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Zusammenfassung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Genbanken aus Boden DNA in Streptomyces erstellt und
auf Enzymaktivitdt gescreent. In diesem Zusammenhang wurden anfinglich mehrere
Reportergene in Streptomyces exprimiert und verschiedene Methoden zur Transformation von
Streptomyces im Hinblick auf ihre Anwendbarkeit und Effizienz getestet und optimiert. Als
geeignetste Transformationsmethode erwies sich die Protoplastentransformation. Mit dieser
Methode konnten Transformationseffizienzen von 10° cfu/ pg DNA in Streptomyces lividans
erzielt werden und damit ausreichende Werte fiir die Herstellung von Genbanken erhalten
werden. Nach Aufreinigung genomischer DNA aus Béden wurde eine mehr als 18500 Klone
umfassende Genbank in Streptomyces lividans erstellt und auf Lipase- bzw. Esteraseaktivitit
getestet. Dariiber hinaus wurde untersucht, ob die Gene fiir die Catechol-2,3-dioxygenase und
die BTL2- Lipase, die in verschiedenen Schritten der Aufreinigungsprodzedur von Boden-
DNA eingebracht wurden, in einem anschlieBenden Screening aufgefunden werden kdnnen.
Durch das Wiederfinden dieser Gene wurde die Durchfiihrbarkeit dieser Methoden
demonstriert. So konnte die Catechol-2,3-dioxygenase in einem von 2200 gescreenten
Kolonien und die BTL2- Lipase in zwei von 3000 gescreenten Kolonien nachgewiesen
werden.

Weiterhin wurde auf den Einsatz von Streptomyceten in verschiedenen Assaysystemen
hingearbeitet, die eine Verwendung von Mikrotiterplatten zum Hochdurchsatz Screening
erfordern. Es konnte gezeigt werden, da3 Mikrotiterplatten im 96er und 384er Format, sowohl
bei Verwendung des halbsynthetischen R5 Mediums fiir die Kultivierung von Streptomyces,
als auch fiir die qualitative und quantitative Durchfiithrung von Farbassays im Kulturiiberstand

geeignet sind.

vV



Abstract

It exists a great interest in industrial applicable enzymes, deriving from new sources. Out of
this reason within the last years every effort was made to get access to new enzymes out of
environmental samples. In this context mainly bacteria are of interest due to their high natural
diversity. Since there are only 4000 bacteria characterized (Bull, Goodfellow et al. 1992), it is
assumed that more than 99.5 % are not cultivable and out of this not accessible to the classic
methods for gaining new enzymes (Torsvik, Goksoyr et al. 1990a; Torsvik, Salte et al. 1990b;
Rondon, August et al. 2000). The application of suitable methods for extraction and
purification is in common considered as the best solution to tap the resources of microbial
diversity (Porteous, Armstrong et al. 1994; Entcheva, Liebl et al. 2001). These methods
should be able to extract the genomic DNA of all microorganisms within the soil sample. A
further condition is that it should also remove traces of humic acids and heavy metals (Watson
and Blackwell 2000; Santosa 2001), in order to achieve good results in restriction, ligation
and transformation of this DNA in suitable vectors and host organisms. E. coli as the most
common bacterial host has proven difficulties in the functional expression of DNA from
common soil bacteria like actionmycetes. Out of this reason as a further host organism
beneath E. coli for the heterologous expression of genomic DNA from soil samples
Streptomyces was chosen.

Streptomycetes are, like the pleomorph actinomycetes, gram-positive and filamentous
growing soil bacteria (Anne and Van Mellaert 1993). With an average GC content of 72 % the
highest value in nature is obtained (Wright and Bibb 1992). The linear chromosome has in
common a size of 8 mega bases (mb). Streptomycetes are mainly of interest due to their
ability in producing antibiotics and other secondary metabolites (Martin 1992; Baltz 1998).
Since the life cycle of Streptomyces is more complex than others, e.g. E.coli, cultivation and
transformation offer some difficulties. Of importance for microbial experiments are mainly
the cell wall of this gram-positive organism, its high GC content and codon usage. It is further
to mention that for the heterologous expression in Streptomyces some codons have proven
difficulties (Leskiw, Bibb et al. 1991). Due to their seldom occurrence in Streptomyces mainly
the leucine codons TTA (0.2 %) and CTA (0.5 %) codon should be avoided. Also restriction
enzymes and proteases expressed by some Streptomycetes can hinder the recombinant
expression (Alvarez, Chater et al. 1993; Brawner 1994). Of advantage is the ability of
Streptomyces to secrete proteins, remarkabely also from human origin, in high amounts

directly into the medium (Gilbert, Morosoli et al. 1995).

v



The aim of this work was the production of gene libraries for the expression of soil DNA in
Streptomyces and screening these libraries for enzyme activity. For the usage of Streptomyces
as host organism for the expression of genomic DNA from soil several steps were performed.
After suitable strains for transformation were selected, different transformation systems for
Streptomyces were optimised due to an application for the transformation with soil DNA. For
this purpose also several reporter genes were tested. With these optimised expression systems
an agar plate screening for lipase and esterase activity was performed.

In case for the test of other enzyme activities, e.g. epoxide hydrolyses, in which no suitable
agar plate assays are available, alternative methods for the high throughput screening with
Streptomyces should be developed. As a possible solution for this problem the cultivation of

Streptomycetes in microtiter plates was examined.

For the expression of gene libraries in Streptomyces and for a screening under high
throughput conditions, at first several constructs with reporter genes in the E. coli-
Streptomyces shuttle vectors pPGM121 or pGM160 were prepared. An important condition for
the later usage was the reproducible and quantifiable expression of the transformed genes in
Streptomyces as host organism. For these purpose the catechol 2,3-dioxygenase from
Pseudomonas putida, EGFP from Aequorea victoria, DsRed from Dicosoma species, the
BTL2 lipase from Bacillus thermocatenulatus and the o-amylase from Bacillus
amyloliquefaciens were cloned. After transformation of these constructs either in S. lividans
TK23 or S. lividans TK64 and growth for 3 d under appropriate conditions, the assays for the
detection of enzyme activity were performed.

The plasmid pEBO1 was obtained by ligation of the of the catechol 2,3-dioxygenase in
pGM160. After protoplast mediated transformation in S. /ividans TK64 the enzyme catalyzed
reaction of catechol to the yellow 2-hydroxymuconicacid-semialdehyde was followed
visually, or by absorption measurement at a wavelength of 395 nm. Like the tyrosinase from
S. antibioticus which was already under control of a suitable promoter in the plasmid plJ702,
also the catechol 2,3- dioxygenase has proven to be a suitable reporter system for the usage in
S. lividans as host organism. Both reporter genes already show a codon usage which is similar
to S. lividans, further the as critical considered rare codons were not present within these
genes. In order to perform assays also with fluorescent reporter genes, EGFP and DsRed were
used. In case of EGFP an excitation wavelength of 488 nm stands opposite an emission
wavelength of 507 nm. For DsRed respectively, the wavelengths are 558 and 583 nm. The
genes were both ligated in pGM121. By this the constructs pEBO2A, respectively pEBO2B
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were obtained. After protoplast transformation of pEBO2B in S. lividans TK64 as well by
visual control of the colony color as with a SDS-PAGE no enzyme could be detected. It can
be assumed that 5 TTA codons are responsible. The leucine codon TTA is not represented in
Streptomyces genes which are used for vegetative growth. Since it can only be founded in
some genes expressed during differentiation, it is assumed, that an early usage of this codon
leads to a ‘switch’ from primary to secondary metabolism. A possible solution would consist
in modifying TTA codons by site directed mutagenesis.

