde in Agarose-Lyse-
Tests Uberpruft (Tab. 3).
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Induktoren SDS-HZW| Curdlan | Laminarin | Xylan Pullulan Stérke | Gelatine
Bindung|? 1-3 (R 1-6)] R1-3 |R1-3(R16) R14 R14 |o 14 (o 16)

S. cerevisiae Zellwand + + - - - + .

S. cerevisiae Zellen + + nd. nd. - + -

Curdlan + - n.d. n.d. n.d. + -

Laminarin - - + n.d. n.d. + -

Xylan - - n.d. + - + )

Tabelle 3: Steigerung der Hydrolyse

In Spalten sind die zu hydrolysierenden Polymere angeordnet, in Zeilen die Medienzusétze, die als
Induktoren getestet wurden. In der zweiten Zeile ist die Art der glykosidischen Bindung angegeben.
(SDS-HZW = SDS-behandelte Zellwand von Saccharomyces cerevisiae; n.d. bedeutet, dal3 die
Induktion der Hydrolyse des entsprechenden Polymers mit dem entsprechenden Induktor nicht
getestet wurde)

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, bewirkte die Zellwand von Saccharomyces
cerevisiae eine gesteigerte Hydrolyse von sich selbst und des pB-(1,3)-Glukans
Curdlan. Mit Natriumazid abgetotete Zellen von Saccharomyces cerevisiae wirkten
vergleichbar. Curdlan wirkte als Induktor fur die Hydrolyse der Zellwand von
Saccharomyces cerevisiae, aber nicht von sich selbst. Laminarin wirkte nicht als
Induktor fUr eine Hydrolyse der Hefezellwand, aber als einziger Stimulator fur die
eigene Hydrolyse. Entsprechendes gilt fir Xylan. Auffallend sind die Ergebnisse
hinsichtlich des Substrates Starke. Alle Medienzusatze wirkten verstarkend auf
dessen Hydrolysierbarkeit. Die Hydrolysierbarkeit der Gelatine (Substrat fur
Proteasen) dagegen konnte in keinem Fall gesteigert werden. Bakterielle Zellwande
wie sie von Bronneke (1994) eingesetzt wurden, um die Expression von Mutanolysin
zu steigern, konnten die Hydrolyse keiner der untersuchten Polymere verstarken und

wurden deshalb in der Tabelle nicht aufgefuhrt.

Diese Agarose-Lyse-Tests zeigten deutlich, dal} Streptomyces globisporus durch
Zugabe von bestimmten Polymeren zum Wachstumsmedium dazu stimuliert wird,
diese Polymere besser hydrolysieren zu kdnnen. Daneben konnten auch pleiotrope
Effekte beobachtet werden, vor allem die Stimulierbarkeit der Hydrolyse von Starke,

also die Induzierbarkeit von Amylase.

Genauer untersucht wurde im folgenden die Stimulierung der Hydrolyse von
Hefezellwanden, im Detail deren B-(1,3)-Glukan (C.2.2-4). Dabei sollte auch geklart

werden, ob die Steigerung der Aktivitat auf die vermehrte Expression des oder der
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daran beteiligten Enzyme beruht oder auf eine verbesserte lytische Aktivitat des bzw.

der Enzyme.

2.2 Medienoptimierung

Frihere Untersuchungen (Bronneke, 1994; Strobel, 1995) hatten gezeigt, dal
Minimalmedien besonders geeignet sind, um die Sekretion von Exoenzymen zu
untersuchen. Das damals verwendete Yokagawa-Medium (Yokagawa, 1975) enthalt
Dextrine. Es war somit nicht geeignet zum Nachweis der Curdlanase, da der
quantitative Aktivitatstest durch Curdlanase freigesetzte Glukose mifdt (im Vorgriff auf
spater gezeigte Ergebnisse wird die Curdlan-hydrolysierende Aktivitat ab jetzt als
Aktivitat des Enzyms Curdlanase bezeichnet). In dieser Arbeit wurde deshalb das
NMMP-Medium nach Hopwood (1985, B.2.1.3), ein zuckerfreies Grundmedium,
verwendet. Es wurden verschiedene Kohlenstoffquellen (Arabinose, Glycerin,
Mannit) ausgetestet, ob Streptomyces globisporus damit wachsen kann. Das
Zelltrockengewicht nach 4 Tagen Wachstum variierte zwischen den drei

Kohlenstoffquellen weniger als 5%. Zusatzlich wurde die Induzierbarkeit der
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1,22 4 o«
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Wachstum wurde die Curdlanase-Aktivitat im Kulturiberstand bestimmt (B.4.10.1).
Im Glycerin-Medium konnte hierbei die Aktivitat der Curdlanase am deutlichsten
gesteigert werden (Abb. 5). Durch Zugabe von SDS-HZW ins Wachstumsmedium
konnte die Aktivitat der Curdlanase deutlich gesteigert werden, d.h. das Substrat

kann die Aktivitat des entsprechenden Enzyms stimulieren.

2.3 Einflu® der Menge des Substrats

Beim Versuch zur Medienoptimierung waren als Stimulator 10 mg SDS-HZW
eingesetzt worden. Um den EinfluR der Menge des Stimulators zu untersuchen,
wurden 0 mg, 1 mg, 10 mg, 50 mg und 100 mg in 10 ml Kulturen eingesetzt
(B.3.1.1). Nach 4 Tagen Wachstum wurde die Hydrolyseaktivitat untersucht
(B.4.10.1). Je mehr Substrat dem Medium zugesetzt war, desto hdher war die
gemessene Aktivitat. Allerdings glich die Steigerung einer Sattigungskurve, so daf

als optimale Substratmenge 50 mg/10 ml Medium festgelegt wurden.

2.4 Einflu® des Polymerisationsgrades des Substratmolekuls

SDS-HZW ist ein groRRes, wasserunldsliches Molekil. Da es sehr unwahrscheinlich
war, dal ein derartiges Molekul der molekulare Ausloser der Stimulation ist, wurde
es in verschieden grof3e Einheiten zerlegt. Die praparierten SDS-Zellwande von
Saccharomyces cerevisiae wurden hierfur mit 2 M Trifluoressigsaure hydrolysiert
(B.4.3.3). Die Hydrolyseprodukte wurden mit 500 pl H,Oq4 aufgenommen. Der
wasserunlosliche Anteil wurde direkt als Stimulator eingesetzt. Die wasserloslichen
Bruchsticke wurden Uber eine Gelfiltrationssaule Biogel P4 (Bio-Rad) aufgetrennt
(B.5.2.1) und fraktioniert (Abb. 6).

Die Sammelfraktionen Oligomere (Kettenlange 1-5) und Polymere (Kettenlange >6)
wurden ebenfalls als Stimulatoren eingesetzt. Zum Vergleich wurde der
Kulturiberstand einer unstimulierten Kultur und der einer mit SDS-HZW stimulierten
Kultur im turbidimetrischen Aktivitatstest mitgefuhrt. Das Ergebnis ist in Abbildung 7
dargestellt. Wie der Grafik zu entnehmen ist, konnten die Medienzusatze Oligomere
und Polymere keine Steigerung der hydrolytischen Aktivitdt hervorrufen. Der

wasserunlosliche Anteil der SDS-HZW wirkte schwach induzierend.
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Abbildung 6: Auftrennung der wasserldslichen Hydrolyseprodukte von SDS-HZW an Biogel P4
Dargestellt ist der Neutralzuckergehalt (B.4.13) der einzelnen Fraktionen. Die Kettenlangen waren
mittels Dunnschichtchromatographie (B.5.1) bestimmt worden, wobei Zuckermolekulle der
Kettenlange 1 bis 8 als Standards dienten (Pfeile)
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Abbildung 7: Test der Stimulierbarkeit von Streptomyces globisporus mit verschiedenen
Zellwandbruchstiicken

Dargestellt sind die im Kulturiberstand feststellbaren Hydrolyseaktivitdten verschieden stimulierter
Streptomyces globisporus Kulturen (turbidimetrischer Test)
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Daraus kann gefolgert werden, dall die wasserldslichen, kurzkettigen
Hydrolyseprodukte eine wesentliche Eigenschaft der SDS-HZW nicht mehr erfullen.
Dieses Phanomen, dafl® nur groRe Molekule als Stimulatoren wirken kdnnen, war

ebenso flr die Stimulation von Mutanolysin (Brénneke, 1994) gezeigt worden.

2.5 Sensierung des Substrats

Wie erfolgt die Stimulierung der hydrolytischen Aktivitat? Denkbar sind folgende

Ansatze:

- Konstitutiv exkretierte Enzyme hydrolysieren das Substrat, dabei entstehende

Hydrolyseprodukte dienen als Signalmolekule.
- Direkter Zellkontakt 16st eine Stimulierungskaskade aus.

Um gebildete Signalstrukturen zu erkennen, wurde Streptomyces globisporus unter
induzierenden  Bedingungen inkubiert. Der Kulturiberstand, der diese
Signalstrukturen beinhalten sollte, wurde entweder direkt als Wachstumsmedium
eingesetzt, oder lyophilisiert. Dieses Lyophilisat wurde als Induktor entweder sofort in
sterilem NMMP-Glycerin geldst, oder in frisch angesetztem NMMP-Glycerin gelost
und nach Sterilfiltration oder nach Autoklavieren eingesetzt. Nach Wachstum unter
derart stimulierenden Bedingungen wurde die Gesamtproteinmenge des
Kulturiberstandes bestimmt (B.4.7) und ein quantitativer Aktivitatstest (B.4.10.2)
durchgefuhrt. Es wurde kein Hinweis gefunden, da® Zwischenprodukte gebildet

werden, die als signalgebende Strukturen fungieren kdnnen (Abb. 8).
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Abbildung 8: Stimulierung der Hydrolyseaktivitat durch gebildete Signalstrukturen

Die dunklen Saulen reprasentieren die Aktivitdt, die hellen die im Aktivitatstest eingesetzte
Proteinmenge. —K = ohne Induktor; +K = SDS-HZW als Induktor; US = Kulturiiberstand als
Medium; US aut = lyophilisierter und autoklavierter Kulturiiberstand als Induktor; US st.f. =
lyophylisierter und steril filtrierter Kulturiiberstand als Induktor; US Iyo = lyophylisierter
Kulturtiberstand als Induktor

Ob ein direkter Zellkontakt zum Substrat eine Aktivitatssteigerung auslésen kann

oder sogar notwendig ist, wurde mikroskopisch und mit Aktivitatstests untersucht.

In einer geschuttelten Kultur ist zwar eine ausreichende Sauerstoffversorgung
garantiert, es treten aber hohe Scherkrafte auf, die eine etwaige Anlagerung von
Mycel an Hefezellen unmoglich machen. Aulderdem entsprechen diese Bedingungen
nicht den natirlichen Bedingungen im Boden. Streptomyces globisporus wurde
deshalb bei diesen Versuchen stehend inkubiert. Um den Sauerstoffbedarf
weitmoglichst zu decken, erfolgte die Anzucht in Fernbachkolben, die eine grofRle
Oberflache des Mediums ermdglichen. Um authentische mikroskopische Praparate
zu erhalten, erfolgte ein Teil der Anzuchten in Glaspetrischalen (& 20 cm), in die
Objekttrager auf einem Drahtgestell gelegt wurden. Nach Wachstum wurde das
Medium vorsichtig abgesaugt. Die Objekttrager konnten dann mit dem Drahtgestell
einfach entnommen werden. Diese Praparate wurden im Phasenkontrastmikroskop
untersucht. Diese Versuche wurden in drei Parallelen durchgefuhrt. Den

Kulturmedien wurden als Stimulatoren natriumazidabgetdtete Saccharomyces
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cerevisiae-Zellen oder Polystyrolperlen (& 10 pm; Dynal) in gleicher Menge

zugesetzt. Die dritte Parallele wurde ohne Zusatz angezogen.

Nach vier Tagen Wachstum konnten im Phasenkontrastmikroskop vielfach von Mycel

umwachsene Hefezellen (Abb. 9 links) beobachtet werden. Gleichzeitig konnte im

Vergleich zur unstimulierten Kontrolle eine leicht gesteigerte Aktivitat gemessen
werden (Tab. 4).

Abbildung 9: Aktivitatssteigerung durch direkten Zellkontakt - Phasenkontrastmikrospkopie
Diese Phasenkontrastbilder (1:1000) zeigen Streptomyces globisporus stehend fir vier Tage bei
30°C inkubiert. Links in Gegenwart von inaktivierten Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae),
rechts von Polystyrolperlen (& 10 um)

Zusatz | ohne Polystyrolperlen |Hefezellen
Freigesetzte Glukose [ug] | 3.8 2,3 7,2

Tabelle 4: Aktivitatssteigerung durch direkten Zellkontakt - Aktivitdtsmessung

Dargestellt sind die gemessene Aktivitat (Mittelwerte aus funf Wiederholungen) dreier stehend
inkubierter Streptomyces globisporus-Kulturen ohne Stimulator, mit Polystyrolperlen oder
inaktivierten Hefezellen als Stimulatoren.

Nach Wachstum in Gegenwart der Polystyrolperlen konnte keine Aktivitatssteigerung
gemessen werden (Tab. 4), obwohl auch die Perlen umwachsen waren (Abb. 9

rechts). Die Anlagerung des Mycels scheint unspezifisch zu erfolgen.

Ob ein direkter Zellkontakt zur Auslosung einer Stimulation notwendig ist oder sogar
aufrechterhalten werden mulf3, konnte hiermit nicht geklart werden. Das Ausbleiben
einer Aktivitatssteigerung durch Anlagerung des Mycels an Polystyrolperlen ladt aber

den Schlul3 zu, dal® ein blolRer physikalischer Kontakt mit den Hefezellen nicht
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ausreicht, um eine erhohte Aktivitdt der Curdlanase zu stimulieren. Es muf® das
Substrat Curdlan als intaktes, langes Molekul oder hauptsachlich aus p-(1,3)-Glukan
bestehende Zellwand z. B. von Saccharomyces cerevisiae als Induktor vorliegen, um

die Aktivitat der Curdlanase zu steigern.

3 Reinigung und Charakterisierung der Curdlanase

3.1 Reinigung der Curdlanase

Streptomyces globisporus wurde in 1 | Medium (B.2.1.3) unter stimulierenden
Bedingungen angezogen. Der Kulturiberstand wurde auf 5,6 ml konzentriert
(B.7.3.2+3). Dieses Konzentrat wurde durch praparative Gelfiltration an Superdex
200 HiLoad (B.5.3.1) aufgetrennt. Die aktiven Fraktionen (Abb. 10) von 14

Saulenlaufen wurden gesammelt.

A
]

=

Abbildung 10: Auftrennung der Proteine des Kulturiberstandes an Superdex 200 HiLoad
Dargestellt ist das Elutionsprofil gemessen bei A=280 nm. Die Fraktion, in der die Hauptaktivitat
gemessen wurde, ist grau hinterlegt

Die vereinigten Fraktionen wurden mit Ammoniumsulfat prazipitiert (B.7.4) und

anschlieend mit hydrophober Interaktionschromatographie an TSK 5PW (B.5.3.2)
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weiter aufgetrennt. Dabei war der Gradient so gewahlt, dal3 die Curdlanase erst am

Ende bei nur noch geringer Ammoniumsulfatkonzentration eluierte (Abb. 11).