However, S. lividans TK64-pEBO2A expressed EGFP in low amounts, which could also be
detected by SDS-PAGE. The quantitative detection was performed by fluorescence
measurement in a microtiter plate reader. For the cultivation in microtiter plates two media
were used. The synthetic medium was not suitable due to a low expression of EGFP. In a
complex medium higher amounts of EGFP were obtained, but aromatic amino acids disturbed
the measurements. In both cases the deviation of fluorescent measurements of cells expressing
EGFP in comparison to wild type cells as background was to low and out of this not used in
further experiments. Meanwhile in literature a suitable reporter system with EGFP is
mentioned. By insertion of several point mutations a higher expression was obtained.

For evaluation of the expression of soil DNA and detection of lipase activity as a control also
the BTL2 lipase from B. thermocatenulatus was used. Belonging to the triacylglycerineester-
hydrolases (EC 3.1.1.3) an assay on agar plates can be performed by the enzymatic cleavage
of the insoluble tributyrine to a water-soluble diglyceride and butyric acid. By this reaction,
on tributyrine containing agar plates clear halos are formed. After PCR reaction the gene
fragment was isolated and cloned in pGM121. This resulted in the construct pEBO2C. After
transformation in S. lividans TK23 or TK64 respectively, and growth on tributyrine
containing RS agar, clear halos were obtained. The SDS-PAGE of cell lysate from S. lividans
TK64-pEBO2C showed after coomasie staining a band with the expected size of 41 kDa.
Further agar plate screening systems are also for a-amylases described. a-amylases (EC
3.2.1.1) catalyse by insertion of water the random cleavage of the a-1,4 glycoside bond of
oligo- and polysaccharides. After the cleavage of the substrates dextrines are formed, which
are further degraded to maltose, isomaltose and branched polysaccharides. The detection of
amylase activity can be performed by decolourisation of the iodine-starch-complex. For the
cloning of the a-amylases from B. amyloliquefaciens the plasmid pJGSF14 was used. The
BAA gene was isolated from pGBAA-WT and after insertion in pJGSF14 the plasmid pEBO3
was obtained. After transformation in E. coli ET12567 (pUB307) and growth on LB agar

plates containing the antibiotic for selection and 1 % insoluble starch, within 24 h of
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incubation in some cases halos were visible. Positive clones were selected and after
cultivation over night, plasmids were transformed by intergeneric conjugation in S. /ividans
TK64. After growth approximately 80 % of the Streptomyces colonies showed halos. The
SDS-PAGE of the cell lysate of S. lividans TK64- pEBO3 showed a band with the expected
size of 58 kDa. The a-Amylase from B. amyloliquefaciens was successfully expressed in both
E. coli and S. lividans and can be used as a standard for amylase measurements.

In further experiments the different methods for the transformation of Streptomyces
(protoplast transformation, electroporation, direct transformation and intergeneric
conjugation) were evaluated due to an application for the preparation of gene libraries from
soil DNA in Streptomyces. Of importance in this case is mainly the transformation efficiency,
defined as colony forming units/ png DNA (cfu/ png DNA), but also the handling of the
method, its reproducibility and possibilities for long time storage of competent cells. All
methods require optimizations due to growth conditions, which are connected with the
composition of the different media. The transformation efficiency is also influenced by the
DNA, which is used for transformation. Since several Streptomyces strains express restriction
enzymes, which cut foreign DNA with different methylation patterns, it was shown that
higher transformation efficiencies were obtained after usage of unmethylated DNA.
Unmethylated DNA can be obtained either by PCR reaction or alternatively by application of
DNA from an E. coli- Streptomyces shuttle vector, which was grown in a methylation
deficient E. coli strain like E. coli JIM110 or ET12567. Further results the usage of single
stranded plasmid DNA in higher transformation efficiencies. It is assumed that single stranded
DNA, which is obtained by denaturation with heat or in alcalic environment, easier passes the
cell wall. All methods for transformation were performed in accordance with standard
instructions and in order to obtain reproducible results in common one parameter was
modified. For the determination of the transformation efficiency for each experiment the
number of transformands of 4 to 6 plates were used and the average calculated. Depending on
the experiment, either the catechol 2,3-dioxygenase (pFis-Xyl) or the tyrosinase (plJ702) was
used.

In preliminary experiments some Streptomyces and Actinomyces strains were tested for their
ability to restrict plasmid DNA. Cell lysates, which were obtained after ultrasonic treatment of
the strains, were incubated with pGM160 plasmid DNA. After gel electrophoresis either
smears were visible, indicating that the plasmid DNA was restricted, or the plasmid band was
obtained uncleaved. From the tested strains S. lividans TK23, S. lividans TK64 and S.

venezuelae showed no restriction of plasmid DNA. Other strains like S. coelicolor A3(2), S.
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albus, S. rimosus, S. venezuelae and S. griseus and the Actinomyces strain Amycolatopsis
mediterranei showed in some cases in a strong degradation of plasmid DNA. From these
strains also S. coelicolor A3(2) was further examined.

The influence of unmethylated and heat denaturated pGM160 plasmid DNA was examined
after protoplast transformation in S. /ividans TK64 and S. coelicolor A3(2). Like expected
showed the transformation of S. /ividans TK64 with unmethylated and heat denaturated DNA
no improvement of transformation efficiencies. Up to 10° cfu/ pg DNA were obtained. With
S. coelicolor A3(2) as host organism 10* cfu/ pg DNA were obtained in case of unmethylated
and heat denaturated DNA. It can be assumed that non modified DNA is easier cleaved by S.
coelicolor A3(2).

Out of these results in all further experiments unmethylated and heat denaturated plasmid
DNA were used for the evaluation of the different transformation methods.

The protoplast mediated transformation of Streptomyces is the most common method. Of
importance for the quality of competent cells are the growth medium, the age of harvested
mycel for transformation and further the charge and polymerization grade of the
polyethylenglycole (PEG) used in the transformation buffer. Best results were obtained when
S. coelicolor A3(2) was cultivated until reaching the late log phase. In case of S. /lividans
TK23 and TK64 the harvest of cells within the early logarithmic growth phase has proven
better results. In case PEG1000 from Fluka was used best transformation efficiencies of 10°
cfu/ ng DNA were obtained. Higher polymerization grades (PEG4000 and PEG6000) resulted
in fewer colonies, like usage of PEG from other companies. Of influence was further the
medium used for agar plates. The usage of R5 medium as plate medium, followed by an
overlay with antibiotic containing R3 soft agar, have proven best results. S. /ividans TK23 or
TK64 showed with 10° cfu/ pg DNA the highest transformation efficiencies. For the
transformation of S. coelicolor A3(2) not more than 10* cfu/ ug DNA could be obtained.
Another method for the transformation of Streptomyces can be performed by electroporation.
The application of a short electrical impulse of high voltage introduces the DNA is in the
target cell. In comparison to the protoplast transformation by electroporation in common less
transformands are obtained, of advantage is that less efforts have to be made to adapt this
method to another strain.

After cultivation of S. lividans TK23, S. lividans TK64 and S. coelicolor A3(2) in CRM
medium, cells were harvested, mixed with plasmid DNA and submitted to an electrical
impulse of 2.0 V and 400 Q. After growth for 24 h on RS agar medium, the plates were

overlayed with antibiotic containing R3 soft agar. Highest transformation efficiencies of 107
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cfu/ pg DNA were obtained after 3 d of cultivation with S. lividans TK23 or TK64 as host
organism. For the transformation of S. coelicolor A3(2) values lower than 10" cfu/ ug DNA
were obtained.