Abbildung 11: Reinigung der Curdlanase: Auftrennung aktiver Fraktionen nach Superdex 200
HiLoad mit Hydrophober Interaktionschromatographie an der Saule TSK5PW (TosoHaas)

Gezeigt ist das Elutionsprofil gemessen bei A=280 nm. Die Fraktion, in der die Hauptaktivitat
gemessen wurde ist grau hinterlegt

Diese Fraktion konnte schnell mittels Ultrafiltration (B.7.3.1) entsalzt und auf 100 pl
konzentriert werden. Zur Abtrennung der letzten Verunreinigung wurde die Probe
einer analytischen Gelfiltration an Superdex 200 HR 10/30 unterzogen (B.5.4.1).
Diese Saule trennt Molekile verschiedener Grofle scharfer, als die praparative
Superdex 200 HiLoad Saule (Abb. 12).
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Abbildung 12: Reinigung der Curdlanase: Abtrennung der letzten Verunreinigungen mit
Gelfiltrationschromatographie an Superdex 200 HR

Dargestellt ist das Elutionsprofil gemessen bei A=280 nm. Die Fraktion in der die Aktivitat
gemessen wurde ist grau hinterlegt

Das Ergebnis war eine bis zur apparenten Homogenitat gereinigte Curdlanase. Der
Reinigungserfolg wurde mit 10 %iger SDS-PAGE (Abb. 13) und Aktivitatstests
uberpruft. Die Ergebnisse der quantitativen Aktivitatstests sind in der Tabelle 5
zusammengefallt. Als qualitativer Test wurde der sogenannte Curdlanblot (B.4.11)
durchgefiihrt. Dies bot sich an, da die gesammelten Fraktionen zur Uberpriifung der
Homogenitat mit SDS-PAGE aufgetrennt wurden und somit nur noch geblottet
werden mufliten. AulRerdem konnte so auch gezeigt werden, dald nicht mehrere
Proteine mit lytischer Aktivitdt gegenuber Curdlan vorhanden waren. Nach zwei
Stunden Inkubation des Curdlangels (B.4.11) war nur eine Lysebande bei 64 kDa
detektierbar (Abb. 13).
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Abbildung 13: Reinigung aktiver Curdlanase: Curdlanblot
Links ist die mit Coomassie gefarbte SDS-PAGE mit 5 ug gereinigter Curdlanase abgebildet. Ein
identisches Gel wurde auf das abgebildete Curdlangel geblottet. Das Curdlangel wurde inkubiert,

bis eine entfarbte Bande sichtbar wurde. Die Entfarbung mufl durch Hydrolyse des RBB-Curdlan
entstanden sein, d.h. durch aktive Curdlanase

Reinigung der Curdlanase
Konz. Kultur- |  Superdex Superdex 200
TSK 5 PW
Uberstand 200 HiLoad HR30/10
Gesamtprotein [ug] 26880 9870 738 420
Gesamtaktivitat [ug
599 841 2770 2070
Glukose]
Spezifische Aktivitat
[ug Glukose/ug 0,02 0,09 3,8 4,9
Protein]
Anreicherungsfaktor 1 4,5 190 245
Tabelle 5: Reinigung der Curdlanase aus Kulturiiberstand von Streptomyces globisporus
Die angegebenen Werte gelten fir die aktiven Fraktionen nach dem jeweiligen Reinigungsschritt.
Die Gesamtaktivitat ist angegeben als ug freigesetzter Glukose im enzymatischen Aktivitatstest

Aus einem Liter Kulturiberstand konnten 420 ug homogene, aktive Curdlanase

gereinigt werden. Diese Menge genugte, um Antikdrper zu gewinnen und

Sequenzierungen des N-Terminus und interner Proteinabschnitte durchzuftihren.
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3.2 Antikorpergewinnung und -reinigung

Der Nachweis der Curdlanase in Proteinlosungen konnte bis jetzt nur durch
Aktivitatstests erfolgen. Einfacher, schneller und direkter ist ein Nachweis mit Hilfe
von Antikdrpern. Um maoglichst wenig gereinigte Curdlanase verwenden zu mussen,
sollten die Antikorper aus einer Ratte gewonnen werden. Vor der Immunisierung
einer Ratte wurde ein Praimmunserum gewonnen und in einem Westernblot mit den
Proteinen des Kulturiberstandes von Streptomyces globisporus inkubiert. Die

Austestung des Praimmunserums zeigte keine Kreuzreaktionen.

Erst nach diesem Test wurde diese Ratte immunisiert. Die Immunisierung wurde von
der Firma Charles River (Kissleg, Deutschland) nach deren Standardprotokoll
durchgefuhrt (B.7.5). Das gewonnene Antiserum wurde mit den mittels SDS-PAGE
aufgetrennten Proteinen des Kulturiberstandes von Streptomyces globisporus (20
Mg Gesamtprotein) inkubiert. Es reagierte ausschliel3lich mit einem Protein der Grolle
64 kDa, der Curdlanase.

Das Antiserum wurde weiter aufgereinigt, um bestatigen zu kénnen, dal® Antikérper
der Klasse IgG mit der Curdlanase reagieren und um mit gereinigten Antikdrpern

statt mit Antiserum arbeiten zu konnen.

Ein Teil des Antiserums wurde Uber Affinitatschromatographie an Protein G-4
Sepharose (B.5.2.2) aufgetrennt. Antikorper der Klasse IgG binden an das Protein G

der Saule, Antikorper anderer Klassen und Serumproteine nicht.

Konzentrierter Kulturiberstand zweier Streptomyces globisporus Kulturen, wovon
eine mit SDS-ZW von Saccharomyces cerevisiae stimuliert (B.3.1.2) war, wurde mit
10% SDS-PAGE aufgetrennt, geblottet und getrennt mit Antiserum (4 mg
Gesamtprotein), IgM-Fraktion nach Protein G-4 Sepharose (3 mg Gesamtprotein)

und IgG (16 ug Gesamtprotein) inkubiert.
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Abbildung 14: Vergleich der Antikérperklassen

Abgebildet ist ein Westernblot von konzentrierten Kulturiiberstdnden von Streptomyces
globisporus, wobei eine Kultur mit SDS-HZW stimuliert worden war (s = stimuliert, u =
unstimuliert). Dieses Paar war dreimal mittels 10%-iger SDS-PAGE aufgetrennt worden. Zwischen
zwei Paaren war ein GréRenstandard aufgetragen. Nach dem Blotten wurde die Membran jeweils
in der Mitte des GroRenstandards auseinandergeschnitten (daher stammen die senkrechten
Linien) und ein Paar mit 4 mg Antiserum (AS), eins mit 16 pg 19G und das dritte mit 3 mg IgM
inkubiert. Die Umsetzung erfolgte mit Diaminobenzidin. Die Proteine des GréfRenstandards sind
sichtbar, weil dieser aus gefarbten Proteinen bestand

Die Antikorper reagierten nur mit Protein auf Hohe von 64 kDa, der Curdlanase (Abb.
14). Das starkste Signal erzeugte das Antiserum. Die Signale von IgG und IgM
waren gleich stark. Es genugten 16 yg IgG, wohingegen von der IgM-Fraktion 3 mg
notig waren. Dieses Ergebnis war erwartet worden, da die IgM-Fraktion nach der
Protein G-4 Sepharose zum Grof3teil aus Serumproteinen und kaum aus Antikérpern
der Klasse IgM (s. Immunisierungsprotokoll B.7.5) und als Verunreinigung aus
Antikorpern der Klasse IgG besteht. Das deutliche Signal der Reaktionen der IgG-
Fraktion mit der Curdlanase zeigte, dal® die Antikorper der Klasse IgG gegen die
Curdlanase gerichtet sind. Somit standen gereinigte Antikbrper zum Nachweis der

Curdlanase zur Verfugung.

Zusatzlich wurden der Kulturiberstand einer unstimulierten Anzucht mit dem einer
stimulierten Anzucht verglichen. Dazu waren jeweils 20 upg Gesamtprotein
aufgetragen worden. Die ca. zehnmal starkere Bande im Kulturliberstand der
stimulierten Kultur demonstriert deutlich, dal} die, durch die Zugabe von SDS-HZW
ins Wachstumsmedium bewirkte, 10-fache Stimulation der Curdlanase-Aktivitat auf
eine erhdhte Menge an Curdlanase zurtickzufihren ist. Mit diesem Versuch konnte
somit die unter C.2.1 gestellte Frage nach dem Grund der gesteigerten
hydrolytischen  Aktivitat eindeutig beantwortet werden. Die Northern-Blot-
Untersuchungen von Bronneke (1994) zeigen, dal® die gesteigerte Aktivitat von
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Mutanolysin ebenfalls auf vermehrte Synthese des Enzyms zurlickzufihren ist. Die
Mutanolysin Synthese wird auf der transkriptionellen Ebene reguliert. Die Expression

der Curdlanase scheint in gleicher Weise reguliert zu sein.

3.3 Hemmung der Aktivitat durch Antikorper

Mit einem einfachen Versuch sollte getestet werden, ob die Epitope, gegen die die
Antikorper gerichtet sind, kritisch sind fur die Aktivitat der Curdlanase. In einem
quantitativen Aktivitatstest wurden 0,5 pg gereinigtes Enzym in Gegenwart von
gereinigten 1gGs untersucht. Erst ein zehnfacher UberschuR an IgGs (Anzahl der
Molekule) halbierte die Aktivitat (Abb. 15). Diese Ergebnisse legten nahe, dal} die

IgGs weder an der Substratbindestelle noch am aktiven Zentrum binden.
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Abbildung 15:Hemmung der Aktivitat der Curdlanase durch Antikérper

Dargestellt sind sind die Ergebnisse von Aktivitatstests in Gegenwart verschiedener Mengen 1gG. Es
wurden 0,5 ug gereinigtes Enzym eingesetzt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte mit
Standardabweichung aus funf Parallen
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3.4 Sequenzierung des Proteins

Mit Informationen Uber die Sequenz der Curdlanase sollte zum einen Uberpruft
werden, ob ahnliche Proteine bereits beschrieben waren, zum anderen sollten sie
benutzt werden das entsprechende Gen zu finden. Dies sollten die
Vorraussetzungen sein, um die molekularen Vorgange der Expression und der
Induktion naher untersuchen zu konnen. Die Sequenzierungen wurden von Dr.
Mentele in der Abteilung von Prof. Lottspeich (MPI fur Biochemie, Martinsried)
durchgefuhrt. Fir die N-terminale Sequenzierung wurden die Proteine auf PVDF-
Membran geblottet und mit Coomassie-Blau gefarbt (B.4.9.1). Es erfolgte ein

Edmanabbau.

Die N-terminale Sequenz wurde bestimmt zu: GTGVGPIEAGGDLGPNVHVF

Mit zusatzlichen internen Sequenzen sollten die Suchmuster verfeinert bzw.
ausgedehnt werden. Zusammen mit der N-terminalen Sequenz bilden sie eine
Klammer und der dazwischen liegende Bereich kann auf DNA-Ebene mit Hilfe von
PCR amplifiert und anschlieRend sequenziert werden. Dazu wurden die Proteine im
SDS-Polyacrylamidgel immobilisiert. Die Proteine wurden tryptisch verdaut. Folgende
Sequenzen beginnend mit Lysin oder Arginin (Trypsin spaltet am Carboxylende

beider Aminosauren) wurden erhalten:

(Koder R) VFVPEK

(K oder R) GDVDGVRLAGLLIDAGTQN

(K oder R) AYDAPNQAAIQNGDTRGGYAAYK

Eine vierte Sequenz beginnend mit Asparagin lautet:
DVVWAGERGRTIFFQNEKAY

Diese Sequenz stimmt in den letzten drei Aminosauren mit den ersten drei
Aminosauren der dritten der obigen Sequenzen Uberein. Dies ergabe eine
zusammenhangende Sequenz von 41 Aminosauren und somit ein gut geeignetes
Suchmuster beim Vergleich mit Sequenzen bereits veroffentlichter Enzyme. Alle
Sequenzen wurden mit hinterlegten Sequenzen der Proteindatenbanken EMBL und
Swissprot mit dem angebotenen BLAST-Algorithmus (Altschul et al.,, 1990)
verglichen. Zu diesem Stadium der Arbeit lagen keine signifikanten Homologien vor.
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3.5 Charakterisierung der Curdlanase

Da es sich bei der Curdlanase um ein noch nicht beschriebenes Enzym handelt,
sollten deren Eigenschaften genauer untersucht werden. Wichtig sind dabei folgende

Eigenschaften:

3.5.1  Charakterisierung der lytischen Aktivitat

Polymere konnen entweder sukzessive von einem oder beiden Enden her abgebaut
werden oder durch Spaltungen im Strang zerlegt werden. Um aufzuklaren, auf
welche Weise das B-(1,3)-Glukan der Hefezellwand hydrolysiert wird, wurden in
Parallelansatzen 500 ug Curdlan (Sigma) in 1 ml KulturGberstand bei 37°C inkubiert.
Es wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten 10 ul-Proben enthommen. Die Ansatze
wurden mittels Dannschichtchromatographie (B.5.1) untersucht (Abb. 16). Nach 10
min Inkubation sind bereits verschieden lange Glukoseketten detektierbar. Mit
Zunahme der Inkubationsdauer nimmt die Menge der langkettigen Molekile immer
mehr ab und die der kurzkettigen immer mehr zu, bis nach 80 min fast ausschlieflich
monomere Glukose zu sehen ist. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, da® das
Glukanmolekul nicht von einem Ende her sukzessive um eine Glukoseeinheit
verklrzt wird, sondern daf® willkdrlich innerhalb des Moleklls gespalten wird. Es

handelt sich also beim gefundenen Exoenzym um eine Endo B-(1,3)-Glukanase.
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Abbildung 16: Charakterisierung der lytischen Aktivitat der Curdlanase

500 pg Curdlan wurden verschieden lang mit Kulturiberstand von Streptomyces globisporus
inkubiert, Uber Kieselgel (P60, Merck) aufgetrennt und mit Phenol/Schwefelsaure sichtbar
gemacht. Als Standard sind 50 ug Glukose aufgetragen
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3.5.2 Allgemeine Charakterisierung des Enzyms

Das Enzym selbst wurde in vielerlei Hinsicht untersucht und die folgenden
Kenngroflen  ermittelt:  MolekllgroRe,  Stabilitat  gegenuber SDS  und
Proteasehemmern, Langzeit-, Temperatur- und pH-Stabilitat, Temperatur- und pH-

Optimum und der Ky-Wert bzw. Vmax.

Die apparente Molekulgrof3e des denaturierten Proteins wurde im SDS-PAGE zu 64
kDa bestimmt (vgl. Abb. 13). Das native Protein eluierte in der Gelfiltration bei ca. 68
kDa (beide Superdex 200 Saulen wurden mit Markerproteinen Kkalibriert). Diese
Ubereinstimmung deutet darauf hin, daR die Glukanase nativ als Monomer vorliegt.

Der Curdlanblot (B.4.11) unterstitzt diese Aussage.

Die Curdlanase kann nach SDS-Behandlung (15 min, 37°C in SDS-Probenpuffer fur
die Gelelektrophorese) sich selbst wieder richtig falten. Dies wurde beim Curdlanblot
ausgenutzt, um nach einer SDS-PAGE Aktivitat zu Uberprifen. Nur auf Hohe von 64
kDa entstand eine entfarbte Bande (Abb. 13).

Zur Kkurzzeitigen Lagerung wurden Kulturuberstande bzw. Anreicherungen der
Curdlanase mit Proteasehemmern vor Hydrolyse geschiutzt. Da die Omp-
Decarboxylase von Bacillus subtilis bereits durch 1 mM PMSF vollstandig gehemmt
wird (Switzer und Quinn, 1993), wurden mehrere Proteasehemmer in
unterschiedlichen Konzentrationen ausgetestet, ob sie die Curdlanase-Aktivitat
hemmen. Die Curdlanase reagiert unempfindlich gegenuber den getesteten
Proteasehemmern Aprotinin (2 pug/ml), 10 mM PMSF, 500 mM EDTA, 20 mM
Dipicolinsaure, 100 mM lodacetamid und 500 uM Trypsin-Inhibitor (angegeben ist die
maximale getestete Konzentration). In Gegenwart der angegebenen Substanzen
konnte in Agarosediffusionstests keine Abnahme der Aktivitat der Curdlanase
beobachtet werden (nicht gezeigt). Die Aktivitat der Curdlanase ist somit unabhangig

von zweiwertigen Metallionen.

Es wurde auch uberprift, ob die Curdlanase nach drei Stunden unter den
Bedingungen des turbidimetrischen Tests noch aktiv ist. Dazu wurden 15 pug
Curdlanase unter Standardbedingungen 6 Stunden lang getestet. Einem zweiten
Ansatz wurde nach 3 Stunden erneut SDS-HZW zugesetzt. Als Kontrolle wurde
einem dritten Ansatz nach 3 Stunden zum ersten Mal SDS-HZW zugesetzt. Bei der
Negativkontrolle wurde der Kulturuberstand vor dem Test 10 min bei 100°C inkubiert.

Die Menge freigesetzter Glukose wurde nach 0, 3 und 6 Stunden gemessen
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(B.4.10.2). Es zeigte sich, da® die Curdlanase unter diesen Bedingungen nach

dreistundiger Inkubation eine etwas hohere Aktivitat aufweist (Abb. 17).
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Abbildung 17: Langzeitstabilitat der Curdlanase

Dargestellt ist die Aktivitat der Curdlanase nach drei bzw. sechs Stunden bei 37°C. Die Probe 1 ist
ein Standardansatz, bei 2 wurde nach drei Stunden erneut SDS-HZW zugegeben. Bei Probe 3
wurde erst nach 3 Stunden SDS-HZW zugegeben. Die Probe 4 war die Negativkontrolle
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Abbildung 18: Temperaturstabilitat der Curdlanase
Die Ansatze wurden bei angegebenen Temperaturen 60 min inkubiert und anschlieRend bei 37°C
auf Aktivitat getestet. Dargestellt sind die Ergebnisse der qualitativen Aktivitatstest
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Unter den Bedingungen des turbidimetrischen Tests (37°C, pH 6,8) ist die
Curdlanase langer als 3 Stunden stabil, wie die Ansatze 2 und 3 der Abb. 17 deutlich

zeigen.

Zur Bestimmung der Stabilitat Gber einen weiten Temperaturbereich, der auch die
des natlrlichen Standortes umfal’t, wurden 1 ug gereinigter Curdlanase 60 min bei
verschiedenen Temperaturen inkubiert. AnschlieRend wurden alle Ansatze im
Wasserbad auf 37°C eingestellt. Dann erfolgte der quantitative Aktivitatstest
(B.4.10.2) (Abb. 18).

Eine einstlindige Inkubation der Curdlanase beeintrachtigt deren Aktivitat Gber den
gesamten Temperaturbereich von —12°C bis 50°C kaum. Erst Temperaturen Uber
50°C fuhren =zu drastischen Aktivitatseinbullen. Selbst das Einfrieren und

anschlieendes Auftauen schadet dem Enzym nicht.

Die Stabilitdt der Curdlanase gegenuber einem weiteren wesentlichen
biochemischen Kriterium, der Wasserstoffionenkonzentration, wurde ebenfalls
untersucht. Zur Bestimmung wurde 1 pyg Curdlanase bei 37°C und den angegebenen
pH-Werten in Glycin/HCI-, 0,1 M Phosphat- bzw. Glycin/NaOH-Puffer 60 min
inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansatze mit Hilfe von Zentrifugiereinheiten
(Mikrokon, 10K) umgepuffert, um die Aktivitdt aller Ansatze unter gleichen
Bedingungen (0,1 M MES pH 6,7, 37°C) zu messen.

Wie der Abbildung 16 zu entnehmen ist, ist die Curdlanase bei einem pH-Wert von
ca. 7 am stabilsten. Bei einer niedrigeren Wasserstoffionenkonzentration existiert bei
ca. pH 10 ein zweites Stabilititsmaximum, das aber niedriger liegt als das
Hauptmaximum. Aulerhalb des pH-Bereichs zwischen 5 und 10 verliert die

Curdlanase sehr deutlich ihre Aktivitat.

Nachdem die Grenzen der Stabilitdt der Curdlanase bzw. ihrer Aktivitat abgesteckt

waren, wurden die optimalen Bedingungen fur die Aktivitat der Curdlanase bestimmt.

Das Temperaturoptimum wurde bei sechs definierten Temperaturen in einem
Bereich von 15°C bis 50°C getestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 gezeigt.
Die gemessene Aktivitat steigt mit Zunahme der Temperatur, wobei der Anstieg
allerdings ab 37°C unter diesen Bedingungen immer geringer wird. Es konnte kein
singulares Maximum festgestellt werden. Unter Berlcksichtigung der abnehmenden
Stabilitat der Curdlanase bei steigenden  Temperaturen wurde als

Temperaturoptimum 40°C festgelegt.
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Abbildung 19: pH-Stabilitat der Curdlanase
Dargestellt sind die Ergebnisse der Aktivitatstests durchgefiihrt in 0,1 M MES pH 6,7, nachdem die
Proben fiir 60 min in einem Puffer mit angegebenen pH prainkubiert worden waren
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Abbildung 20: Temperaturoptimum der Curdlanase
Dargestellt sind die Ergebnisse der qualitativen Aktivitatstests. Sie wurden bei den jeweils

angegebenen Temperaturen durchgefiihrt
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Abbildung 21: pH-Optimum der Curdlanase
Dargestellt sind die Ergebnisse der enzymatischen Aktivitatstests, die bei den angegebenen pH-
Werten durchgefiihrt worden waren

Zur Bestimmung des pH-Optimums wurden Aktivitatstests bei pH-Werten von 3 bis
11,2 durchgefihrt. Damit sind beide Stabilitatsmaxima abgedeckt. Abbildung 18 zeigt
die gemessenen Aktivitaten. lhr ist zu entnehmen, dal} das pH-Optimum sehr breit ist
und zwischen 5 und 7 liegt. Bei niedrigen Wasserstoffionenkonzentrationen ist die

Curdlanase zwar stabil (Abb. 19), weist aber keine Aktivitat auf.

Unter Beachtung dieser Ergebnisse wurden die Messungen zur Bestimmung der

kinetischen Daten unter folgenden Bedingungen durchgeflhrt:

40°C, pH 6,7, 3 h in 0,1 M MES-Puffer.

Fur die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante und der maximalen
Reaktionsgeschwindigkeit wurden in Vorversuchen die geeigneten Enzym- und
Substratkonzentrationen ermittelt, so dal3 eine Verdopplung der Enzymzugabe eine
Verdopplung der Aktivitat - gemessen als freigesetzte Glukose - bewirkte. Die
Ergebnisse der Aktivitatsmessungen sind in Abbildung 22 als Lineweaver-Burk-

Diagramm dargestellt.
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Abbildung 22: Bestimmung von Ky und vy der nativen Curdlanase

Lineweaver-Burk Darstellung der Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Substratkonzentration. Die Kennwerte Ky und vm.x wurden mit Hilfe der Formel fir die
Ausgleichsgerade errechnet (s. Text)

Die in Abbildung 22 gezeigten MelRwerte ergeben eine Ausgleichsgerade mit einem
Bestimmtheitsmall von R2=0,925. Daraus lalt sich fiur die Curdlanase von
Streptomyces globisporus ein Ky-Wert von 2,2 mg Curdlan errechnen. Die Angabe
des Ky-Wertes erfolgte in mg Substrat, weil eine Angabe der Molaritat von
Polymeren nur ungenau erfolgen kann (schlechte Ldslichkeit, verschiedene
Kettenlangen). Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 2,5 mmol Glukose/min x

mg Protein wurde ebenfalls mit Hilfe der Ausgleichsgerade ermittelt.

4 Regulation der Expression der Curdlanase

Der nachste groRe Themenkomplex war die Regulation der Expression der
Curdlanase. Damit in Zusammenhang stehende Fragen konnten nun gestellt werden,
da mit den Antikérpern und dem quantitativen Aktivitatstest unter bekannten,

optimalen Bedingungen geeignete Nachweismdglichkeiten zur Verfigung standen.
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4.1 Zeitpunkt der Exkretion der Curdlanase

Als erstes sollte der Zeitpunkt ermittelt werden, ab dem die Curdlanase exkretiert
wird. Streptomyces globisporus wurde sowohl unter stimulierenden als auch unter
nicht stimulierenden Bedingungen in je drei Parallelen fir 1, 2, 3 und 4 Tage
inkubiert. Am Ende der Inkubation wurde jeweils der Kulturiberstand gewonnen und
auf Lyse von SDS-HZW untersucht. Die MelRergebnisse sind in Abb. 23 gezeigt.
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Abbildung 23: Zeitpunkt der Exkretion der Curdlanase

Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Aktivitdten der Kulturiberstande verschieden lang
gewachsener Streptomyces globisporus-Kulturen. Die hellen Saulen stehen fir unstimulierte
Kulturen (K), die dunklen fir stimulierte (S)

Es zeigte sich, dal} die unstimulierten Kulturen (ohne Zugabe von SDS-HZW) nach
drei Tagen maximale Aktivitat entwickelten. Die Zugabe von SDS-HZW ins Medium
erhohte die Exkretion des lytischen Enzyms um das Mehrfache. Erst wahrend des
vierten Tages nahm die Steigerung der Exkretion langsam ab, ohne das Maximum
erreicht zu haben. Diese Daten sprechen dafiur die Expression der Curdlanase dem
Sekundarmetabolismus zuzuordnen. Diese Folgerung wird abgesichert durch die
Beobachtung, dall die Sporulation, ein Vorgang, der oft mit der

Sekundarstoffproduktion gekoppelt ist (Chater, 1983), nach drei Tagen einsetzte.

Vorversuche hatten gezeigt, dald im Zytoplasma von Streptomyces globisporus keine

melbare Aktivitat der Curdlanase zu finden sind. Daraus laf3t sich folgern, dal} der
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Zeitpunkt der gemessenen Exkretion auch der Zeitpunkt der Expression ist. Dies ist
ein  weitere Hinweis darauf, dall die Regulation dieses Enzyms auf

Transkriptionsebene erfolgt.

4.2 Katabolit-Repression

Im Zusammenhang mit den vorstehenden Untersuchungen wurden auch das
Wachstum von Streptomyces globisporus und die Menge der noch nicht abgebauten
SDS-HZW verfolgt. Dazu wurde dreimal 100 ml NMMP-Glycerin mit 0,5% SDS-HZW
mit Sporen von Streptomyces globisporus beimpft. Diesen Parallelkulturen wurden
morgens und abends 1 ml Proben enthommen und sowohl das
Gesamttrockengewicht als auch der Anteil der SDS-HZW am Gesamttrockengewicht
(B.4.4.4) Dbestimmt. Aus der Differenz Gesamttrockengewicht  minus
Hefezellwandanteil wurde die Zellmasse errechnet. Die erhaltenen Daten sind in
Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Wachstum von Streptomyces globisporus

Dargestellt sind der Anteil der SDS-HZW am Gesamttrockengewicht (graue S&ulen) und das
Trockengewicht der gewachsenen Streptomyces globisporus-Zellen (gepunktete Saulen)
unterschiedlich lang inkubierter Kulturen
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Wie aus der Abbildung 24 ersichtlich ist, bleibt die Menge an SDS-HZW bis 48 h
nach Beimpfen konstant. Erst danach nimmt sie kontinuierlich ab. Daraus ist zu
folgern, dal® ab diesem Zeitpunkt Curdlanase sekretiert wird. Diese Beobachtung ist
ein weiterer Hinweis darauf, dal3 die Curdlanase dem Sekundarmetabolismus
zuzuordnen ist. Die Entwicklung der Zellmasse lalt ein diphasisches Wachstum
erkennen. Zwischen 32 h und 48 h verringert sich die Wachstumsgeschwindigkeit.
Diese Wachstumspause ist mit Beobachtungen von Neumann et al. (1996) in
Einklang zu bringen. In dieser Arbeit wird diese Pause als Entscheidungsphase
bezeichnet, wahrend der die ersten regulatorischen Umstellungen in Richtung
Sekundarstoffwechsel gestellt werden. Nach 72 h verlangsamt sich das Wachstum

erneut, die Kultur geht in die stationare Phase Uber.

Zusatzlich zu den Bestimmungen der Trockenmassen wurde der Glukosegehalt und
die Curdlanase-Aktivitat im Kulturiberstand bestimmt. In der Tabelle 6 sind die

erhaltenen Werte zusammengestellt.

Alter der Kultur Oh [24h | 32h | 48h | 56h | 72h | 78 h
Glukose im Kulturiberstand [mg]| 1,38 | 1,37 | 1,40 | 1,36 | 0,41 | 0,12 0

Aktivitat der Curdlanase im

) 0 0 0 0,60 | 1,13 | 5,08 | 14,68
Kulturiberstand [pg]

Tabelle 6: Zusammenhang von vorhandener Glukose im Kulturliberstand und Aktivitat sekretierter
Curdlanase im Kulturiiberstand

Die Glukose im Medium wurde mit GC bestimmt. Die Curdlanase-Aktivitat wurde im
enzymatischen Aktivitatstest als freigesetzte Glukose bestimmt. Diese Glukose stammt nicht vom
Kulturiiberstand, sondern von hydrolysierter SDS-HZW, die im Aktivitatstest zugesetzt war

Trotz glukosefreien Grundmediums wurde im Medium bereits zu Beginn des
Wachstums von  Streptomyces  globisporus  Glukose  detektiert. Diese
Verunreinigungen im Medium stdérten aber den Versuch nicht, im Gegenteil der Effekt
der Glukoseabnahme hatte sonst nicht festgestellt werden konnen. Durch die
enzymatische Lyse der SDS-HZW hatte der Glukosegehalt im Medium zunehmen
mussen. Tatsachlich nahm der Glukosegehalt ab, und zwar ab dem dritten Tag, als
die Lyse der SDS-HZW zunahm (vgl. Tab. 6). In dem Malde, in dem die mel3bare
Aktivitat der sekretierten Curdlanase stieg, nahm die Glukosekonzentration im
Medium ab. Es kam also nicht zu einer Anreicherung von Glukose im Medium,
sondern zu einer Glukoseabnahme. Es ist davon auszugehen, dal3 durch

Curdlanase-Aktivitat produzierte Glukose sofort von Streptomyces globisporus
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aufgenommen und verstoffwechselt wird. Auch die im Medium vorliegende Glukose
wurde ab diesem Zeitpunkt verstarkt aufgenommen. Nach 78 h war der melibare
Glukosegehalt im Medium Null (Tab. 6). Die Glukosekonzentrationen, die im Laufe

des Wachstums vorgelegen haben I6sten keine Katabolit-Repression aus.

Dal} die Expression der Curdlanase tatsachlich aber einer Katabolit-Repression
unterliegt, ist in Abb. 25 gezeigt. Zugabe von 47 mg Glukose (diese Menge entspricht
der Glukosemenge, die in 100 mg SDS-HZW enthalten ist) in 10 ml Minimalmedium
reprimiert die Expression der Curdlanase fast vollstandig. Wenn aber die Menge an
Glukose halbiert wurde und gleichzeitig 50 mg SDS-HZW zugegeben wurden, war
die Expression der Curdlanase gegenuber der Kontrolle dreifach erhéht. Wurde nur
SDS-HZW zugesetzt, war die Curdlanase gegenuber der Kultur ohne Zusatze
funffach gesteigert.
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Abbildung 25: Aktivitat von Curdlanase in Abhéngigkeit von Glukose und HZW im Medium
Dargestellt sind die gemessenen Aktivitdten von Curdlanase in Kulturiberstdnden von
Streptomyces globisporus-Kulturen, die mit verschiedenen Medienzusatzen gewachsen waren. Die
Kontrolle wuchs ohne Zusatze

Dies ist kein ,Alles oder nichts“- Effekt. Es scheint ein gewisses Limit der
Glukosekonzentration notwendig zu sein, um als Signal fir die Katabolit-Repression
auszureichen. Um dieses Limit anndahernd zu bestimmen wurde Streptomyces

globisporus in 10 ml NMMP-Glycerin unter stimulierenden Bedingungen (Zugabe von
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50 mg SDS-HZW), aber zusatzlich mit verschiedenen Mengen an Glukose im
Medium angezogen. Das Gesamttrockengewicht, der Anteil der SDS-HZW und die
Aktivitat im Kulturiberstand wurden jeweils bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 26
zusammengefaldt. Am besten wuchs Streptomyces globisporus in Gegenwart von
100 mg Glukose. Bei 50 mg Glukose war die Zellmasse etwas geringer, in beiden
Fallen war die Menge der SDS-HZW fast identisch und die gemessene Aktivitat im
Bereich der nicht stimulierten Kontrollkultur. Drastisch verandert waren die
Verhaltnisse bei 10 mg Glukose im Medium. Die SDS-HZW hatte deutlich
abgenommen und die Aktivitat war um den Faktor 6,5 erhoht. Der vermutete
Schwellenwert liegt demzufolge zwischen 10 mg und 50 mg Glukose in 10 ml
Medium. Erst wenn die Glukosekonzentration Uber diesem Schwellenwert liegt, ist

das Signal fur die Katabolit-Repression stark genug, um ausgeldst zu werden.
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Abbildung 26: Bestimmung des Schwellenwertes fiir die Katabolit-Repression

Mit SDS-HZW stimulierte Kulturen von Streptomyces globisporus wurden in Gegenwart
unterschiedlicher Mengen an Glukose inkubiert. Dargestellt sind das Gesamttrockengewicht in mg
(dunkelgraue Séaulen), der SDS-HZW-Anteil in mg (hellgraue Saulen), die berechnete Menge an
Trockengewicht der Zellen von Streptomyces globisporus in mg (weile Saulen) und die im
Kulturiiberstand gemessene Aktivitdt in pg (transparente, dickumrahmte Saulen). Als Kontrolle
diente eine Kultur, die ohne Zusatze im Medium inkubiert wurde
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4.3 Mutagenese von Streptomyces globisporus

Um die Regulation der Expression der Curdlanase oder der Exoenzyme im
allgemeinen besser untersuchen zu kbénnen (z. B. ist die Curdlanase
enzymspezifisch oder global reguliert) wurden Sporen von Streptomyces globisporus
mutagenisiert. Zur Erzeugung von Mutanten, die nicht mehr in der Lage sind Curdlan

abzubauen, wurden zwei Verfahren angewendet.