The direct transformation of the mycel was introduced as an alternative method, mainly in
cases where the development of a proplast transformation protocol was either too difficult or
impossible, e.g. for Nocardia and Amycolatopsis strains. After the direct transformation of 4.
mediterranei with the conditions described in the standard protocol 5 colonies were obtained.
The application of this method towards S. /ividans TK23 did not result in the formation of
colonies. Mainly out of low transformation efficiencies but also due to long cultivation times
of 2 to 3 weeks this method is not suitable for standard applications.

Another method for introduction of DNA in Streptomyces is the intergeneric conjugation.
This method requires mobilized elements within the host organism. By application of the
standard protocol S. coelicolor A3(2) and S. lividans TK64 spores or mycel were transformed
with pJGSF14 plasmid DNA. In case of S. coelicolor A3(2) transformation efficiencies of
maximal 10° cfu/ pg DNA were obtained, whereas after transformation of S. lividans TK64
10° cfu/ pg DNA were counted. The intergeneric conjugtion is an easy performable method
and requires in comparison to the proplast transformation less time. Within this project the
intergeneric conjugation may not be used for the transformation of soil DNA. Out of this
reason the method of choice is the protoplast transformation. A comparison of transformation

efficiencies obtained for the different methodis shown in figure 1.

protoplast mediated
transformation

elektroporation
W S. lividans

W S. coelicolor A3(2)
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Figurel: Transformation efficiencies obtained for the different transformation methods of

Streptomyces.



As a suitable method for gaining DNA out of soil samples a combined extraction with liquid
nitrogen and a mechanical disruption with glas beads has proven the best results. After
precipitation of proteins with ammonium actetate and twice phenol chloroform extraction, the
DNA was precipitated from the supernatant with ethanol. Due to a high content with humic
acids and heavy metals a further purifation with the Wizard® PCR Preps DNA Purification
System or with Chroma Spin + TE-1000 columns was required. Afterwards a partial or
complete digestion under standard condtions with Sau3Al, BamHI, Bg/ll, Sacl, Dralll, Ncol
or Xbal as restriction enzymes was possible. Bg/II digested DNA was ligated in plJ702 and
with Ncol or Xbal restricted DNA was introduced in pGM160. Since both plasmids show
with a size of 5.7 kb and 7.8 kb respectively, low ligation and transformation efficiencies also
the Streptomyces part of pGM160 was used. After digestion of the pGM160 shuttle vector
with Sacl, the 3.5 kb fragment was religated and the resulting construct pEBO2’ was used for
the liagation via Sacl, Dralll and Ncol restriction sites. Best results for the ligation of DNA
from soil were obtained after digestion with Bg/Il or Dralll, followed by insertion in the
plasmids plJ702 or pEBO2’. By usage of these restriction enzymes in average 80 to 120
clones per plate were obtained. These plasmids were introduced by protoplast mediated
transformation in S. /ividans TK23 or TK64. After 3 d of cultivation the assay for lipase
activity was performed by an overlay with a R5 softagar/ tributyrin emulsion. Further control
experiments were required since both the S. /ividans TK23 and TK64 genome are probably
coding several lipases. Out of this reason the BTL2 lipase was used as a control. S. lividans
TK23-pEBO2C and S. lividans TK64-pEBO2C grown on R5 medium and overlayed with
softagar and tributyrin showed after 1 to 2 d the formation of halos. In comparison showed S.
lividans TK23 and TK64 cells transformed with pGM 121 not before 5 to 6 d halos as reaction
for genome coded lipases. Out of these results it was assumed that the active expression of a
new lipase from soil DNA would also lead within 1 or 2 d to the formation of halos.
Alltogether approximately 18500 clones were screened for lipase activity, but no positive
clone was obtained.

For the validation of the preparation of gene libraries of DNA from soil, at the beginning of
the purification procedure the plasmid pEBOI, containing the catechol 2,3-dioxygenase, was
added to the soil sample. After the overlay of transformed S. /ividans TK23 with catechol
containing softagar, the expression of the catechol 2,3-dioxygenase was in some cases
detected. 2 from 3000 screened colonies proved by the application of the assay to contain the
gene. In another experiment pEBO2C, containing the BTL2 lipase, was added to the soil

sample. In this case 1 of 2200 screened colonies showed after transformation in S. lividans
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TK64 the formation of a halo. These results show that in principe it is possible to find DNA
within the soil sample by screening. In contrast a comparisively high amount of DNA had to
be added to get a positive result. It can be assumed that much higher number of colonies have
to be screened to achieve a hit.

In further experiments the abilty of mycel forming Streptomyces to grow in microtiter plates
was examined. A further criteria was the ability of Streptomyces to express a recombinant
enzyme in reproducible amounts. By this the suitability of Streptomyces for performing assays
in microtiter plates was tested.

In order to achieve good growth conditions for the cells at first a solid medium was chosen.
Colonies of S. albus, S. albus G, S. coelicolor A3(2), S. lividans TK23 and TK64 were picked
and transferred to the plates containing 200 pl of solid RS medium per well solid medium.
After cultivation at 30 °C for 72 h the formation of Streptomyces mycel was observed in all
cases. To investigate if Streptomyces is a suitable host for the high throughput screening of
heterologously expressed genes, S. lividans TK23 pFis-147.9 and S. lividans TK64 pFis-
147.9, expressing the catechol 2,3-dioxygenase, were grown on 200 ul of solid R5 medium
per well. After 24 h of cultivation, 40 pl of RS agar medium with the appropriate antibiotic
for selection was added for plasmid selection. 48 h later expression of the reporter enzyme
catechol 2,3-dioxygenase was detected by addition of an aqueous solution of catechol in
different concentrations per well. Incubation for 30 minutes at 30 °C resulted in the
production of the yellow product in wells with 360 uM catechol. For all other concentrations
used, the formation of a brownish color, as result of the oxidative effect of catechol on the
medium, was observed.

Next, the growth behaviour of S. albus, S. albus G, S. coelicolor A3(2), S. lividans TK23 and
TK64 in 96 well plates containing liquid medium was investigated. Therefore, 200 ul of TSB,
RS, MG or SM medium were inoculated with the appropriate strains and cultivated for 72 h of
at 30 °C and 220 rpm. A reproducible growth of these strains was only detected in RS
medium, whereas in TSB and SM medium and especially in the synthetic MG medium,
growth of the cells was observed in less than 90 % of the inoculated wells. Therefore, further
cultivation experiments were performed in RS medium.

For the expression of the catechol 2,3-dioxygenase in 96 well format, wells were inoculated
with S. lividans TK23 pFis-147.9 and S. lividans TK64 pFis-147.9 in R5 medium and
incubated for24 h at 30 °C and 220 rpm before adding 50 pl of R5 medium with 250 pg/ ml
thiostrepton. After further 48 h of cultivation under the same conditions the supernatant was

separated by centrifugation. The assay for the detection of catechol 2,3-dioxygenase activity
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was performed by addition of 720 uM catechol. The cells were further incubated for 30 min at
30 °C, followed by measuring the absorption of the product in the supernatant at 410 nm.
Reproducible values of 1.48 and 1.46 were obtained for S. /ividans TK64 pFis-147.9 and S.
lividans TK23 pFis-147.9, respectively. Background measurements of wild type strains
resulted in absorption values of 0.68, while the absorption of the RS medium itself was 0.62 .

As 384 well plates are frequently used for high throughput assays, the ability of S. coelicolor
A3(2), S. lividans TK23 and TK64 to grow in R5 medium in this format was tested. 100 pl of
RS medium were inoculated with the different strains, and grown at 30 °C and 220 rpm. After
72 h, cell growth was detected in approximately 95 percent of the inoculated wells, indicating
that also this format is still useable with streptomycetes. For the expression of the catechol
2,3-dioxygenase in 384 well plates, S. lividans TK23 pFis-147.9 and S. lividans TK64 pFis-
147.9 were grown in 80 ul RS medium at 30 °C and 220 rpm. After 24 h of cultivation 20 pl
of R5 medium thiostrepton were added. After 48 h of cultivation under the same conditions
the assay for the catechol 2,3-dioxygenase was performed by the addition of 90 uM catechol
per well. In contrast to the 96 well plates, it was not possible to distinguish the yellowish color
with the naked eye, due to the low amount of the heterologous expression product within one
well. Nevertheless, absorption measurements resulted in values of 1.77 and 1.68 for .

lividans TK64 pFis-147.9 and S. lividans TK23 pFis-147.9, respectively (Figure 2).

S. lividans TK23- |
pFis147.9

S. lividans TK64-
PFis147.9 =
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strain

S. lividans TK23

T

S. lividans TK64 ——

S. coelicolor A3(2) ——

0 0,5 1 1,5 2
absorption [ ]

Figure 2: Absorption measurements in 384 well microtiter plates.
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In order to substantiate the reliability of these results the standard deviation of approximately
50 wells of each strain, S. lividans TK64 pFis-147.9 and S. lividans TK23 pFis-147.9, in both
96 and 384 well format, was determined. The standard deviation for 96 well microtiter plates
was 6= 0.07 and o= 0.05 for the 384 well format. By this, results were obtained which could
be compared with assay systems performed in E. coli as host organism.

Streptomyces strains can be cultivated in 96 well and 384 well microtiter plates. Due to their
hydrophobic surface, the Streptomyces mycel attached the wells at the surface of the liquid.
Out of this the separation of mycel and supernatant resulted in comparatively long
centrifugation times of approximately 45 minutes at 4000 g. Suitable filterplates offered a
possibility in avoiding long centrifugation times. The assay for the detection of the catechol
2,3-dioxygenase activity could be performed in a reproducible way, with deviations less than
10 percent.

From these results we conclude that other enzyme assays based on absorption or fluorescence
measurements are realizable with similar error rates. This leads to a possible usage of
Streptomyces as host organism for performing high throughput screening in microtiter plates,
offering with its codon usage and high GC content a suitable screening system for the
detection and mutagenesis of enzymes from streptomycetes and related organisms with

similar GC contents.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Actinomyceten

Actinomyceten sind in der Natur weit verbreitet, etwa ein Drittel aller Bakterien zahlt
zum diesem Genus (Goodfellow et al. 1984; Goodfellow 1989). Eine vorldufige Zuordnung
von Bakterien kann aufgrund der Gram-Farbung, einer Farbreaktion des Zellwandbestandteils
Peptidoglycan (Rogers 1974; Petit 1978) mit Kristallviolett und der Bestimmung des
prozentualen Gehalts des Bakteriengenoms an den Nukleotiden Guanin und Cytosin (GC-
Gehalt) erfolgen. So werden Gram-positive Bakterien in die Gruppe der GC-armen
Organismen, zu denen beispielsweise Bacillus, Clostridium und Staphylococcus zéhlen und
die GC-reichen Organismen, die sogenannten Actinomyceten, unterteilt. Auller einem GC-
Gehalt von mehr als 55 Mol% ist den Actinomyceten das iiberwiegend vorkommende
mycelartige Wachstum gemein. Eine Eigenschaft, die sie den Pilzen dhneln 148t und bis zu
Beginn des 19. Jahrhunderts zu einer falschen Klassifizierung fiihrte. Um die natiirliche
Diversitit dieses Genus zu beschreiben, hat sich eine Unterteilung aufgrund der Taxonomie
und des Phénotyps als unzureichend erwiesen, so daBl heute iiberwiegend auf die
Sequenzanalyse von hoch konservierten Bereichen, beispielsweise der 16S RNA (Olsen &
Woese 1993; Mehling et al. 1995; Ovreas et al. 1998), zuriickgegriffen wird. Aufgrund einer
zu hohen Homologie der 16S RNA konnen die Verzweigungen des phylogenetischen
Stammbaums innerhalb der Gruppe der Grampositiven Bakterien allerdings nicht ausreichend
aufgelost werden (Fox et al. 1992). So ergibt der paarweise Homologievergleich von Bacillus
Stammen Werte zwischen 82.7% und 94.5 % auf 16S RNA Basis. In Abbildung 1 wird
anhand des Transkriptionsfaktors hrcA (Ahmad et al. 1999), zustindig fiir die Regulation von
Hitzeschockproteinen, die Verwandtschaft der Actinomyceten zu den Gram-positiven
Bakterien niedrigen GC-Gehalts verdeutlicht. In diesem Fall liegt die Homologie in einem

Bereich von 24% bis zu 80%.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Stammbaum von Gram-positiven Bakterien anhand des

Transkriptionsfaktors hrcA.

Streptomyceten

Streptomyceten sind wie die pleomorphen Actinomyceten Gram-positive und

filamentds wachsende Bakterien, die liberwiegend in Bdden (Anne & Van Mellaert 1993)

vorkommen. Mit einem GC-Gehalt von durchschnittlich 72% erreicht das Streptomyceten

Genom den hochsten in der Natur vorkommenden Wert (Wright & Bibb 1992). Das lineare

Chromosom besitzt im Regelfall eine GroBBe von etwa 8 Megabasen (mb) und ist damit

doppelt so grol wie das Genom von Escherichia coli. Vor allem durch die Produktion

verschiedenster Antibiotika und Hybridantibiotika (Martin 1992; Hutchinson et al. 1993; Bibb

1996; Baltz 1998) sind Streptomyceten in den Blickpunkt der Molekularbiologie geriickt. So

werden von Bakterien des Genus Streptomyces iliber die Hélfte der momentan bekannten

Antibiotika (etwa 10000 bis 12000) produziert. Im Regelfall kodiert das Genom eines

2
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Strepomyceten fiir mehrere Antibiotika Biosynthesewege aber auch fiir eine Vielzahl anderer
Sekundirmetabolite zum Beispiel Cytostatika, Herbizide, Fungizide, Enzym-Inhibitoren und
andere Substanzen mit pharmakologischer Wirkung (Anne & Van Mellaert 1993). Insgesamt
werden mehr als zwei Drittel aller biologisch aktiven Substanzen von Streptomyceten
produziert.

Streptomyceten durchlaufen einen wesentlich komplexeren Lebenszyklus als
beispielsweise E. coli. Das duflert sich u.a. in einer Vielzahl von verschiedenen Faktoren und
Promotoren zur Genregulation. Als problematisch hat sich die gegenseitige Abhéngigkeit von
Differenzierung und Primir- bzw. Sekunddrmetabolismus erwiesen. Fortschritte auf diesem
Gebiet verspricht man sich u.a. von der kiirzlich fertiggestellten Genomsequenz von
Streptomyces coelicolor A3(2) (Sanger Center, Norwich, Great Britain). Gemeinhin wird S.
coelicolor A3(2) als ,Modellorganismus’ (Redenbach et al. 1996) fiir die {ibrigen
Streptomyceten angesehen.