4.3.1 UV-Licht:

Die physikalische Methode beruht auf der mutagenen Wirkung von ultraviolettem
Licht, vor allem der Bildung von Pyrimidindimeren. Zur Bestimmung der optimalen
Bedingungen wurden Wellenlange, Bestrahlungsstarke und Bestrahlungslange
variiert (B.7.1.1). Bei einer Wellenlange von 206 nm, einer Bestrahlungsstarke von
6 YA und einer Bestrahlungsdauer von 3 min wurden 95 % der Sporen abgetottet. Bei
dieser Abtotungsrate konnte davon ausgegangen werden, dal® die uberlebenden
Sporen mit hoher Wahrscheinlichkeit mutagenisiert waren (Brackhage, A., Ludwig
Maximilians Universitat Minchen, Institut fir Genetik und Mikrobiologie; personliche
Mitteilung). Unter diesen Bedingungen wurden Sporen von Streptomyces globisporus
bestrahlt und anschlielfend auf RBB-Curdlan Agarplatten ausplattiert und bebrutet.
Mutanten im Curdlanabbau bildeten keinen Lysehof aus. Rund um eine gewachsene
Kolonie blieb der Agar blau. Von 1000 untersuchten Kolonien zeigten drei keinen
Lysehof. Diese Kolonien wurden gepickt und in Flissigmedium (B.2.1.3) angezogen.
Der Kulturiberstand dieser Kulturen wurde auf Curdlan- bzw. Hefezellwandabbau hin
untersucht. Bei allen drei Kulturen konnte im Kulturiberstand spezifische Aktivitat der

Curdlanase nachgewiesen werden. Diese Mutationen waren offenbar nicht stabil.

4.3.2 NG (1-Methyl-3-Nitro-1-Nitrosoguanidin)

Die chemische Methode nltzt die DNA-alkylierende Wirkung von NG aus (Madigan,
1997). Unter alkalischen Bedingungen wurden Sporen von Streptomyces globisporus
mit NG vorbehandelt und anschlieRend verschieden lang inkubiert (B.7.1.2). Die
Inkubation von 6 h bei 30°C entsprach einer letalen Dosis von 99%. Derart
behandelte Sporen wurden auf RBB-Curdlan-Agarplatten inkubiert. Kolonien, die
keinen Lysehof bildeten, wurden in FlUussigkultur angezogen und auf die Fahigkeit,
Curdlan bzw. Hefezellwand zu lysieren, Uberprift. 3 von 505 kontrollierten Kolonien
zeigten keinen Lysehof auf den RBB-Curdlan-Agarplatten. In Fllssigkultur konnte in

allen drei Fallen wiederum spezifische Aktivitat der Curdlanase nachgewiesen
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werden. Auch diese Mutanten revertierten anscheinend zum Wildtyp, zumindest in

Bezug auf Curdlanase-Aktivitat.

Es konnte mit beiden Methoden trotz des erheblichen Aufwandes keine stabile
Mutante erzeugt werden. Aus zeitlichen Grinden wurden diese Versuche nicht mehr

weiterverfolgt.

5 Suche nach Curdlanase-Aktivitat bei anderen Organismen

Andere Streptomyceten, vor allem Streptomyces coelicolor, von dem eine fast
komplette Cosmidbank vorliegt (John Innes Institute, Norwich, UK), wurden auf
Curdlanase-Aktivitat getestet. Zusatzlich wurde auch Cellulomonas cellulans, von
dem bekannt ist, dall er Hefen lysieren kann (Shen, 1991), in die Testreihe

aufgenommen.

5.1 Cellulomonas cellulans

Cellulomonas cellulans wurde in folgenden Medien (B.3.2) angezogen: DSM 65 mit
und ohne Zugabe von 4% Starke, NMMP-Glycerin, NMMP-Arabinose, NMMP-
Asparagin, NMMP-Mannit, NMMP-Saccharose, NMMP-Starke und NMMP-Glukose

in verschiedenen Konzentrationen (0,3%, 0,03%, 0,003%).

Wachstum konnte nur in DSM 65 mit Starke und in allen NMMP-Glukose Ansatzen
erreicht werden. Sehr langsam wuchs Cellulomonas cellulans noch in DSM 65 ohne
Starke und in NMMP-Starke. Dies konnte aber fur keine Experimente ausgenutzt
werden. Beim Wachstum in DSM 65 mit Starke reicherte sich sehr viel Glukose im

Medium an, dieser Ansatz schied deshalb fir Curdlanase-Aktivitditsmessungen aus.

Aus diesen Grunden wurde Cellulomonas cellulans in NMMP mit 0,003%, 0,03% und
0,3% Glukose angezogen und der Kulturiberstand gewonnen (B.3.2). Zusatzlich
wurden in Parallelansatzen den Medien 50 mg SDS-HZW zugesetzt, um klaren zu
kénnen, ob unter stimulierenden Bedingungen konstitutiv gebildete Curdlanase oder

andere hefelytische Enzyme vermehrt produziert und exkretiert werden.

Der turbidimetrische Test ergab nur fur die Ansatze mit 0,03% Glukose leicht erhohte
Werte (Absorptionsabnahme von 0,1; zum Vergleich: bei Streptomyces globisporus
lagen diese Werte bei 0,5 und mehr). Der enzymatische Test zeigte in allen
Ansatzen, dal® durch enzymatische Aktivitaten im Kulturiberstand keine Glukose

freigesetzt wurde. Cellulomonas cellulans sekretiert offenbar keine Curdlanase.
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5.2 Streptomyceten

Neben Streptomyces lividans, Streptomyces flavofuscus, Streptomyces HZ1 (ein
Eigenisolat von H. Zdller (1992)) wurden Streptomyces coelicolor A3(2) und M145
(dieser Stamm ist ein plasmidfreier A3(2), von dem am John Innes Institut die oben
genannte Cosmidbank hergestellt wurde) untersucht. Zum Teil wuchsen die Stamme
nicht auf dem Medium NMMP-Glycerin, es mul3te deshalb auf das Yokogawa-
Medium ausgewichen werden. Dies zog die Notwendigkeit nach sich, die Proteine
der Kulturiberstande vor den Aktivitatstests mit Ammoniumsulfat (B.7.4) auszufallen
und die Proteinlosung zu entsalzen (B.7.3.2). Alle Stamme wurden auch in
Gegenwart von 0,5% SDS-HZW angezogen, um eine etwaige Stimulierbarkeit zu
uberprufen. Bei allen untersuchten Streptomyceten konnte Curdlanase-Aktivitat
gezeigt werden, vor allem bei Streptomyces flavofuscus und dem Eigenisolat
Streptomyces HZ1. Die Aktivitat in diesen beiden Stammen konnte auch erheblich
durch die Zugabe von 0,5% SDS-HZW ins Medium gesteigert werden (Abb. 27).

6,
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freig. Glukose [ug])/Gesamtprotein [mg]
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Jl cm cm

S.g. S.c. A3(2) S.c.M145 S.L S.f. S.HZ1

\Oohne SDS-HZW mmit SDS-HZW |

Abbildung 27: Vergleich von Curdlanase-Aktivitat bei verschiedenen Streptomyceten

Dargestellt sind die auf Gesamtproteingehalt normierten Aktivitdten verschiedener Streptomyceten,
die ohne bzw. mit Zusatz von SDS-HZW gewachsen waren. Normiert bedeutet, dal® die im
enzymatischem Test gemessene Menge freigesetzter Glukose durch die
Gesamtproteinkonzentration des Kulturiiberstandes dividiert wurde. S.g. = Streptomyces
globisporus, S.c.A3(2) = Streptomyces coelicolor A3(2), S.c.M145 = Streptomyces coelicolor
M145, S.I. = Streptomyces lividans, S.f. = Streptomyces flavofuscus, S.HZ1 = Streptomyces HZ1
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Mit den Kulturiberstanden der stimulierten Kulturen wurden zusatzlich Westernblots
durchgefuhrt. Eine Kreuzreaktion mit den Antikorpern, die gegen die gereinigte
Curdlanase von Streptomyces globisporus gerichtet sind, konnte jedoch nur bei den
beiden Streptomyces coelicolor Stammen A3(2) und M145 detektiert werden (Abb.
28).

- — — 64 kDa

Sg. SIL Sf Sc. Sc. SHzZ1
A3(2) M145

Abbildung 28: Westernblot mit Kulturiberstanden verschiedener Streptomyceten

In jeder Spur waren 15 ug Gesamtprotein aufgetragen. Von links nach rechts Streptomyces
globisporus, Streptomyces lividans, Streptomyces flavofuscus, Streptomyces coelicolor A3(2),
Streptomyces coelicolor M145, Streptomyces HZ1

Streptomyces coelicolor besitzt demnach eine Curdlanase, die der von Streptomyces
globisporus sehr ahnlich ist. Bei den anderen untersuchten Streptomyceten sind

unter anderem folgende Moglichkeiten denkbar:

- Sie haben eine Curdlanase, die von den eingesetzten Antikdrpern nicht erkannt
wird. Das ist prinzipiell mdglich, da die Antikorper scheinbar weder gegen das

aktive Zentrum, noch gegen die Substratbindestelle gerichtet sind (Abb. 15)

- Sie exprimieren keine Curdlanase, dafur aber zwei andere Enzyme, eine
Exoglukanase und eine Endoglukanase, die zusammen einen Abbau der SDS-
HZW bis zu Glukose bewirken

- Sie exkretieren eine Curdlanase, die aber an die Zellwand assoziiert ist und

deshalb nicht im Kulturiiberstand zu finden war.

6 ldentifizierung des fur die Curdlanase kodierenden Gens

Mit Hilfe der Aminosauresequenzen, die von der gereinigten Curdlanase gewonnen

worden waren (C.3.4), sollte das entsprechende Gen aus Streptomyces globisporus
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isoliert werden. Nach der Isolation der genomischen DNA (B.6.2) wurden zwei
Strategien verfolgt: 1. Amplifikation des Gens direkt aus der genomischen DNA
mittels PCR und 2. Identifikation des Gens mittels Southernblot mit anschlieRender

Subklonierung.

6.1 PCR-Experimente

Aus den Proteinsequenzen wurden die DNA-Sequenzen abgeleitet. Wo dies nicht
eindeutig mdglich war, wurde beim Primerdesign als Ersatznukleotid Inosin
verwendet. Wenn eine Aminosaure nur durch zwei Tripletts codiert ist, wurden beide
Nukleotide zu gleichen Teilen eingesetzt (Degeneration der Oligonukleotide). Der
hohe GC-Gehalt der Streptomyceten-DNA bedingte hohe Annealing-Temperaturen
und zusatzlich die Zugabe von DMSO. Diese Substanz destabilisiert die durch den
hohen GC-Gehalt bedingten Sekundarstrukturen und erleichtert somit ein
Aufschmelzen der DNA. Nach Vorversuchen zur Optimierung wurden fur die PCR-

Experimente folgende Bedingungen angewandt:

- Thermocycler—-Programm (Biometra Personalcycler):

1 94°C 5 min

2 |52°C 1,5 min

3 |72°C 1,5 min

4 |94°C 1 min 4 mal Rucksprung zum 2. Schritt
5 |55°C 1,5 min

6 |72°C 1,5 min (Inkr. +5 s)

7 |94°C 1 min 29 mal Rucksprung zum 5. Schritt
8 |52°C 1,5 min

9 |72°C 10 min

10 (4°C ©

- Reaktionsansatz: 50 ng genomische DNA von Streptomyces globisporus; 1,5 mM
Mg”; 10% DMSO; 100 pmol Primer; 1 mM dNTP’s; 1 Unit Goldstar Polymerase;

Hotstart (Zugabe der Polymerase nach der ersten Denaturierungsphase)

- Primer: N-term: 5" GGl CCI TGG GTI CA®; GTI TT (zweifach degeneriert, | steht

fur Inosin)
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- Primer: int1: 5" GCI GC% TG"s TTI GGI GC”¢ TC (achtfach degeneriert)
- Primer: int2: 5" ACI CCAs TCI ACs TCI CCI AC (vierfach degeneriert)

Mit der Kombination der Primer N-term + int1 wurden zwei verschieden groflle
Amplifikate erhalten: 680 bp + 1350 bp. Die Kombination N-term + int2 lieferte ein
Amplifikat mit 550 bp. Demzufolge sollte die Sequenz von int2 in beiden Amplifikaten

von N-term + int1 enthalten sein:

N-term Int2 int1 L genomische DNA

0 550 680 1350 bp

Versuche, mit der Primerkombination N-term+int2 ein 550 bp langes Amplifikat zu
bekommen, wenn als Vorlage nicht die genomische DNA, sondern die Amplifikate N-
term + int1 verwendet wurden, schlugen fehl. Die anschlieRende Sequenzierung
(AbiPrism 377) der N-term Amplifikate zeigte aul’erdem, daly der Primer int2 nicht
enthalten war. Daraus war zu folgern, dal} die Amplifikate nicht die gesuchten waren,
sondern unspezifisch vermehrte DNA-Abschnitte. Trotz mehrfach wiederholter
Ansatze mit variierenden PCR Programmen mufiten diese Versuche erfoglos

eingestellt werden.

6.2 Southernblot-Experimente

Die zweite Strategie zur Isolierung des fur die Curdlanase codierenden Gens
erforderte zunachst das Erzeugen von definierten Teilstucken der chromosomalen
DNA von Streptomyces globisporus. Dazu wurde diese mit dem Restriktionsenzym
Sau3A inkubiert und die entstandenen Teilsticke durch Dichtegradienten-
zentrifugation (B.6.3) nach ihrer GroRe getrennt. Die so erhaltenen DNA Fraktionen
wurden in einem Agarosegel weiter aufgetrennt, mittels Southernblot auf einer
Nylonmembran fixiert (B.6.4) und mit frisch mit [y->?P]JATP markiertem int1-Oligo
(B.6.5) hybridisiert. Die DNA-Teilstucke, die das Gen fur die Curdlanase tragen,
sollten mit dem int1-Oligo interagieren und somit radioaktiv markiert werden. Die
Detektion erfolgte durch Exposition eines Rontgenfiimes mit der Nylonmembran
(B.6.4). Dieser Versuch wurde dreimal durchgefihrt. Die anschlielenden

Autoradiographien zeigten jedoch keine reproduzierbaren Spots.
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Die Isolierung des fur die Curdlanase codierenden Gens aus Streptomyces
globisporus war unter diesen Umstanden offenbar nicht moglich. Deswegen wurde
auf das Genom von Streptomyces coelicolor ausgewichen. Dieser Organismus
exprimiert eine Curdlanase, wie die Antikdrperversuche zeigten, ist nah mit
Streptomyces globisporus verwandt und es existiert von ihm eine fast vollstandige
Cosmidbank (Redenbach et al., 1996).

6.3 Identifizierung eines Gens von Streptomyces coelicolor fur eine

hypothetische Curdlanase

Im Juli 1998 wurde vom Sanger Centre die Sequenz eines Cosmids mit Namen
SC8A6 veroffentlicht (Accession: AL031013). Alle Aminosauresequenzen der
gereinigten Curdlanase (C.3.4) wurden mit diesem Cosmid verglichen. Sie zeigten
einen hohen Grad an Ubereinstimmung (79% ldentitat; s. Anlage 1) mit dem ORF
15¢, der laut Veroffentlichung fur ein hypothetisches Exoprotein codiert. Sir D.
Hopwood (John Innes Institute, Norwich) stellte uns freundlicherweise das Cosmid
SCB8AG6 zur Verfigung als E. coli SURE-Klon mit dem Plasmid supercos, in das das
Cosmid SC8AG6 einkloniert ist. Dieser Klon wurde in LB-Flussigmedium mit Ampicillin
angezogen, geerntet und zur Praparation eines Zelllysats mit der French Press
aufgebrochen (B.4.1). Damit wurden enzymatische Aktivitatstests durchgeflihrt. Das
Zelllysat zeigte keine Curdlanase-Aktivitat. Aullerdem wurden die Proteine des
Zelllysats mittels SDS-PAGE aufgetrennt (B.4.8.2). Der anschlielfender Westernblot
mit den gegen die Curdlanase von Streptomyces globisporus gerichteten Antikdrpern
ist in Abbildung 29 dargestellt. Auf der Hohe von 64 kDa konnten keine spezifischen
Kreuzreaktionen entdeckt werden. Wie ebenfalls der Abbildung 29 zu entnehmen ist,
wurden unspezifische Kreuzreaktionen bei ca. 92 kDa, ca. 60 kDa, ca. 10 kDa und
auf Hohe der Lauffront festgestellt. Dieselben unspezifischen Banden existieren auch

in der Kontrolle, Escherichia coli SURE ohne 8A6-Insert im Plasmid supercos.
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Abbildung 29: Expression von Curdlanase durch E. coli SURE + supercos

Westernblot mit Rohextrakten von E. coli SURE + supercos und E. coli SURE + supercos + 8A6.
Aufgetragen wurden zwei verschiedene Konzentrationen, um mittels Mengeneffekt eine etwaige
spezifische Reaktion verifizieren zu kénnen. Als Kontrolle wurde die gereinigte Curdlanase von
Streptomyces globisporus aufgetragen. Die Proteine des GroéRenstandards sind gefarbt und
deshalb schwach sichtbar

Daraus war zu folgern, daly der ORF 15c, der fur das hypothetische Exoprotein

Curdlanase kodiert, nicht exprimiert wurde.

Der nachste Schritt zur Uberpriifung, ob der ORF 15c¢ fiir eine Curdlanase kodiert,

war eine Subklonierung des ORFs 15c in einen Multi-copy-Vektor.