In Abbildung 2 ist die Genomkarte von S. coelicolor A3(2) abgebildet. Das Genom
umfaBlt 8.67 mb in dem mehr als 7500 offene Leseraster (ORFs) und damit etwa 20 Prozent
mehr Gene als in Saccharomyces cerevisiae kodiert werden. Die Grofle des Genoms 148t sich
in diesem Fall nur teilweise auf Gene des Sekundirstoffwechsels zuriickfiihren. 25
Gencluster, davon vier zur Antibiotikabiosynthese, kodieren fiir Sekunddrmetabolite, die
jedoch nur sechs bis sieben Prozent des S. coelicolor A3(2) Genoms repriasentieren. Eine
Vielzahl von Genen wird auflerdem fiir komplexe Regulationsmechanismen bendtigt.
Mehrere hundert Transkriptionsregulatoren und etwa 60 o Faktoren, die als Untereinheit des
RNA-Polymerase-Holoenzyms zur Transkription notwendig sind, geben Hinweise auf die
Anpassungsfahigkeit von S. coelicolor A3(2) und anderen Streptomyceten an verschiedenste

Umweltbedingungen und den komplexen Lebenszyklus.
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Streptomyces

coelicolor
8 Mb

Abbildung 2: Genomkarte von S. coelicolor A3(2) (Redenbach et al. 1996). Im duBeren Ring
ist die Position der Gene und des Transkriptionsstarts markiert. Die beiden inneren Ringe
enthalten die Asel und Dral Restriktionsschnittstellen, die zum Aufbau einer Cosmidbank
herangezogen wurden.

1.1.1 Lebenszyklus

Der Lebenszyklus (Hopwood 1988; Minas et al. 2000), in Abbildung 3 gezeigt, ist flir
die Stammhaltung und molekularbiologischen Arbeiten von entscheidender Bedeutung.
Streptomyceten wachsen im Allgemeinen unter obligat mesophilen und aeroben Bedingungen
in einer eher trockenen Umgebung, so beispielsweise in Bdden (Anne & Van Mellaert 1993).
Ausgehend von einer Kolonie erweitern sich die Zellwidnde in Form von septierten,
multinuklealen Hyphen. Die Gesamtheit der Hyphen bildet das Mycel. Hier wird zwischen

dem Luft- und Substratmycel unterschieden. Letzteres ist fiir die Aufnahme der Nahrstoffe
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verantwortlich und in der Lage, unlosliches organisches Material, wie Zellwédnde von Pilzen
oder Pflanzen, zu durchdringen. Im Luftmycel werden in der spéten exponentiellen
Wachstumsphase Zellwinde aufgebaut, wodurch die mehrere Kopien des Genoms
enthaltende Hyphe in mehrere Einzelkompartimente, mit jeweils nur einer Kopie des Genoms,
unterteilt wird. Diese Aneinanderreihung der Einzelkompartimente erlaubt der Zelle in der
stationdren Wachstumsphase oder in der einsetzenden Sterbephase die Aufteilung in Sporen.
Die Sporen, als ungeschlechtliche Vermehrungskdrper, sind nach Keimung in der Lage, eine

neue Kolonie auszubilden und so den Kreislauf von Neuem zu durchlaufen.

Abbildung 3: Lebenszyklus von Streptomyces coelicolor A3(2) (Bibb et al. 2000): Unter
optimalen Bedingungen entwickeln sich aus einer Spore zwei Hyphen (A). Durch
Verlidngerung und Verzweigung der Hyphen entsteht das Substratmycel (B), aus dem sich
nach 2 bis 3 Tagen das Luftmycel entwickelt (C). Durch die Ausbildung von Zellwinden im
Luftmycel entstehen Sporen (D), die den Zyklus von Neuem durchlaufen kénnen (E). Die
Entwicklung der Lufthyphen bis hin zur Sporenkette (F): durch die Gene whid bis whiK
bilden sich die ersten Einzelkompartimente innerhalb des Luftmycels aus. Mit verstérkter
Unterteilung bildet sich die charkteristische spiralformige Struktur, bis hin zur Sporenkette.
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Am WachstumsprozeB sind eine Vielzahl von Genen bzw. deren Produkte beteiligt. A-
Faktoren (Beppu & Horinouchi 1991; Horinouchi & Beppu 1992), Molekiile von niedrigem
Molekulargewicht wie beispielsweise das y- Butyrolacton (Bibb 1996), fungieren als
Signaliibertrdger und spielen eine entscheidende Rolle bei der Hyphenbildung. Die
Sporenbildung hingegen wird weitgehend von whi Genen (Davis & Chater 1992; Kelemen et
al. 1996; Kelemen et al. 1998; Molle et al. 2000) gesteuert. Fiir die Bildung der hydrophoben
Oberfldache des Luftmycels, allgemein fiir die Differenzierung, sind sap Gene verantwortlich.
Sie erniedrigen die Oberflichenspannung auf der Kolonieoberfliche und ermdglichen die
Ausbildung der Lufthyphen. Die Aufkldrung der an der Differenzierung beteiligten Gene
erfolgte durch gezielte Mutationen. Sie resultierten in Mutanten (Servin-Gonzalez et al. 1997;
Bibb et al. 2000), die verschiedene Defekte bei Hyphenbildung und Sporulation aufweisen
und Kolonien mit glatter Oberfldche bilden.

1.1.2  Genetische Merkmale

Die Genregulation bei Streptomyces ist komplexer als bei E. coli. Eine Vielzahl von ¢
Faktoren (Kelemen et al. 1996; Missiakas & Raina 1998) kombiniert mit bis zu vier
hintereinandergeschalteten Promotoren dienen zur Regulation der Genexpression. Der
Transkriptionsstart erfolgt in 63% der Félle mit ATG (Methionin), weiterhin werden auch
GTG (Valin) mit 36 % sowie TTG und CTG (beide Lysin) unter einem Prozent gefunden. Die
Termination wird, wie teilweise auch bei E. coli, durch rho-unabhéngige Faktoren reguliert.
Eine weitere Moglichkeit besteht in der Ausbildung selbstkomplementirer Strukturen am
Ende des Gens, die durch den hohen GC-Gehalt begiinstigt werden (Wright & Bibb 1992;
Moreau et al. 1994). Durdurch erfolgt das Abfallen der Polymerase vom DNA-Strang und
somit eine Termination der Transkription.

Streptomyceten sind in der Lage, eine Vielzahl von organischen Substraten als
Kohlenstoffquelle (C-Quelle) zu verwerten (Sabater et al. 1972; Salas et al. 1984; Cortes et al.
1986). Allerdings bestehen zwischen verschiedenen Streptomyceten Unterschiede im
Primirmetabolismus. Hauptsichlich werden Glycolyse, der Hexose Monophosphat Pathway
und der Krebszyklus benutzt, nachdem im Regelfall Zucker aus dem Nahrmedium nach
vorheriger Phosphorylierung durch spezifische Kinasen in die Zelle importiert wurden. Es hat
den Anschein, daB3 die Zelle bei der Verwendung dieser Zyklen einer Induktion durch das
Substrat unterliegt. Weiterhin kann eine Katabolitrepressionen erfolgen, bei der die

Verwendung einer C-Quelle die anderen Stoffwechselwege unterdriickt. Bei dem Ubergang
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vom Primir- zum Sekundirmetabolismus kommt es oftmals zu Anderungen im Stoffwechsel
(Cochrane 1996), es werden andere Biosynthesewege und damit andere Substrate verwendet.
Dadurch wird zwar die Produktion der Antibiotika begiinstigt, unter Umstéinden jedoch die
Expression von rekombinanten Proteinen erschwert. Weiterhin kann bei Streptomyceten das
lacZ Gen nicht als Marker verwendet werden (King & Chater 1986), da sie nicht zur
Verstoffwechselung von Lactose in der Lage sind.

Fir die Metabolisierung von Stickstoff werden in allen Streptomyceten mehrere
Biosynthesewege beniitzt (Bascaran et al. 1989). So kann die Assimilierung von geringen
Stickstoffstoffkonzentrationen aus der Umgebung iiber die Glutamat-Synthase erfolgen.
Durch die 2-Oxoglutarat Transaminase ist der Organismus hingegen befdhigt, Stickstoff in
hoherer Konzentration aufzunehmen.

Der Aminoséurekatabolismus (Aharonowitz & Friedrich 1980; Behrmann et al. 1990,
Hood et al. 1992) dhnelt weitgehend dem der anderen Bakterien. Ein deutlicher Unterschied
besteht jedoch in der Regulation (Streicher & Tyler 1981). So liegt bei Streptomyceten und
bei einigen Actinomyceten 1im Gegensatz zu den {brigen Bakterien kein
Regulationsmechanismus vor. Eine Eigenschaft, die wahrscheinlich mit der Tatsache erklart
werden kann, daB Actinomyceten fast ausschlieBlich unter Minimalbedingungen existieren
und so eine Regulation nicht benétigen. Die fiir die Biosynthese der Aminosduren benotigten
Enzyme werden generell nur in geringen Konzentrationen in der Zelle vorgefunden.

Der Aufbau der Zellwand (Abbildung 4) von Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien (Rogers 1974; Petit 1978; Chatterjee 1997) ist entscheidend fiir die Entwicklung
von Methoden zu Transformation und Zellaufschluf. Die Zellwand besteht aus einer
Lipiddoppelschicht, weiter aullen gefolgt von der Peptidoglycanwand bzw. Mureinwand, die
von unterschiedlicher Dicke sein kann. Bei Gram-positiven Bakterien bestehen etwa 80% der
Zellwand aus Peptidoglycan, im Gegensatz zu 20% bei Gram-negativen Bakterien. Das
Peptidoglycan ist eine dreidimensionale, teilweise iiber Peptidbindungen quervernetzte
Struktur einer alternierenden Abfolge von N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminséure.
Aufgrund dieser Polysaccharidketten ist ein enzymatischer Abbau der Zellwand von Gram-
positiven Bakterien mit Lysozym mdglich. Ubrig bleibt die verhiltnismiBig diinne
Lipiddoppelschicht, die beispielsweise bei der Protoplastentransformation mit
Polyethylenglycol fiir DNA durchgéngig gemacht werden kann.

Bei Gram-negativen Bakterien folgt auf das Peptidoglycan zusitzlich eine

Lipidschicht mit nach auflen gerichteten Lipopolysacchariden. Daher ist in diesem Fall
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Lysozym zum Abbau der Zellwand nicht ausreichend. So muf} zusitzlich ein Chelatbildner

hinzugegeben werden.

auben

men

I'? Lipiddoppel- {} Lipide u. Lipid-
"4 schicht ¥ polysaccharide

Peptidoglycan [i] Glyeophorin

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Zellwand von Gram-positiven (A) und Gram-
negativen (B) Bakterien (mit Ausnahme der Mycobakterien). Die Zellwand Gram-positiver
Bakterien zeichnet sich durch einen einfacheren Aufbau und eine dickere
Peptidoglycanschicht aus.

1.1.3 Streptomyces als Expressionssystem

Von Bedeutung fiir molekularbiologische Arbeiten ist der hohe GC-Gehalt des
Streptomycetengenoms. Die durchschnittlich 72 % fiir Streptomyces setzen sich aus etwa 71
% fiir das erste , 50 % fiir das zweite und 91 % fiir das dritte Nukleotid eines Codons
zusammen (Wright & Bibb 1992). Daraus resultieren Schwierigkeiten bei der Polymerase-
Kettenreaktion einerseits aufgrund der hohen Schmelztemperatur der DNA (Moreau et al.
1994), andererseits wegen der erhohten  Wahrscheinlichkeit zur  Bildung
selbstkomplementdrer Strukturen und damit zur Entstehung von Schleifen, die bei der PCR zu
einem verfrithten Abfallen der Polymerase fiihren konnen. Teilweise kann dieses Problem
durch Zusdtze von Additiven (Varadaraj & Skinner 1994), hauptsidchlich Dimethylsulfoxid,
aber auch Glycerin und Hexamethylphosphorsduretriamid behoben werden. Der Vorteil des
hohen GC-Gehalts besteht in der Vorhersehbarkeit des dritten Nukleotids (Bibb et al. 1984).
Bei PCR Reaktionen mit degenerierten Primern wird es mit ausreichender Wahrscheinlichkeit

durch ein G oder C festgelegt. AuBerdem konnen durch statistische Auswertung der
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Nukleotidsequenzen die offenen Leserahmen (ORF) identifiziert werden. Hierbei werden die
moglichen sechs Leserahmen gegen den durchschnittlichen GC Gehalt des dritten Nukleotids
aufgetragen (sog. Leserasteranalyse). In Abbildung 5 ist ein Vergleich der Codonverwendung

von S. lividans und E. coli K12 dargestellt.
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Abbildung 5: Vergleich der Codon usage von S. /lividans und E. coli K12. Es wurden die
Codons, bzw. Aminoséduren, gegen das Verhdltnis der Hiufigkeit der jeweiligen Codons von
Strepomyces zu E. coli aufgetragen. Innerhalb des umrandeten Bereiches liegen die Codons,
bei denen das Verhéltnis der jeweiligen Héufigkeit den Faktor 10 nicht {ibersteigt.
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Fiir die heterologe Expression in Streptomyces haben sich einige Codons als st
erwiesen (Leskiw et al. 1993). Aufgrund ihres geringen Vorkommens in Streptomyces sind
insbesondere TTA (0.2 %) und CTA (0.5 %) zu vermeiden. TTA wird ausschlieBlich von
einer tRNA erkannt, die in spiteren Wachstumsphasen auftritt. So ist anzunehmen, daf3
diesem Codon eine Regulationsfunktion bei der Genexpression zukommt. Ahnliches scheint
auch fir CTA zu gelten.

Die Existenz von Restriktionsbarrieren (Alvarez et al. 1993) und der hohe
Proteasegehalt (Brawner 1994; Binnie et al. 1997) stellen beim Einsatz von Streptomyceten
als Wirtsorganismus fiir die rekombinante Produktion von Proteinen ein Hindernis dar. Im
Allgemeinen exprimieren Streptomyceten verschiedene Restriktionsenzyme. Diese
Restriktionsbarriere verhindert das Eindringen von Fremd-DNA in den Organismus. Das
wiederum resultiert in Problemen bei der Expression in Streptomyceten. So miissen u.U. bei
der zu transformierenden DNA die entsprechenden Schnittstellen entfernt werden, oder das
fiir die Restriktion verantwortliche Gen deletiert werden.

Weiterhin weisen Streptomyceten eine hohe Zahl an Proteasen auf, die zu
exprimierende Proteine degradieren konnen. Arbeiten, bei denen zahlreiche Proteasen in
Streptomyceten deletiert wurden, zeigen eine oft verschlechterte Expression eines
rekombinanten Proteins (Brawner 1994). Eine besondere Bedeutung fiir die heterologe als
auch homologe Expression kommt v.a. S. lividans 66 (Hopwood et al. 1983; Takano et al.
1995) und seinen ndheren Verwandten S. /ividans TK23 und S. lividans TK64 zu. Diese
Stimme sind hoch homolog zu S. coelicolor A3(2), so daBl Informationen aus dem
Genomprojekt Ttbertragen werden konnen. AuBerdem werden vergleichsweise wenig
Proteasen exprimiert und Restriktionsbarrieren sind nicht vorhanden. Des weiteren handelt es
sich bei S. lividans TK23 bzw. S. lividans TK64, im Gegensatz zu den meisten
Streptomyceten, um plasmidfreie Stimme. Diese Stimme sind im Allgemeinen besser flir
eine Expression geeignet (Anne & Van Mellaert 1993; Lammertyn et al. 1996), u.a. weil nicht
von vornherein zu einem einzubringenden Plasmid identische Replikationsurspriinge
vorliegen, die eine Expression verhindern.