7 Klonierung des Gens cur von Streptomyces coelicolor M145

7.1 Konstruktion des Vektors pCuEB

Das Cosmid zu praparieren war auflerordentlich zeit- und materialaufwendig.
Deshalb sollte das hypothetische Curdlanase-Gen in einen Multi-copy-Vektor kloniert
werden. Dazu wurde der ORF 15c (1806 Basenpaare) - flankiert von 241
Basenpaaren vor dem Start-Codon und 166 Basenpaaren nach dem Stop-Codon —
mittels Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und BamHI| herausgeschnitten
und in den Vektor pUC19 einkloniert. In Abb. 30 ist das angewandte Vorgehen
dargestellt.

Mit diesem Vektor pCuEB wurden E. coli DH5a-Zellen mittels Elektroporation

(B.6.7.1) transformiert. Der Einbau des ORF 15c-Fragmentes wurde mit Hilfe von
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blau/weil3-Selektion kontrolliert (B.6.8). Die Orientierung wurde mit Hilfe der
Fragmentlangen nach Restriktionsverdau mit Pstl Uberpruft, trotz der
unterschiedlichen Uberhénge, die durch die Verwendung des Enzympaares
EcoRI/BamHI entstanden sind. Pstl schneidet im ORF 15¢c genau einmal, im Plasmid
zweimal. Deshalb entstehen bei unterschiedlicher Orientierung des ORFs im Plasmid
verschieden lange Fragmente. Die Plasmide eines Klones, in dem das ORF 15c-
Fragment in der richtigen Orientierung einligiert war, wurden isoliert und erneut in E.
coli DH5a-Zellen transformiert. Dieser Klon wurde CuEB genannt. Der einklonierte
ORF 15c dieses Klones wurde ansequenziert (B.6.6). Der Sequenzvergleich mit der
veroffentlichten Sequenz von ORF 15¢ ergab eine Ubereinstimmung von >99% (nur

1 Base von 400 war unbestimmt).

BamHI 0 EcoRI2 BamHI 33

BamHI 4790

EcoRI 397

EcoRI 37507
= BamHI 418

BamHI 37473
BamHI 35129 supercos+

BamHI 33912 CO%@}g%AG

BamHI 33749 4 p

BamH| 32522 BamHI 12942

BamHI 31803 BamHI 13288

15¢
BamHI 16499
BamHI 18459
BamHI 18527
EcoRI 22353 BamHI 19427

BamHI 28013

EcoRI, BamHil; EcoRI, BamH],
Gelelution Dephosphorylierung

Ligation

JfEcoRI 397

AP lacZ’

ColE1
' gCuEB
313 bp

‘lac
BamHI 6024

15¢

Abbildung 30: Konstruktion des Vektors pCuEB
Der ORF 15c inklusive flankierender Basenpaare wurde in angegebener Weise in pUC19 ligiert
(B.6.1)
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Der Klon CuEB wurde in einer 100 ml Kultur angezogen. Der Rohextrakt und der
Kulturiberstand wurden prapariert. Im Rohextrakt konnte keine Curdlanase-Aktivitat
detektiert werden. Um zu Uberprifen, ob die Curdlanase in einer inaktiven Form
exprimiert worden war, wurden sowohl mit dem Rohextrakt als auch mit dem
Kulturiberstand ein Westernblot durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurde von E. coli DH5a
ebenfalls ein Rohextrakt prapariert und in den Westernblot miteinbezogen. Es
konnten weder im Rohextrakt noch im Kulturiberstand des Klon CuEB eine
spezifische Kreuzreaktion mit den gegen die native Curdlanase von Streptomyces
globisporus gerichteten Antikorpern festgestellt werden (Abb. 31). Alle erhaltenen
unspezifischen Kreuzreaktionen sind ebenso im Kontrollansatz sichtbar. Daraus war

zu folgern, dalk die Curdlanase mit diesem System nicht exprimierbar war.

Sg Std pCuEBcyt DH5wxcyt pCUEBUS
2ug 10pg 20pg 10pg 20ug  100ug
97 kDa
30 kDa

Abbildung 31: Expression von Curdlanase durch E. coli DH5a und dem Klon CuEB

Westernblot mit Rohextrakten von E. coli DH5a und Klon CuEB und mit Kulturiiberstand von Klon
CuEB. Aufgetragen wurden zwei verschiedene Konzentrationen, um mittels Mengeneffekt eine
etwaige spezifische Reaktion verifizieren zu kénnen. Als Kontrolle wurde die gereinigte Curdlanase
von Streptomyces globisporus aufgetragen. Die Proteine des Groflenstandards sind gefarbt und
deshalb teilweise sichtbar

7.2 Konstruktion der Expressionsvektoren pCuTOPO und pCuTOPO-
His
Die fehlende Expression der Curdlanase durch den oben beschriebenen Klon CUEB

konnte an der Inkompatibilitit des Streptomycetenpromotors (der auf den

mitklonierten 241 Basenpaaren vor dem ORF 15c liegen sollte; dies wurde nicht
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Uberpruft) oder einer Toxizitat der Curdlanase flur E. coli liegen. Deshalb sollte das

Gen unter die Kontrolle eines induzierbaren E. coli Promotors gestellt werden.

7.2.1  Topoisomerase-System
Das verwendete pBAD TOPO Plasmid (Invitrogen) (s. Anlage 1) vereinigt mehrere
Vorteile:

- es ist geeignet fur TA Klonierung: es ist linearisiert und tragt einen einzelnen 3°-
Desoxythymidin-Uberhang und eine daran gekoppelte Topoisomerase (Shuman,
1994)

- es tragt eine CAP-Bindestelle, damit kann die Transkription des Arabinose-
Operons durch den cAMP-Spiegel in der Zelle reguliert werden; d. h. durch
Zugabe von Glukose ins Medium kann die Transkription des einklonierten Gens

reprimiert werden

- das einklonierte Gen steht unter der Kontrolle des induzierbaren Arabinose-

Promotors

- stromabwarts der Klonierungsstelle sind unmittelbar aufeinanderfolgend sechs

Histidine und ein Stop-Signal codiert

- Somit laRkt sich ein PCR-Amplifikat mit einem einzelnen 3’-Desoxyadenosin-
Uberhang (die Tagq Polymerase erzeugt immer solche Amplifikate) direkt und
schnell in das Plasmid ligieren (TA-Klonierung) und die Expression nach Bedarf

reprimieren oder induzieren.

7.2.2 Amplifizierung des ORF 15¢

Das Plasmid pCuEB wurde als Matrize fur die Amplifikation verwendet. Der N-Term-
Primer wurde so konstruiert, dal} das Start-Codon des ORF 15c im Leserahmen des
pBAD TOPO Plasmids liegt. Der C-Term-Primer wurden so gewahlt, dal® das p-
Codon des ORF 15c erhalten blieb. Bei einer zweiten Klonierung sollte ein
Polyhistidinschwanz an das Protein angehangt werden. Daflr wurde der C-Term-
Primer so gewahlt, da® das p-Codon in ein Codon fur Leucin (statt TGA = TTA)
umgewandelt wurde. Dies hatte zur Folge, dall das Protein um weitere 28
Aminosauren, die letzten sechs sind Histidinreste, verlangert wurde. In beiden Fallen
wurde die PCR mit der Pfu-Polymerase (Promega) durchgefuhrt. Sie besitzt eine 3'-
5°-Exonukleaseaktivitat. Diese ,Korrekturlesen® genannte Eigenschaft erhoht die

Genauigkeit. Unter folgenden Bedingungen gelang es, jeweils ein einziges,
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spezifisches Produkt, d. h. mit der richtigen Lange und den erwarteten

Restriktionsschnittstellen, zu erhalten:

N-Term-Primer: ACT TTC CGA ACA AGG AGA GCC G
- C-Term-Primer mit p-Codon: GTA CGA CGC ATT CGG CCT TCA
- C-Term-Primer ohne p-Codon: ACG TCC GCC TAAGGG GTATT

- PCR-Ansatz: 30 ng pCuEB-DNA + 5 pul Puffer + 5 yl DMSO + je 0,5 yl dNTP + 1l
N-Term-Primer +1 pyl C-Term-Primer + 1 pl Pfu-Polymerase ad 50 pl H2Opig.

- Thermocycler—-Programm (Biometra Personalcycler):

1 95°C 5 min

2 [65°C 2 min

3 |74°C 4 min (Inkr.* 10 s) *d. h. bei jeder Schleife 10 s Verlangerung
4 |95°C 1 min 29 mal Rucksprung zum 2. Schritt
5 |65°C 5 min

6 |74°C 20 min

7 |4°C 0

Die Amplifikate wurden als cur bzw. cur-His bezeichnet.

7.2.3 Klonierung des ORF 15¢c

Die Pfu-Polymerase erzeugt glatte Enden. Dies erforderte ein nachtragliches
Anhangen von 3’'Desoyxadenosin (B.6.9), um das Amplifikat fir die TA-Klonierung
kompatibel zu machen. Beide PCR-Amplifikate wurden in einen pBAD TOPO-Vektor
kloniert (B.6.10). Es entstanden folgende Plasmide:

p-BAD
ara C

cur-His

pCuTOPO-His
5971 bp

pCuTOPO

6022 bp

Col E1 Col E1
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7.2.4 Transformation in Escherichia coli Top10 (Invitrogen)

Diese Plasmide wurden in Escherichia coli Top10 transformiert (B.6.10) und dann in
geeigneten Verdunnungen auf LB-Platten mit 50 pg Ampicillin pro ml Agar
ausplattiert. Am nachsten Tag wurden 10 Kolonien zufallig gepickt und Uber Nacht
unter Selektionsdruck (Ampicillin) angezogen. Die Plasmide dieser 10 Kulturen
wurden mittels Restriktionsanalyse auf korrekten Einbau des ORF 15c getestet. Im
Falle des Plasmids pCuTOPO trugen 8 von 10 Klonen den ORF 15c in der richtigen
Orientierung, bei pCuTOPO-His waren es 7 von 10 Klonen. Jeweils eines der so
Uberpruften Plasmide wurde in LMG194-Zellen (Invitrogen) transformiert (CaCl,-
Methode; B.6.7.2), um die basale Expression des ORF 15c durch Zugabe von
Glukose ins Medium auf fast Null dricken zu kdnnen. Wenn dieser ORF tatsachlich
fur eine Curdlanase kodiert, sollte zumindest im Klon CuTOPO die Curdlanase

exprimiert werden.

7.2.5 Expression der Curdlanase

Fir die Expressionsstudien wurde als Vektorkontrolle der dem Kit beigefugte TOPO-
Vektor verwendet, in den das LacZ-Gen einkloniert war (Invitrogen). Dieser Vektor
wurde in LMG194-Zellen nach der CaCl,-Methode transformiert (B.6.7.2). Der so
konstruierte lacZTOPO-Klon konnte als Positivkontrolle eingesetzt werden, um zu
testen, ob das Expressionssystem funktioniert, und als Negativkontrolle, ob von den
Klonen CuTOPO bzw. CuTOPO-His die Curdlanase exprimiert wird, da die (-
Galaktosidase eine Molmasse von 120 kDa hat und somit deutlich von der

Curdlanase unterschieden werden konnte.

Die Klone lacZTOPO, CuTOPO und CuTOPO-His wurden jeweils in 100 ml Kulturen
inkubiert (B.3.3.3). Nach erfolgtem Wachstum wurden die Kulturen auf Eis abgekunhlt,
zentrifugiert (3.000 x g, 4°C, 5 min), der Uberstand konzentriert (Amicon-Rihrzelle,
10 kDa) und die Zellen mit der French Press (B.4.1) aufgebrochen Die Rohextrakte
aller drei Klone wurden im turbidimetrischen und im quantitativen Test (B.4.10.1+2)
auf Aktivitat untersucht. In Abb. 32 sind die Ergebnisse des quantitativen Testes

dargestellt.
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Abbildung 32: Heterolog exprimierte Curdlanase: Messung der Aktivitat

Dargestellt sind die Ergebnisse des enzymatischen Aktivitatstests von Rohextrakten der drei Klone
(VK = 1acZTOPO, His- = CuTOPO, His+ = CuTOPO-His). Es waren jeweils 10, 50 und 100 pg
Gesamtprotein eingesetzt worden. Als zusatzliche Negativkontrolle wurde ein Ansatz nur mit Puffer
mitgefuhrt

Wie die Abbildung 32 zeigt, haben beide Curdlanase-Klone eindeutig Aktivitat. Das
Anhangen des His-Schwanzes beeintrachtigt diese kaum. Die Vektorkontrolle
lacZTOPO zeigt jedoch keine Aktivitat. Die sehr niedrigen Werte fur die freigesetzte
Glukose nehmen nicht durch Erhohung der eingesetzten Proteinmenge zu. Sie
kénnen somit nicht auf eine Curdlanase-Aktivitat zurlickgefihrt werden. Als Beweis,
dald der His-Schwanz tatsachlich auch exprimiert wird, wurden die Rohextrakte aller
drei Klone mittels Westernblot auf Kreuzreaktionen mit einem Nickel-NTA-HRP-
Konjugat (Quiagen) uberpruft. Die Abb. 33 zeigt diesen Westernblot.
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Abbildung 33: Heterolog exprimierte Curdlanase: Nachweis mittels Histidinschwanz

Rohextrakte der drei Klone (s. Abb. 29) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf PVDF-
Membran geblottet und mit Nickel-NTA-HRP-Konjugat inkubiert und anschlielend mit
Diaminobenzidin umgesetzt. Damit werden alle Enzyme mit histidinreichen Abschnitten detektiert

Wie der Abbildung 33 zu entnehmen ist, konnte beim Klon CuTOPO-His eine Bande
mit der apparenten Grof3e von 68 kDa detektiert werden. Diese Bande wurde durch
Erhdhung der Proteinmenge entsprechend intensiviert. Im Rohextrakt des Klons
CuTOPO ist wegen dem Fehlen des His-Schwanzes keine Kreuzreaktion
detektierbar. Bei ca. 32 kDa und in der Lauffront wurden zusatzlichen Banden
detektiert. Auf gleicher Hohe befanden sich auch im Klon CuTOPO und in der
Vektorkontrolle 1acZTOPO ebenfalls Banden. Daraus |aRt sich folgern, da® dies

chromosomal kodierte Proteine von E. coli sind, die histidinreiche Abschnitte tragen.

Die GroRe von 68 kDa der detektierten Bande im Rohextrakt von CuTOPO-His
entspricht der von der DNA-Sequenz abgeleiteten GroRe von 68.442 Da. Damit
stimmt die Gro3e des detektierten Proteins mit der Erwartung uUberein. Diese Bande
tritt nur im Klon CuTOPO-His auf. Daraus folgt, dal} diese Bande der

histidinmarkierten Curdlanase entspricht.

7.2.6 Induzierung der Expression der Curdlanase

Um die Induzierung der Curdlanase unter kontrollierten Bedingungen zu untersuchen
wurde der Klon CuTOPO uber Nacht in RM-Medium mit 50 pg/ml Ampicillin und
0,2% Glukose zur Reprimierung der Expression der Curdlanase angezogen. Somit
konnten die eigentlichen Testansatze mit frischen Zellen, die noch keine Curdlanase

exprimieren, gestartet werden. Mehrere Parallelansatze mit RM-Medium ohne
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Glukose wurden mit 100 pl der Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C schiittelnd
inkubiert. Bei einer optischen Dichte (A = 580 nm) von 0,5 wurde jeweils 1 ml
Zellsuspension entnommen. AnschlieRend wurde dem RM-Medium L-Arabinose in
verschiedenen Konzentrationen (0,00002% - 0,2%) zugesetzt. Nach vier Stunden
wurden erneut je 1 ml der Kulturen geerntet. Die mittels Zentrifugation (3.000 x g,
4°C, 5 min) sedimentierten Zellen wurden in SDS-Probenpuffer 5 min bei 100°C
denaturiert und gleichzeitig lysiert. Die Proteine der Lysate wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Danach wurde ein Westernblot mit Antikdrpern gegen die native
Curdlanase von Streptomyces globisporus durchgefihrt. Die Detektion erfolgte durch
Lumineszenz (B.4.12.4) (Abb. 34).

VK 0,00002% 0,002% Std 02% 0% oV
t=4 t=0 t=4 =0 t=4 =0 t=4 t=4 t=4

T T e — Ly -
y = w0
64 kDa o ‘;

Abbildung 34: Induktion der Expression der Curdlanase im Klon CuTOPO

Dargestellt sind verschieden stark induzierte Kulturen des Klons CuTOPO vor (t=0) und nach (t=4)
Induktion. Als Kontrollen dienten der lacZTOPO-Klon (VK) und E. coli LMG194-Zellen ohne Vektor
(oV). Die Proteine wurden nach dem Blot mit den Antikérpern inkubiert, die gegen die native
Curdlanase von Streptomyces globisporus gerichtet sind. Die sekundaren Antikdrper waren mit
HRP gekoppelt. Die Detektion erfolgte durch Lumineszenz

Die Abbildung 34 zeigt, dal} die Expression der Curdlanase mit 0,2% L-Arabinose
induziert werden konnte. Allerdings reagierten die Antikdrper auch mit anderen
zytoplasmatischen Proteinen von E. coli, was eine l|dentifizierung erschwerte. Der
Nachweis mit Nickel-NTA-HRP-Konjugat ist eindeutiger (vgl. Abb. 33). Aus diesem
Grund wurde zur Reinigung der heterologen Curdlanase der Klon CuTOPO-His
benutzt. Dies hatte den weiteren Vorteil, dafl die Reinigung durch

Affinitatschromatographie erfolgen konnte.

7.2.7 Reinigung der heterolog exprimierten Curdlanase
Der Klon CuTOPO-His wurde unter induzierenden Bedingungen in einer 100 ml

Kultur angezogen, die Zellen wurden geerntet und mit der French Press
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aufgebrochen (B.4.1). Im Rohextrakt wurde die Gesamtproteinkonzentration
bestimmt (B.4.7). In Portionen von 0,5 mg Gesamtprotein wurde der Rohextrakt auf
eine mit Ni**-beladene Sepharose Chelating Saule (Pharmacia) aufgetragen. Durch
Erhdhung des Imidazolgehaltes im Puffer wurde die Histidin-markierte Curdlanase
von der Saule eluiert (B.5.3), mittels Ultrafiltration (B.7.3.1) entsalzt und konzentriert.
Jeweils 10 solcher Saulenldufe wurden vereinigt. Die Halfte wurde fur einen
enzymatischen Aktivitatstest abgezweigt, die andere mit 10% SDS-PAGE
aufgetrennt und die Proteine mittels Silberfarbung (B.4.9.2) detektiert (Abb. 35).

D1 D2 Std E1 E2 SD200
===

ol 97 kDa
— - 66 kDa
60 kDa
. 45 kDa
- 30 kDa
- - - - 21 kDa

-

Abbildung 35: Reinigung der heterolog exprimierten Curdlanase

Dargestellt ist die Auftrennung verschiedener Fraktionen nach der Nickelsdule und der
anschlieBenden Superdex 200 HR 30/10 (Diese Spur wurde aus einem anderen Gel
ausgeschnitten und im Bild eingeflgt). Die Fraktion D1 entspricht den ersten 500 pl Eluat mit
Auftragspuffer, die Fraktion D2 den letzten 500 pl. In der Spur E1 ist das Konzentrat der ersten
500ul Eluat mit Elutionspuffer, in der Spur E2 der letzten 500 pl aufgetragen. Die Spur SD200
beinhaltet den Hauptelutionspeak nach der Gelfiltrationssaule Superdex 200 HR 30/10
(Pharmacia) bei einer Retentionszeit von 25 min. Dies entspricht laut Eichproteinen einer
Molmasse von ca. 70 kDa

Wie der Abbildung 35 zu entnehmen ist, konnte mit der Ni**-Saule die heterolog
exprimierte Curdlanase stark angereichert werden. Es wurde versucht eine noch
bessere Aufreinigung zu erzielen, indem Nickel nacheinander durch Kobalt, Kupfer
und Eisen ersetzt wurde. Diese Metallionen brachten allerdings keine Verbesserung,
die beste Anreicherung gelang mit Nickel. Dies machte einen zweiten
Reinigungsschritt notwendig. Die gesamte Elutionsfraktion wurde Uber die

Gelfiltrationssaule Superdex 200 HR30/10 (Pharmacia) weiter aufgereinigt (B.5.4.1).
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Die meisten Verunreinigungen konnten dadurch abgetrennt werden. Ein Protein mit
der apparenten Grof3e von 21 kDa lie® sich aber nicht abtrennen. Auch die Zugabe
von 1 M Lithiumchlorid zum normalen Puffer oder ein Pufferwechel zu 6 M Harnstoff,
gelést in 0,1 M MES pH 6,7, bewirkten keine bessere Auftrennung. Die beiden
Proteine lassen sich offensichtlich nur unter denaturierenden Bedingungen, wie sie

bei einer SDS-PAGE vorliegen, voneinander trennen.

Die Recherche mit der Datenbank Colibri (http://genolist.pasteur.fr/Colibri), in der das
Genom von Escherichia coli gespeichert ist, nach zytoplasmatischen Proteinen mit
einem Molmasse von ca. 21 kDa und mindestens zwei aufeinanderfolgenden
Histidinresten (Coreinigung mit der Nickelsdule) ergab eine Ubereinstimmung:
SLYD_ECOLI. Dieses Protein hat ein Molmasse von 20.853 Da, hat eine
histidinreiche Domane und ist beschrieben als eine Peptidyl-Prolyl-cis/trans-
Isomerase (Hottenrott, 1997). Es gehort zur FKBP-Typ Ppiase-Familie und ihm wird
eine Chaperonfunktion zugesprochen (Swissprot: P30856). Ob auch das 21 kDa
Protein, das sich nicht von der Curdlanase abtrennen lie3, eine Chaperonfunktion

besitzt, ist Gegenstand der Diskussion.

7.2.8 Kinetische Charakterisierung der heterolog exprimierten Curdlanase

Wie aus der Abbildung 32 ersichtlich ist, beeintrachtigte der Histidinschwanz die
Aktivitat der Curdlanase nicht mel3bar. AuflRerdem liel3 sich das Fusionsprotein
leichter reinigen. Aus diesen Grunden wurde die mit His-Schwanz markierte

Curdlanase gereinigt und dessen kinetische Parameter bestimmt.

Die in Abbildung 36 gezeigten Werte ergaben eine Ausgleichsgerade mit einem
Bestimmtheitsmall von R? = 0,997. Daraus ladt sich fur die heterolog exprimierte
Curdlanase ein Ky-Wert = 31 mg Curdlan und ein vyax = 6,3 mmol Glukose/min x mg
Protein errechnen. Diese kinetischen Parameter wurden mit den der nativen
Curdlanase von Streptomyces globisporus verglichen. Der Ky-Wert der heterolog
exprimierten Curdlanase (die DNA-Sequenz stammt von Streptomyces coelicolor!)ist
gegenuber den 23 mg Curdlan des nativen Enzyms von Streptomyces globisporus
somit eine GroRenordnung schlechter. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit ist
mit 6,3 mmol Glukose/min x mg Protein ungefahr doppelt so hoch wie die der nativen

Curdlanase.
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Abbildung 36: Bestimmung von Ky und v, der heterolog exprimierten Curdlanase
Lineweaver-Burk-Darstellung der Abhéangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der
Substratkonzentration. Die Kennwerte Ky und vn,.x wurden mit Hilfe der Formel flr die im
Diagramm angegebene Ausgleichgerade errechnet

7.2.9 Vergleich mit kommerziell erhaltlichen Lytikasen

Die Fahigkeit der Curdlanase Hefezellen zu lysieren, wurde in dieser Arbeit
hinreichend belegt. Ein Vergleich mit kommerziell erhaltlichen hefelytischen
Enzympraparationen sollte die Vor- und Nachteile der Curdlanase gegentber diesen

Praparationen aufzeigen.

Bei Sigma sind zwei hefelytische Enzympraparationen erhaltlich: Native Lytikase von
Arthrobacter Iluteus (angereichert aus Kulturiberstand) und rekombinant in E. coli
hergestellte Lytikase von A. luteus. Bevor deren hydrolytische Aktivitat bestimmt
wurde, wurden sie zunachst mittels SDS-PAGE auf ihre Homogenitat hin getestet. Es
stellte sich heraus, dal} beide Praparationen mehrere Proteine beinhalten, die native
mindestens 4, die rekombinante 2. Ein anschlieBender Westernblot zeigte, dal} die
Antikérper, die gegen die Curdlanase von Streptomyces globisporus gerichtet sind,

mit keinem der Proteine der Lytikase-Praparationen reagierten.
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Die hydrolytische Aktivitat beider Praparationen wurde mit der rekombinant
hergestellten Curdlanase verglichen. Dazu wurde jeweils die gleiche Proteinmenge
eingesetzt. Als Substrate wurden SDS-HZW und Curdlan eingesetzt. Der Abbau der
SDS-HZW wurde im turbidimetrischen Test verfolgt und anschlieRend im
enzymatischen Test auf freigesetzte Glukose Uberprift. Die Hydrolyse des Curdlans
konnte wegen dessen schlechter Loslichkeit in waldrigem Puffer nur auf freigesetzte
Glukose hin Uberpruft werden. Die Abbildung 37 =zeigt die Ergebnisse des
turbidimetrischen Aktivitatstests. Sie zeigt, dald beide Lytikase-Praparationen die
Zellwand wesentlicher schneller und effektiver hydrolysieren als die rekombinante

Curdlanase, wobei die Hydrolyse durch die native Lytikase noch starker ist.

-8- Curdlanase
-o- Lytikase(n)
-2 Lytikase(r)
> Wasser

Absorption

0 T T T !
0 50 100 150 200

Zeit [min]

Abbildung 37: Qualitativer Vergleich hefelytischer Enzyme
Dargestellt sind die turbidimetrischen MelRergebnisse beim Abbau von SDS-ZW von
Saccharomyces cerevisiae; (n) = nativ, (r) = rekombinant
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Abbildung 38: Quantitativer Vergleich hefelytischer Enzyme

Dargestellt sind die Ergebnisse des enzymatischen Tests. Wegen der groflen quantitativen
Unterschiede der Aktivitaten wurde eine logarithmische Skala verwendet. In der linken Halfte waren
10 mg Curdlan, in der rechten 0,9 mg SDS-ZW von Saccharomyces cerevisiae vorgelegt. Die
Gesamtproteinmenge betrug in allen Proben 30 ug. Als Kontrolle wurde die Hefezellwand auch mit
H,0y4. inkubiert. Beim Abbau des Curdlans wurde zusatzlich Kulturiiberstand von Streptomyces
globisporus (SgUS) als Positivkontrolle eingesetzt; (n) = nativ, (r) = rekombinant

Wie in der Abbildung 38 gezeigt, bestatigt der enzymatische Test die Aussagen des
turbidimetrischen Tests und erklart gleichzeitig die starkere Absorptionsabnahme
durch die Hydrolyse der nativen Lytikase. Diese setzte ebenso wie die Curdlanase
Glukose frei, was bei der rekombinant hergestellten Lytikase-Praparation nicht der
Fall war. Diese Beobachtung legt nahe, dal} die Lytikase-Praparationen keine
Curdlanase beinhalten, sondern zwei verschiedene Enzyme: Eine Endo-p-(1,3)-
Glukanase und eine Exo-B-(1,3)-Glukanase. Letztere scheint der Praparation der

rekombinanten Lytikase zu fehlen.

8 Aktivitat der Curdlanase gegenuber anderen Hefen

Diese Arbeit wurde angestolRen durch die Beobachtung, dall Zellen von

Saccharomyces cerevisiae durch Kulturiberstand von Streptomyces globisporus
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lysiert wurden. Nachdem die Ursache aufgeklart worden war und das verantwortliche
Enzym gereinigt und ein sehr ahnliches Enzym aus dem nah verwandten
Streptomyces coelicolor heterolog exprimiert werden konnte, sollte zum Schlul} die

Wirkung dieses Enzyms auch auf andere Hefen getestet werden.

Es wurden folgende Hefen ausgewahlt: Schizosaccharomyces pombe als Vertreter
der Spalthefen; Rhodotorula spec. als Vertreter der Imperfekten Hefen und Candida
albicans als medizinisch bedeutsame Hefe.

Die Wirkung der Curdlanase auf diese Hefen wurde in mehreren Ansatzen
untersucht: 1. Hydrolysierbarkeit der Zellwand 2. Hydrolysierbarkeit ganzer Zellen

und 3. Wirkung auf sich vermehrende Zellen.

8.1 Hydrolysierbarkeit der Zellwand

Zuerst wurden SDS-ZW von Schizosaccharomyces pombe und Candida albicans
prapariert (B.4.2). 0,9 mg dieser SDS-Zellwande wurden mit 30 pg heterolog
exprimierter Curdlanase inkubiert. Die Hydrolyse wurde im turbidimetrischen Test
verfolgt und die spezifische Aktivitat mit dem enzymatischen Test gemessen. Der
Vergleich mit der Hydrolyse der Backerhefe zeigte, dal} die Zellwand beider Hefen im

gleichen Umfang hydrolysiert wird (nicht gezeigt).

8.2 Hydrolysierbarkeit ganzer Zellen

Die Hefen wurden in YM-Medium bis zu einer optischen Dichte von 0,7 angezogen.
Aus diesen Kulturen wurde 1 ml entnommen und mit 30 pg heterolog exprimierter
Curdlanase inkubiert. Im turbidimetrischen Test (B.4.10.1) konnten keine
aussagekraftigen Ergebnisse erzielt werden, da im Photometer tote Zellen von
lebenden Zellen nicht unterschieden werden konnen, solange die toten Zellen nicht
platzen. Die Zellwand wurde aber wahrend der Inkubationszeit nicht vollstandig
abgebaut, was zum Platzen der Zellen gefuhrt hatte. Der enzymatische Test
(B.4.10.2) brachte ebenfalls keine brauchbaren Aussagen, da die Hefen selbst
Glukanasen (Chaffin et al., 1998) haben, die ebenfalls Glukose als Endprodukt ihrer
Hydrolyse produzieren. Auch ein Abtoten der Hefen mit Natriumazid fuhrte zu keiner
Verbesserung der Ergebnisse. Die Glukosemenge im Medium vor der Inkubation mit
Curdlanase war zu hoch, um einen Anstieg der Glukosemenge messen zu kdnnen.

Deshalb wurde ein neues Testsystem ausgearbeitet.
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8.3 Wirkung der Curdlanase auf sich vermehrende Zellen

In einem Vorversuch sollte gezeigt werden, ob die Curdlanase lebensfahige
Hefezellen, allen voran die Zellen von Candida albicans, abtdten kann.
Saccharomyces cerevisiae und Candida albicans wurden in YM-Medium bis zu einer
optischen Dichte von 0,5 (gemessen bei A = 580 nm) angezogen. 100 ul dieser
Kulturen wurden mit 30 pg Curdlanase inkubiert. Nach 0, 1, 2, 3 und 4 Stunden
wurden jeweils 20 pl entnommen, auf YM-Agar ausplattiert und Gber Nacht bei 30°C
inkubiert. Als Kontrolle wurden die Hefen mit inaktivierter Curdlanase (10 min, 100°C)
inkubiert. Die Auszahlung der Kolonien ergab, dal} die Curdlanase Zellen von
Candida albicans mindestens genauso gut und schnell inaktiviert wie Zellen von
Saccharomyces cerevisiae. Die Abnahme der Kolonien in den Kontrollansatzen ist
vermutlich auf Autolyse der inkubierten Zellen zuruckzufuhren. Diese Ergebnisse
sind in Abbildung 39 dargestellt.
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Abbildung 39: Inaktivierung von Candida albicans durch Curdlanase

Dargestellt sind die Anzahl der gewachsenen Kolonien von Candida albicans bzw. Saccharomyces
cerevisiae nachdem das Inokulat verschieden lang mit Curdlanase bzw. inaktivierter Curdlanase
inkubiert worden war.

Ca = Candida albicans, Sc = Saccharomyces cerevisiae, Cur = Curdlanase, Cur(100°C) =
inaktivierte Curdlanase
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Die in Abbildung 39 gezeigte Inaktivierung von Candida albicans durch die
Curdlanase sollte mit einer zweiten Methode bestatigt werden. Gleichzeitig wurde
das Spektrum der untersuchten Hefen ausgeweitet. Es wurden Methylenblauagar-
Platten gegossen (B.2.3.2), wobei in den Agar frische Zellen entweder von Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula spec. oder Schizosaccharomyces
pombe eingemischt und immobilisiert wurden. Methylenblau kann nur von lebenden
Zellen aufgenommen werden. In die Mitte dieser Platten wurde ein Loch von 8 mm
Durchmesser eingestanzt. In dieses Loch wurden 30 pug Curdlanase einpipettiert.
AnschlieBend wurden die Platten 2 Tage bei 25°C bebritet. Die Hefen wuchsen,
wenn sie nicht gehemmt wurden, im Agar zu Minikolonien heran, die dunkelblau

gefarbt sind.