Von Vorteil gegeniiber anderen bakteriellen Expressionssystemen wie E. coli hat sich
die Fahigkeit zur Proteinsekretion (Gilbert et al. 1995; Sathyamoorthy et al. 1996; Morosoli et
al. 1997) erwiesen. Eine Reihe von Propeptiden mit unterschiedlicher Effizienz zur Sekretion
sind bekannt. Allerdings ist die Homologie dieser Propetide untereinander nur gering.
Gemeinsam ist ihnen der Aufbau: der N-Terminus besitzt tiberdurchschnittlich viele Arginine

und ist positiv geladen. Es folgt der hydrophobe Kern mit einer Helixstruktur und im
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Anschluf} eine Proteaseerkennungssequenz, die hdufig mit einem Prolin beginnt und eine -
Faltblattstruktur aufweist. Vergleichende Arbeiten haben jedoch gezeigt, dal Probleme bei
der Proteinproduktion in Streptomyceten im Regelfall nicht auf der Ebene der Sekretion
auftreten, sondern bei Transkription und Translation (Gilbert et al. 1995).

Inzwischen wurden in Anlehnung an die klassischen Verfahren zum DNA-Transfer
eine Reihe von Methoden fiir Streptomyceten entwickelt. Zu nennen sind hierbei v.a.
Plasmide (Hopwood et al. 1987; Aidoo et al. 1990), deren Replikation in Streptomyces nach
dem rolling-circle Mechanismus erfolgt. Weiterhin existieren Moglichkeiten, Gene sowohl in
das Genom zu integrieren (Kinashi et al. 1992), als auch {iber einen intergenerischen Transfer
(Bierman et al. 1992; Motamedi et al. 1995) zwischen verschiedenen Spezies zu transferieren.
Neben Cosmiden ermoglicht die Existenz von linearen Plasmiden dariiberhinaus den Transfer
sehr groer DNA Molekiile von mehreren hundert Kilobasen (Kinashi et al. 1992). Von dem
Aktinophagen ®@C31 abgeleitete Phagenvektoren bieten weitere Moglichkeiten zum DNA
Transfer (Hopwood et al. 1987).

1.2 Enzyme aus Umweltproben

Es besteht ein groBes Interesse an industriell verwertbaren Enzymen, die aus neuen,
bisher noch nicht erschlossenen Quellen stammen. In den letzten Jahren werden deswegen
verstarkt Anstrengungen unternommen, um Enzyme aus Umweltproben wie Bdden
zugénglich zu machen. In diesem Zusammenhang sind v.a. Bakterien von Interesse, da sie
aufgrund ihrer hohen Wachstumsgeschwindigkeit, Mutationsrate und ihrer Fahigkeit zum
vertikalen und horizontalen Gentransfer eine ausgepréagte Diversitit besitzen. Allerdings sind
beispielsweise nur 4000 Bakterienarten phylogenetisch erfalt und charakterisiert (Bull et al.
1992). Es wird angenommen, daf3 die Mehrzahl aller Mikroorganismen aus Boden, etwa 99.5
bis 99.9%, nicht kultiviert werden konnen (Torsvik et al. 1990 a; Torsvik et al. 1990 b;
Rondon et al. 2000) und sich daher den klassischen Isolierungsmethoden entziehen.

Um das Spektrum der mikrobiellen Diversitit zu erschlieen, besteht der geeignetste
Zugang iiber die Anwendung von AufschluB3- und Aufreinigungsmethoden (Porteous et al.
1994; Zhou et al. 1996, Henne et al. 1999; Entcheva et al. 2001), deren Ziel es ist, alle in der
Bodenprobe enthaltenen Mikroorganismen aufzuschlieBen, Verunreinigungen zu entfernen
und die Gesamt-DNA in mdglichst reiner Form zu erhalten. Fiir den Zellaufschlul kommen

prinzipiell alle physikalischen und chemischen Methoden in Frage, bewidhrt haben sich
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iiberwiegend Kombinationen der verschiedenen Verfahren (Coutinho et al. 1999; Courtois et
al.  2001). Bei den einzelnen Verfahren sind insbesondere die mechanischen
AufschluBmethoden, wie das Morsern der Probe in fliissigem Stickstoff oder mit Glasperlen
geeigneter Grofe in einer Kugelmiihle, zu erwdhnen. Chemische AufschluBmethoden beruhen
auf dem enzymatischen Abbau der Zellwand, durch physikalische Methoden wird der
Zellinhalt beispielsweise mittels Ultraschall freigesetzt.

Ziel ist hierbei, alle im Boden vorhandenen Mikroorganismen in gleicher Qualitit und
Quantitdt aufzuschlieBen. Im Anschlul mufl die DNA noch aufgereinigt werden, um v.a.
Schwermetalle und Huminstoffe (Watson & Blackwell 2000; Santosa 2001) zu entfernen, die
einen Restriktionsverdau erheblich erschweren oder unmdglich machen. Huminstoffe, ein
Gemisch von teilweise aliphatisch und teilweise aromatisch substituierten Carbonséuren,
stellen ein besonderes Problem dar, da sie aufgrund ihrer vielfdltigen Strukturmerkmale in der
Lage sind, sich iiber Wasserstoftbriicken, ionische Bindungen und Komplexbildung an die
DNA anzulagern. Schwermetalle binden ebenfalls an die DNA und sind in der Lage u.U.
Enzyme, insbesondere bei der Restriktion und Ligation der DNA, irreversibel zu inhibieren.
Mogliche Losungen hierfiir bestehen in der Aufreinigung der DNA  mittels
Agarosegelelektrophorese und Ionenaustauschsédulen.

Die so erhaltene DNA kann einem vollstdndigen oder partiellen Restriktionsverdau
unterworfen werden und nach Ligation in geeignete Vektoren in den Wirtsorganismus
eingebracht werden. Im Anschluf3 erfolgt mittels verschiedener Assaysysteme der Nachweis
des Umsatzes eines Substrates oder der direkte Nachweis des Enzyms. Die Anforderungen an
ein Screening sind einerseits ein hoher Durchsatz (Hochdurchsatz-Screening, HTS) (Arai
2001; Wolcke & Ullmann 2001) und eine eindeutige, moglichst quantitative, Umsetzung des
Substrats.

Von Interesse ist in manchen Féllen die Klassifizierung der aufgereinigten DNA im
Hinblick auf ihre natiirliche Diversitidt. Die Analyse erfolgt meist durch die Analyse der 16S
RNA (Ovreas et al. 1998). Weitere Kriterien sind die Schmelzpunktbestimmung der DNA
und die Auftrennung im Césiumchlorid Dichtegradienten nach dem GC-Gehalt.