Wie in Abbildung 40 gezeigt, konnte keine der vier Hefen in unmittelbarer Nahe des
Brunnens wachsen. Die Konzentration der Curdlanase war dort zu hoch. Der grofite
Hof (& = 28 mm) entstand bei Schizosaccharomyces pombe. Die Spalthefe kann
Curdlanase am wenigsten tolerieren. Die Imperfekte Hefe Rhodotorula spec. wurde
durch Curdlanase ebenfalls im Wachstum gehemmt (& = 18 mm). Allerdings
scheinen einige Zellen toleranter als andere zu sein, da keine scharfe Grenze
erkennbar ist. Der Hof, in dem Saccharomyces cerevisiae nicht wachsen konnte
hatte einen Durchmesser von 24 mm. Candida albicans ist offensichtlich toleranter
gegenuber Curdlanase, sie konnte bis zu einem Abstand von wenigen Millimetern
zum Brunnen wachsen, dort aber ist eine sehr scharfe Grenze auszumachen. Im
Binokular bei einer VergroRerung von 1:100 konnte man erkennen, dal® an dieser
Grenze - deutlich am dunklen Ring zu erkennen - die Hefezellen intensiver blau

gefarbt waren, aber auch um die Zellen herum war der Agar intensiver blau gefarbt.

Warum die Curdlanase lebende Zellen von Candida albicans schlechter hemmen
kann als Zellen von Saccharomyces cerevisiae, obwohl die SDS-Zellwande gleich

gut hydrolysiert wurden, konnte nicht geklart werden.
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ﬁ.

Abbildung 40: Wachstumshemmung von Hefen durch Curdlanase

Methylenblauagarplatten mit eingeschlossenen Hefen wurden zwei Tage bei 25°C bebrutet. Die
Hefen wuchsen zu Minikolonien im Agar heran, auf3er in unmittelbarer Umgebung des Loches in
der Mitte. In diesem Loch waren 30 pg Curdlanase einpipettiert worden. (Sc = Saccharomyces
cerevisiae, Sp = Schizosaccharomyces pombe, Ca = Candida albicans , Rs = Rhodotorula spec.
(Bilder in Graustufen abgebildet; die dunklen Ringe am Rand der Locher sind Schatten, die durch
die Beleuchtung beim Fotographieren entstanden und sind nicht auf Hefen zurlickzufiihren)
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D Diskussion

Die Suche nach neuen hydrolytischen Aktivitaten von Streptomyces globisporus
zeigte, dald Zellen von Saccharomyces cerevisiae geschadigt werden (Strobel,
1995). Dieser Befund wurde in dieser Arbeit aufgegriffen und genauer untersucht.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen belegten, dal} die Zellwand von Zellen
von Saccharomyces cerevisiae bei Inkubation mit Kulturiberstand von Streptomyces
globisporus zerstort werden. Durch Hydrolyseversuche der einzelnen Bestandteile
der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae mit dem Kulturiberstand von
Streptomyces globisporus konnte gezeigt werden, da® das Stitzskelett der
Hefezellwand, das B-(1,3)-Glukan, auch als Curdlan bezeichnet, hydrolysiert wird. In
einem Zymogramm, dem Curdlanblot, konnte demonstriert werden, dal} ein Protein
der Grol3e 64 kDa Curdlan lysieren kann. Dal} die Hydrolyse des Curdlan ausreicht
die Hefezellwand zu zerstoren, wird durch die Aussage von Wicker und Muhlschlegel
(2000) gestutzt: Das Curdlan reicht aus die Form der Hefezelle zu stabilisieren, auch
wenn alle anderen Bestandteile der Hefezellwand entfernt werden. Eine zusatzliche
Bestatigung fur die Hydrolyse von Glukan wurde durch gaschromatographische
Untersuchungen der Hydrolyseprodukte erhalten. Bei der Hydrolyse von
Hefezellwand oder von Curdlan durch den Kulturiberstand von Streptomyces

globisporus entsteht Glukose.

Diese Beobachtung wurde ausgenutzt, um einen quantitativen Aktivitatstest zum
Nachweis der Curdlanase zu entwickeln. Bei diesem Test wird die durch die Aktivitat
der Curdlanase freigesetzte Glukose enzymatisch gemessen. Um die Curdlanase im
Kulturiberstand nachweisen zu koénnen, wurde ein neues glukosefreies

Minimalmedium fur Streptomyces globisporus im Labor eingefuhrt.

Tests zur Hydrolyse von anderen Glukanen ergaben, dal® es sich um eine
spezifische Curdlanase handelt. Selbst Laminarin, welches sich nur durch
zusatzliche B-(1,6)-Verzweigungen von Curdlan unterscheidet, wurde nicht
hydrolysiert. Diese Eigenschaft ist insofern von Bedeutung, als z. B. die hefelytische

Glukanase von Cellulomonas cellulans Laminarin spaltet (Shen, 1991).

Die Beobachtung, dal® Glukose ein Endprodukt der Hydrolyse der Curdlanase ist,
legte nahe, dal® es sich um eine Exoglukanase handelt. Es zeigte sich aber, dal}

Curdlan nicht vom Ende her um einzelne Glukoseeinheiten verklrzt wird. Vielmehr
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spaltet die Curdlanase zufallig im Curdlanstrang und erst im weiteren Verlauf der

Hydrolyse entsteht Glukose.

Aus diesen Ergebnissen mul} gefolgert werden, dall eine spezifische Endo-
Curdlanase fur die Lyse der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae verantwortlich

ist.

Nachdem das Enzym aus dem Kulturiberstand von Streptomyces globisporus
gereinigt worden war, konnte bestatigt werden, dal} die Curdlanase allein dazu
ausreicht, die Zellwand von Saccharomyces cerevisiae und Curdlan zu lysieren und
Glukose freizusetzen. Die Reinigung gelang erst, als im dritten Schritt, einer
hydrophoben Interaktionschromatographie, Bedingungen gefunden werden konnten,
die Curdlanase stark anzureichern. Ebenfalls entscheidend fur die Reinigung war,
daly Streptomyces globisporus zur Expression der Curdlanase stimuliert werden
konnte. Die Curdlanase war im Kulturiberstand einer stimulierten Kultur gegeniber

einer unstimulierten um den Faktor 10 angereichert.

Es war bekannt, dald Sekundarmetabolite von Streptomyceten durch exogene
Faktoren reguliert werden konnen (Zeitler, 1993). Fur Streptomyces globisporus
konnte Bronneke (1994) zeigen, dal® die Expression von Mutanolysin durch
bakterielle Zellwande und Chitin induziert werden kann. Diese Faktoren stimulierten
aber nicht die Expression der Curdlanase. Deren Expression konnte durch
Hefezellen, Hefezellwande oder Curdlan um das funf- bis zwolffache gesteigert
werden. Die Induktion war abhangig von der Menge des zugesetzten Induktors. Je
mehr eingesetzt wurde, desto starker war die Induktion, allerdings glich die Dosis-
Effekt-Kurve einer Sattigungskurve. Andere Glukane, wie das p-(1,6)-Glukan
Pustulan oder Laminarin, kdnnen die Expression dagegen nicht steigern. Die
Regulation der Synthese und Sekretion von Exoenzymen scheint spezifisch zu sein.
Auffallig dabei ist, dald nur das jeweilige Substrat oder sehr ahnliche Strukturen eine
Stimulation auslésen kdnnen. Zusatzliche Belege flr diese Aussage lieferten weitere
Stimulationsversuche. Streptomyces globisporus konnte nur durch Zugabe von Xylan
ins Medium zur Sekretion von Xylanase stimuliert werden. Durch Laminarinzugabe
konnte eine Laminarinase-Aktivitat induziert werden. Diese ist jedoch nicht
nachweisbar, wenn Streptomyces globisporus ohne Stimulator oder mit Curdlan als

Stimulator gewachsen war.
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Die Induktion von hydrolytischen Exoenzymen durch Zugabe von Substrat ins
Wachstumsmedium wurde schon mehrfach beschrieben (z. B.: Watanabe et al.
1990, Miyashita et al. 1991, Blaak et al. 1993, Bronneke 1994). Wie die Bakterien
das Substrat sensieren ist aber noch nicht verstanden. Bei der Suche nach dem
molekularen Ausldser fur die induzierbare Expression der Curdlanase kam man zu
einem erstaunlichen Ergebnis. Nur das unlosliche Glukangerust der Zellwand konnte
die Induktion der Curdlanase auslosen. Sobald der Curdlanstrang so weit verkirzt
wurde, bis die Teilstliicke 16slich waren, konnte mit diesen keine Stimulation mehr
erreicht werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Untersuchungen zur
Induktion von Mutanolysin bei demselben Organismus (Bronneke, 1994). Die
Induktion der Expression von Avicelase bei Streptomyces griseus wird ebenfalls nur
durch kristalline Cellulose ausgelost (Walter und Schrempf, 1996). Von Chitinasen
(Watanabe et al., 1990) und Cellulasen (Schrempf und Walter, 1995) weil} man, dal}
sie am Substrat andocken und nur dann hydrolytisch aktiv sind. Diese Beobachtung
macht zwar plausibel, dald nur grof3e Moleklle hydrolysiert werden, aber nicht,
warum nur groRe Molekule induzierende Wirkung besitzen. Es sei denn durch diese
Hydrolyse werden Signalstoffe frei, die vom Bakterium sensiert werden, wie es fur
zelldichteabhangige Regulationen beschrieben ist. Sanchez und Brana (1996)
entdeckten bei Streptomyces clavuligerus, dald hohe Zelldichten die Produktion von
Antibiotika induzierten. Sie verglichen den Effekt der interzellularen Signalwirkung mit
Quorum Sensing bei Myxococcus xanthus. Die Suche nach zu postulierenden
Signalmolekilen im Kulturiberstand von Streptomyces globisporus, der unter
induzierenden Bedingungen gewachsen war, ergab jedoch, dal} keine wirksamen
Signalmolekile nachgewiesen werden konnten. Bei einem direkten Kontakt von
Streptomyceszelle zu Hefezelle ware der Diffusionsweg so kurz, dall im Medium
keine Signalmolekile akkumulieren. Da aber — wie gezeigt - ein direkter Zell-Zell-
Kontakt zur Induktion nicht hinreichend ist, kann auch diese Hypothese fur
Streptomyces globisporus nicht aufrechterhalten werden. Ein direkter Zell-Zell-
Kontakt 16st auch kein physikalisch bedingtes Signal aus, da gezeigt werden konnte,
dald Polystyrolperlen zwar von Streptomyces globisporus umwachsen werden, dieser

Kontakt aber keine Induktion der Curdlanase hervorruft.

Es konnte somit belegt werden, dal} die Induktion von Curdlanase spezifisch durch

ihr Substrat ausgelost wird. Die Frage, wie dieses gro3e Molekll perzeptiert wird,
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konnte nur insofern beantwortet werden, als dald eine Spaltung des Substrats in

|6sliche Bruchstucke die stimulierende Wirkung zerstort.

Die Lyse der Zellen von Saccharomyces cerevisiae a3t den Schluld zu, dal} die
Expression der Curdlanase eine Abwehrreaktion gegen Nahrungskonkurrenten ist.
Nach Mutanolysin (Kawata et al., 1984) ist die Curdlanase ein weiteres Enzym von
Streptomyces globisporus, das im Zuge einer Abwehrreaktion sekretiert wird. Diese
Funktion wurde auch den Chitinasen von Bacillus circulans WL12 (Watanabe et al.,
1990), der Exochitinase von Streptomyces olivaceoviridis (Blaak et al., 1993) und der
Chitosanase von Myxobacter AL-1 (Lysobacter enzymogenes) (Hedges und Wolfe,
1974) zugesprochen. Die Sekretion dieser Enzyme ist mit dem bereits in der
Einleitung angesprochenen Elicitorsystem vergleichbar, auch wenn dieses gegen
pathogene Organismen gerichtet ist. Die Abwehr von Nahrungskonkurrenten ist
ebenso bedeutsam wie die Abwehr von pathogenen Organismen, da der Kampf um
Lebensraum und Nahrung in der Evolution sogar der entscheidendere als der gegen
Frel3feinde ist (Begon et al., 1991).

Gleichzeitig setzt die Curdlanase aus dem Curdlan der Hefezellwand Glukose frei,
ein sehr schnell metabolisierbarer Zucker. Die Aktivitat dieses Exoenzyms stellt somit
auch eine Nahrungsquelle bereit. In dieser Funktion ist die Curdlanase mit
Cellulasen, Lignocellulasen, Xylanasen oder Proteasen vergleichbar. Verschiedene
Streptomyceten exprimieren mehrere dieser Exoproteine und werden deshalb
untersucht, ob sie in biotechnologischen Anwendungen etablierbar sind (Ruiz-Arribas
et al. 1995). Sie bauen z. B. bei der Papierproduktion unerwiinschte Hemicellulose

ab und ernahren sich von den Hydrolyseprodukten.

Die Curdlanase erfullt somit zwei Aufgaben, die es Streptomyces globisporus
erleichtern, im Boden zu Uberleben. Andere Polymere, die im Boden vorkommen, wie
Pullulan, Starke und Proteine kann Streptomyces globisporus - wie gezeigt -
ebenfalls hydrolysieren. Interessanterweise konnten keine Anhaltspunkte fur eine
Hydrolyse von Chitin gefunden werden, obwohl nahezu alle Streptomyceten

chitinolytisch sind (Schrempf, 1993, pers. Mitteilung).

Die Hydrolyse der Polymere und die Verwertung der Hydrolyseprodukte erfordert
neben dem hydrolysierenden Exoenzym noch eine Vielzahl weiterer Faktoren. Zu
diesen gehoren Exkretion, Sensierung des Umwelt, Aufnahme der Nahrstoffe und

deren Regulation. Die Produktion dieser multifaktoriellen Komplexe braucht Zeit und
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Energie. Untersuchungen zum Zeitpunkt der Expression der Curdlanase belegten,
dald die Curdlanase erst nach zwei bis drei Tagen am Ende des exponentiellen
Wachstums exprimiert wird. In dieser Phase werden auch die ersten Sporen gebildet.
Diese Ergebnisse lassen den Schlufd zu, daf® die Curdlanase ein Sekundarmetabolit
ist. Chater postulierte 1993, dall die Expression von Exoenzymen zum
Sekundarstoffwechsel gehort. Dieser unterliegt globalen Regulationsmechanismen.
Gut untersucht sind z. B. die A-Faktor abhangige Regulation der
Streptomycinsynthese bei Streptomyces griseus (Horinouchi und Beppu, 1992) oder
die bld-Gene bei Streptomyces coelicolor (Shoham et al. 1999). Daruber hinaus
wurde ein pleiotroper Regulator der Exoenzymsynthese mehrerer Streptomyceten

gefunden (Daza et al., 1990).

Gleichzeitig wirkt noch ein weiterer Regelkreis, der von der Verfugbarkeit von
Nahrstoffen abhangig ist. Ein zentrales Molekul scheint dabei die Glukosekinase zu
sein. Dieses zytoplasmatische Enzym reguliert Uber die Phosphorylierung von
Glukose spezifische Regulatoren verschiedener katabolischer Stoffwechselwege
(Hindle und Smith, 1994) und wie das Beispiel der bld-Mutanten zeigt (Nodwell et al.,
1996; Kelemen und Buttner, 1998), auch den sekundaren Stoffwechsel. Dieses
Enzym konnte die bei Streptomyces globisporus beobachtete Katabolit-Repression
steuern. Es konnte gezeigt werden, dal® Glukose im Medium nicht generell, aber ab
einem bestimmten Schwellenwert die Expression der Curdlanase reprimiert. Dieser
Schwellenwert ist notwendig, da das Endprodukt der Curdlanase-Aktivitat Glukose
ist. Bei den Experimenten zur Katabolit-Repression fiel auf, dal} Glukose erst ab dem
Zeitpunkt verstarkt aufgenommen wurde, als die Curdlanase exprimiert wurde.
Anscheinend wird ein Glukoseaufnahmesystem gleichzeitig zur Curdlanase-
Expression hochreguliert oder aktiviert. Die Glukosekinase konnte die Katabolit-
Repression auslésen, wenn mehr Glukose importiert wird als fur die Glykolyse
notwendig ist. Die nicht in die Glykolyse eingespeiste Glukose wird von dieser
Glukosekinase phosphoryliert, woraufhin die intrazellulare Konzentration von
Glukosephosphat steigt. Dieses Signal fuhrt letztendlich zur beobachteten
Reprimierung der Synthese von Curdlanase. Auch wenn diese Schlul3folgerung sehr
spekulativ ist, wird sie von den Ergebnissen zur Expression von Agarase (Kendall
und Cullum, 1984; Bibb et al., 1987), a-Amylase (Virolle und Bibb, 1988) und
Chitinase (Robbins et al., 1988) gestutzt.
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Bei den Untersuchungen zur Katabolit-Repression fiel eine verfrihte stationare
Phase auf. Dies ist keine typische Diauxie, wie sie beim Verwertungswechsel
verschieden gut abbaubarer Kohlenstoffquellen zu beobachten ist — es lag nur eine
sofort metabolisierbare Kohlenstoffquelle vor -, sondern eine Phase in der die
Grundlagen fur die Synthese von Sekundarmetaboliten gelegt werden. Neumann
(1996) konnte am Beispiel der Streptomycinsynthese von Streptomyces griseus
zeigen, dal} es bei Streptomyces griseus zwei solcher Entscheidungsphasen gibt.
Wahrend der ersten Phase greifen Effektormolekile (z. B. A-Faktor) in die
Regulation ein, wahrend der zweiten ist keine Beeinflussung moglich. Diese
Wachstumspause belegt, dal das Umschalten von primaren auf sekundaren
Stoffwechsel sehr komplex ist. Dadurch besitzen die Streptomyceten aber ein
feinregulierbares System, das sie befahigt, sich den aktuellen Umweltbedingungen

anzupassen.

Die biochemische Charakterisierung der gereinigten Curdlanase zeigte, dal} sie sehr
gut an das Milieu Boden angepaldt ist. Die Langzeitstabilitat (nach 3 Monaten im
Klhlschrank war sie immer noch aktiv), die Stabilitat bei Temperaturen von —12°C
bis 50°C und die Toleranz gegenuber einem weiten pH-Bereich sprechen dafir. Der
ermittelte Ky-Wert von 2,3 mg Curdlan /ml liegt im Bereich anderer Glukanasen, wie
z. B. der Endo-B-(1,3)-Glukanase von Aspergillus fumigatus (Fontaine et al., 1997).
Deren Ky-Wert liegt bei 1,2 mg Curdlan /ml.

Die Curdlanase wurde ansequenziert. Die dabei erhaltenen Teilsequenzen zeigten
keine Ahnlichkeiten mit bekannten Glukanasen oder anderen Proteinen. Dies war ein

weiterer Hinweis, dal® die Curdlanase ein bisher noch nicht beschriebenes Enzym ist.

Um neben der spezifischen Aktivitat eine weitere Nachweismoglichkeit fur die
Curdlanase zu bekommen, wurden Antikorper gegen die Curdlanase hergestellt. Die
gewonnenen Antikorper reagierten im Kulturiberstand nur mit der Curdlanase.
Allerdings zeigten Untersuchungen zur Hemmung der enzymatischen Aktivitat der
Curdlanase, dal® die Antikorper nicht gegen Epitope gerichtet sind, die fur die
Aktivitat wichtig sind. Erst ein zehnfacher Uberschul® an IgGs halbierte die Aktivitat

der Curdlanase.

Das Durchmustern ausgesuchter Organismen auf Curdlanaseaktivitat zeigte, dal}
typische hefelysierende Bakterien, wie Cellulomonas cellulans keine Curdlanase

besitzen.  Alle  vier untersuchten  Streptomyceten  dagegen  zeigten
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Curdlanaseaktivitat. Die Expression und deren Stimulierbarkeit der Curdlanase bei
Streptomyces coelicolor war nur schwach ausgepragt. Es konnte nicht
ausgeschlossen werden, dald der notwendige Wechsel des Mediums (Streptomyces
coelicolor wuchs in dem flir Streptomyces globisporus optimalen Minimalmedium
nicht) daflr verantwortlich ist. Streptomyces globisporus zeigte in diesem
Ersatzmedium auch eine geringere Curdlanaseaktivitat (Ergebnis nicht gezeigt). Nur
im Kulturiberstand der beiden Stamme von Streptomyces coelicolor reagierte ein
Protein mit den Antikorpern, die gegen die Curdlanase von Streptomyces globisporus
gerichtet sind. Dies war ein Hinweis darauf, dall Streptomyces coelicolor eine
Curdlanase besitzt, die der von Streptomyces globisporus sehr ahnlich ist. Daraufhin
wurden die bekannten Aminosauresequenzen der Curdlanase von Streptomyces
globisporus mit den fast zeitgleich veroffentlichten Sequenzen einer Cosmidbank von
Streptomyces coelicolor verglichen. Dabei wurde eine hohe Homologie zu dem ORF
15c¢, der laut Veroffentlichung fur ein hypothetisches Exoprotein kodiert, festgestellt.
Wegen dieser genetischen Ahnlichkeit und den Kreuzreaktionen mit den Antikdrpern

wurde davon ausgegangen, dald der ORF 15c fur eine Curdlanase kodiert.

Dieser ORF 15c liegt auf dem Cosmid 8A6, das Sir D. Hopwood freundlicherweise
als Escherichia coli-Klon zur Verfliigung stellte. Eine direkte Expression des ORF 15¢
mit dem uberlassenen Klon schlug fehl. Der ORF 15c wurde inklusive flankierender
Bereiche in einen Multi-copy-Vektor kloniert. Auch dieser Klon exprimierte das
entsprechende Protein nicht. Erst durch die Klonierung des ORF 15c in einen
induzierbaren Vektor gelang die Expression des ORF 15c. Aktivitatstests und
Westernblots bestatigten, dald der ORF 15c fur eine Curdlanase kodiert. Es gelang
somit die heterologe Expression einer Curdlanase von Streptomyceten in
Escherichia coli in einer aktiven Konformation. Durch eine Punktmutation konnte an
diese Curdlanase ohne nennenswerte Aktivitatseinbulde auch ein Histidinschwanz
angehangt werden. Die Ausbeute an Curdlanase war allerdings trotz einer Induktion
des Expressionsvektors gering. Ein Grund daflr ist der unterschiedliche GC-Gehalt
der DNA von Streptomyceten (75%) und Escherichia coli (51%). Das Codon CCC fur
Prolin kommt in der Curdlanase 22 mal vor, Escherichia coli wirde dieses Codon
statistisch maximal neunmal verwenden. Auf3erdem scheint Escherichia coli das
Fremdprotein rasch abzubauen. Bei Westernblots mit Rohextrakten der die
Curdlanase exprimierenden Klone fiel auf, dald im niedermolekularen Bereich der

Blotmembran sehr starke Signale detektierbar waren, die auf Kreuzreaktionen mit
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den gegen die Curdlanase von Streptomyces globisporus gerichteten Antikdrpern

zurtckzufuhren sind (Ergebnisse nicht gezeigt).

Bei der Reinigung der histidinmarkierten Curdlanase konnte ein Protein mit ca. 21
kDa selbst mit 6 M Harnstoff nicht von der Curdlanase abgetrennt werden. Die
Anreicherung dieses Proteins mit der Nickel-Affinitdtschromatographie lalt auf
mehrere benachbarte Histidinreste schlieRen. Diese Tatsachen deuten daraufhin,
dal} es sich bei diesem Protein um das Chaperon SlyD handelt. Da die Curdlanase
aus vielen Prolinen besteht und SlyD als Peptidy-Prolyl-lsomerase beschrieben
(Hottenrott et al., 1997) ist, dirfte es sich bei dem 21 kDa Protein tatsachlich um
SlyD handeln. Eine Ansequenzierung des Proteins zur Bestatigung der Vermutung

konnte aus Zeitmangel nicht mehr durchgefuhrt werden.

Die Anlagerung eines Chaperons konnte den schlechteren Ky-Wert der heterolog
exprimierten Curdlanase gegenuber der nativen Curdlanase erklaren. Durch das
Chaperon koénnte die Substratbindestelle nicht mehr frei zuganglich sein. Eine
alternative Erklarung ergibt sich aus der Tatsache, dal} das Gen fur die Curdlanase

aus Streptomyces coelicolor und nicht aus Streptomyces globisporus stammt.

Das Anhangen eines Histidinschwanzes an die Curdlanase machte eine schnelle
Reinigung des Enzyms maoglich. Dies war notwendig, um die Wirkung des Enzyms

auf verschiedene Hefen zu untersuchen.

Alle untersuchten Hefen lielRen sich durch die Curdlanase in ihrem Wachstum
hemmen. Es konnte nur flir Saccharomyces cerevisiae gezeigt werden, dal} die
Zellen tatsachlich abgetdtet werden. Bei Candida albicans konnte zwar gezeigt
werden, dal} die Zellen derart gestort werden, dal} sie sich nicht mehr vermehren
konnen, aber nicht dal} sie lysiert werden. Dies ist fur eine mdgliche medizinische
Anwendung insofern von Bedeutung, als dal ein Ausbreiten von Candida albicans
verhindert werden kann. Der Wirkmechanismus der Curdlanase, die Lyse der
Zellwand, hatte gegenuber anderen fungistatischen Mitteln, die
Biosyntheseleistungen der Hefe verhindern, den Vorteil, dal® die Curdlanase nicht
von der Hefe aufgenommen werden mufd. Darlber hinaus werden immer mehr
Candida albicans-Stamme bei Patienten gefunden, die gegen eingesetzte Wirkstoffe,
z. B. Fluconazol resistent sind (Weig et al., 1998). Die zunehmende Resistenz gegen
die bisherigen Antimycotika fuhrte zur Entdeckung der Zellwand als attraktives

therapeutisches Ziel, zumal Saugetierzellen keine vergleichbare Struktur aufweisen
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(Georgopapadakou und Tkacz, 1995). Ein Grund fir die schlechte Behandelbarkeit
von Candidosen liegt in Formvariabilitat der Hefe. Beim Wechsel von der
kommensalen Lebensweise zur pathogenen verandert die Hefe ihre Form und
wachst zu sogenannten Keimschlauchen aus. Diese adherieren besser an
Saugetierzellen als die typische Hefeform (Mitchell, 1998). Dabei verandert sich die
Zusammensetzung der Mannoproteine der Zellwand. Dies erschwert die
Immunantwort des Patienten. Fast konstant bleibt aber der Anteil des pB-(1,3)-
Glukans, dem Stutzskelett der Zelle (Chaffin et al.,, 1998). Die Curdlanase kann
demzufolge gleichermal3en gegen alle Formen von Candida albicans wirken, ohne

dall Nebenwirkungen zu beflirchten sind.

Andere Anwendungsmdglichkeiten der Curdlanase sind in der Forschung
angesiedelt. Zum einen ist die Herstellung von Spharoblasten eine unverzichtbare
Voraussetzung fur viele genetische, aber auch fur physiologische Experimente. Zu
diesem Zweck werden bereits jetzt kauflich erwerbbare Enzympraparationen
verwendet. Eine davon, die Lytikase von Arthrobacter Iluteus wurde mit der
Curdlanase verglichen. Die Lytikase, die native als auch die rekombinant
hergestellte, lysierten die Zellwand von Saccharomyces cerevisiae und Candida
albicans schneller als die Curdlanase. Allerdings ist die Lytikase kein einzelnes
Enzym, sondern ein Gemisch aus mehreren Proteinen. Dieser Nachteil kommt
besonders bei Experimenten zum Zellwandaufbau zum Tragen. Zur Aufklarung der
Struktur von Zellwanden ist es notwendig gezielt Strukturen aufzuldésen, um

eindeutige Aussagen Uber den Aufbau treffen zu kdnnen.

Die Curdlanase ist nicht nur ein weiteres Beispiel flir ein neues durch Substrat
induzierbares Exoenzym bei Streptomyceten. Sie hat auf Grund ihrer spezifischen
Wirkungsweise ein gutes Potential als neues Werkzeug in Medizin und Forschung

eingesetzt zu werden.
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E Zusammenfassung

Ausgehend von der Entdeckung einer neuen hydrolytischen Aktivitat von
Streptomyces globisporus, der Zerstorung der Zellwand von Saccharomyces
cerevisiae, wurde in dieser Arbeit ein neues Enzym, eine Curdlanase, identifiziert,
gereinigt und charakterisiert. Dessen Aktivitat und Anwendungsmaoglichkeiten wurden

untersucht. Dabei konnten folgende Ergebnisse erzielt werden.

Die Zerstorung der Zellwand von Saccharomyces cerevisiae durch Streptomyces
globisporus erfolgt durch Hydrolyse des -(1,3)-Glukans. Das hydrolysierende Enzym
ist eine spezifische Endo-Curdlanase. Fur deren Nachweis wurden qualitative und
quantitative Aktivitatstests entwickelt und polyklonale Antikérper gewonnen. Mit
diesen Methoden konnte gezeigt werden, dal® die Expression der Curdlanase
spezifisch durch ihr Substrat um das zehnfache gesteigert werden kann. Als
Ausloser fur die Stimulation der Curdlanase konnten physikalisch bedingte Signale
durch direkten Zell-Zell-Kontakt ausgeschlossen werden. Es konnten keine nieder-
molekularen Signalstoffe gefunden werden, nur Curdlan und unlésliche Bruchstiicke
von Curdlan konnten eine Stimulation auslésen. Es wurden noch andere spezifische
Induktionen anderer hydrolytischer Aktivitdten von Streptomyces globisporus
beobachtet.

Die Curdlanase konnte aus dem Kulturiiberstand bis zur Homogenitat gereinigt
werden. Die Charakterisierung ergab, dal3 das Exoenzym Uber weite Temperatur-
und pH-Bereiche stabil und aktiv ist. Sequenzvergleiche mit anderen Glukanasen
zeigten keine signifikanten Homologien. Die Curdlanase ist ein Sekundarmetabolit,
dessen Expression einer Katabolit-Repression unterliegt, die ab einer bestimmten
Glukosekonzentration im Medium ausgeldst wird. Auch bei anderen Streptomyceten
konnte eine Curdlanase-Aktivitat nachgewiesen werden, nicht aber bei Cellulomonas

cellulans, der als hefelytischer Organismus beschrieben ist.

Das Gen fur die Curdlanase konnte zwar nicht aus Streptomyces globisporus isoliert
werden, aber aus einer Cosmidbank von Streptomyces coelicolor. Dieses Gen
kodiert fur ein Enzym, das sowohl mit den Antikdrpern gegen die Curdlanase von
Streptomyces globisporus reagiert, als auch spezifische Curdlanase-Aktivitat
aufweist. Dieses Gen konnte in Escherichia coli exprimiert werden. Das heterolog

exprimierte Enzym konnte in aktiver Form gereinigt werden.
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Die Curdlanase wirkt dem Wachstum bzw. der Vermehrung von Vertretern der

Imperfekten Hefen, Spalthefen und Echten Hefen, wie Saccharomyces cerevisiae
oder Candida albicans, wirksam entgegen.
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Anhang A-1

G Anhang

Anhang 1: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz von ORF 15c mit den

Aminosauresequenzen der Curdlanase von Streptomyces globisporus

Die abgeleitete Aminosauresequenz stammt von der Cosmidbank von Streptomyces
coelicolor (Redenbach, 1996). Die Aminosauresequenzen der Curdlanase von

Streptomyces globisporus wurden von Herrn Mentele per Edmanverdau bestimmt.

ORF 15c MPSSPTPSPTPSGGAPEPSGVRRRSLLAAAAAAPVLASLAGAGTAAAD
Curdlanase

ORF 15c

VEIDPSTANIQRRLDEIFKQQESAQFGTGR
Curdlanase B

ORF 15c YALLFKPGTYNGLNAQLGFYTSIAGLGLSPDDTTINGDVTVDAGWFEDG
Curdlanase

ORF 15c NATONFWRSAENLALVPVSGTNRWAVSQAAPFRRMHVRGDLNLAPDGY
Curdlanase

ORF 15c GWASGGYIADSRIDGTVGPYSQOOWYTRDSSVGGWLNAVWNMVESGVE
Curdlanase

ORF 15c GAPAQSFPEPPYTTLETTPVSREKPFLYLDGDEYRWV £}

PEKIRTDARGV
Curdlanase <

ORF 15c
Curdlanase

ORF 15c
Curdlanase

ORF 15c
Curdlanase

ORF 15c
Curdlanase

ORF 15c
Curdlanase

ONG|sVKGY
GDTR(

ORF 15c TEHEGWGLGSYCYYNVNPSIVOQHHGFAAPNRSGVRFHGLLVVSLGGNG
Curdlanase

ORF 15c QYECVINDTGSPTSGTDTVPSKVVQYP
Curdlanase



Anhang A-2

Anhang 2: pPBAD-TOPO-Vektor

Lys Leu Ala Leu Lys Gly Glu Leu Glu Gly

AAG CTC GCC CT PCR NAG GGC GAG CTT GAA GGT
Produkt

TTC GAG ¢GG GAp (ORF) |TTC CcCG CTC GAA CTT CCA

PCR Produkt

LRes g Ex site V5Epitop  § (His)s 3Stop. |

Nco |
(ATG)
Pme !

Anmerkungen:

Der Vektor ist linearisiert zwischen Base 388 und Base 389. Dies ist die TOPO-

Klonierungsstelle.

Lange: 4127 Nukleotide; Arabinose Promotor und regulatorische Elemente: Basen 4-
276; pBAD 5'-Primer Bindestelle: Basen 208-227; Ribosomen Bindestelle: Basen
329-332; Start Methionin Codon: Basen 346-348; Poly-Histidin-Region: Basen 454-
471; pBAD 3'-Primer Bindestelle: Basen 527-544; rmB T1 wund T2

Transkriptionsterminatoren: Basen 577-734
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