Hiufig schlieft sich als weiterer Schritt die sogenannte Normalisierung an, deren Ziel
es ist, hiufig auftretende DNA abzureichern und im Gegenzug selten auftretende DNA
anzureichern. Dies geschieht durch thermische Denaturierung von Doppelstrang-DNA in ihre
Einzelstringe. Hiufig auftretende DNA wird bei Abkiihlung einer schnelleren Kinetik zur
Rekombination folgen, so dal zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der thermischen

Denaturierung ein  Gemisch aus doppelstringiger, haufig auftretender DNA und
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einzelstringiger, selten auftretender DNA existiert. Doppel- bzw. einzelstringige DNA
wiederum kann aufgrund ihrer unterschiedlich starken Anlagerung an Hydroxyapatit [Cas
(PO4); OH] aufgetrennt werden (Torsvik et al. 1990 a) und nach Renaturierung bei tieferen
Temperaturen, Entsalzung und Aufkonzentrierung zum Restriktionsverdau eingesetzt werden.
In Abbildung 6 wird die klassische Aufreinigung von kultivierbaren Mikroorganismen mit der

Aufreinigung der DNA aus einer Umweltprobe verglichen.

l Zellaufsec hluli,

Aufreinigung

Sequenzanalyse 165 ENA

Césiume hlord-Dichtegradient,
Schmelzpunkt

Fultivierung Césiume hlorid-Dichtegradient

Restrik ionswe rdaw,
Ligation, Transformation

Abbildung 6: Aufarbeitungsschema von Umweltproben.

Schwierigkeiten bereiten indes noch die Expression von aus Boden aufgereinigter
DNA, da E. coli als das am hiufigsten genutzte und am besten charakterisierte
Expressionsystem nicht immer in der Lage ist, DNA aus in Bodden weitverbreiteten
Organismen wie Actinomyceten funktionell zu exprimieren. Fiir die Expression von DNA aus
Actinomyceten scheint S. /lividans aufgrund fehlender Restriktionsbarrieren und eines

niedrigen Proteasegehalts als Wirtsorganismus geeignet zu sein.
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1.3 Zielsetzung

Das Ziel des Projekts bestand in der Herstellung von Genbanken fiir die Expression
von Boden DNA in Streptomyces. Nach einer vergleichenden Optimierung der fiir
Streptomyces bekannten Transformationssysteme und einer Validierung der Expression mit
verschiedenen Genen sollte ein geeignetes Expressionssystem etabliert werden. Im Anschlufl
sollte mit diesem Expressionssystem ein Agarplattenscreening der Genbanken aus Boden
DNA auf Lipase- bzw. Esteraseaktivitét erfolgen. Fiir den Test auf andere Enzymaktivititen,
die den Einsatz von Plattenassays nicht zulassen, sollten alternative Methoden fiir ein
Hochdurchsatzscreening mit Streptomyces entwickelt werden, so beispielsweise geignete

Mikrotiterplattenassays.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Tabelle 1: Verwendete Gerite

Agarose Gelelektrophorese |DNA Sub Cell'™ Mini Sub' " DNA |BioRad
Cell, Mini Sub™ Cell GT
Video Copy Processor P66E Mitsubishi

BWM 9X Monitor
UV-Leuchttisch

Javelin Electronics

MWG-Biotech

DNA-Sequencer 373A  DNA Sequencer, 377 DNA |Applied Biosystems
Sequencer
Elektroporation Gene Pulser®, Pulse Controller BioRad
Fluorimeter Fluostar BMG
Gefriertrockner Lyovac GT 2 Finn-Aqua
Homogenisator Ultra-Turrax T25 Janke & Kunkel
Inkubatoren HT - Inkubator (30°C, 37°C) Infors AG
Certomat R Incubator (42°C) Braun
WTE Binder
UM 500 Memmert
Mikroskop Axiolab E Zeiss
Mikrowellengerit Micro-Chef FM A935 Moulinex
Kugelmiihle MM 2000 Retsch , Haan
Objektive Achroplan 10x/0,25, 40x/0,65, 100x/1,0 | Zeiss
PAGE Minigel-Twin G42 Biometra®
Model 583 Gel Dryer BioRad
Phast System Pharmacia
PCR Mastercycler Gradient Eppendorf
DNA Thermocycler Perkin Elmer
Robocycle® Gradient 40 Stratagene®
pH-Meter Digital pH Meter pH525 WTW
Pickroboter BioPick BioRobotics Ltd.
Power Suppliers Power Pac 3000, Power Pac 300, Model | BioRad
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200/2.0 Power Supply
Sonifier Sonifier 250 Branson
Sonorex Super RK 514 H Bandelin
SpeedVac Concentrator 5301 Eppendorf

Spektrophotometer UV/VIS | Biochrom 4060 Pharmacia Biotech
Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech
Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waagen Basic, MC1 Research RC 210 D Sartorius
Precision Advanced OHAUS®
Wasserbad Wasserbad B3 Haake-Fisons
Zentrifugen Eppendorf Zentrifuge 5417 C Eppendorf
Eppendorf Zentrifuge 5415 R Eppendorf
Eppendorf 5810 R Eppendorf
Universal 30 F Hettich
KR 22 i (Rotor: AK 500-11, 155 mm) |Jouan
G412 Jouan

Sorvall RC - 5B (Rotor: SA 600)

Du Pont Instruments

2.2 Chemikalien und Enzyme

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Fluka bezogen.

Aceton

Acrylamid (30 % (m/v))
Agar

Agar (Bioselect)

Agarose
Ammoniumchlorid
Ammoniummolybdat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin (Na Salz)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

16
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Casaminoacids
Chloramphenicol
Coomassie Brilliant Blue R250
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Eisessig

Eisen(IIl)chlorid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethanol

Fast Red TR

Gentamicin

Glucose

Glycin

Glycerin

Glycerol

Hefeextrakt Difco
Kaliumacetat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumsulfat

Kanamycin

1 kB extension-ladder

1 kB ladder

Kupferchlorid

LMP Agarose

Lysozym
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
Mangansulfat

Mannitol

2-Mercaptol.1.3

Methanol

Naphthylacetat
Natriumchlorid

Natriumborat
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Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumsulfat
Natronlauge

Nutrient Broth Powder
Polyethylenglycol 1000
Polyethylenglycol 4000
Polyethylenglycol 6000
L-Prolin

Proteinase K

RNasel

Saccharose

Salzsédure

Spectinomycin

Starke (16slich)

Starke (unloslich)
Spectinomycin
Streptomycin

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Material und Methoden

Difco
Fluka, Merck, ICN, Roth

Sigma

N-tris[Hydroxymethyl]methyl-2-aminoethansulfonsidure (TES)  Sigma

Thiostrepton
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Trypton

Trypric Soja Broth

Zinkchlorid

2.3 Kommerzielle Kits

Spin-Mini-Plasmid-Priparations-Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

E.Z.N.A Plasmid Miniprep Kit II
Concert™ Rapid Plasmid Midiprep System

18
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Wizard® PCR Preps DNA Purification System Promega

Chroma Spin + TE-1000 Columns Clontech Laboratories Inc.

Phadebas Amylase Test Pharmacia & Upjohn in vitro
Diagnostik

2.4 Primer

Tabelle 2: Verwendete Primer

Bezeichnung

Sequenz (5> — 37)

121/160-Seq<

GGCGTCTCCGCCTCTGCC

121-Seq>

AGTTAGCTCACTCATTAG

160-Seq>

GGCCGTGCATTTGTACGG

BTL2-Bglll<

CGAAG CTACTTACTTAGGATCC

BTL2-Ncol>

CTCCATGGGTTTACAGGATGGG

DsRed-Ncol>

CATGCCATGGCCATGCGCAGCAGCAAGAATGTTATCAAGGAGTTC

DsRed-Stul<

GGTAGGCCTATTATTTTTG

Xyl-HindIII<

CGAAGCTTCTACTTACTTAGGATCCCTTC

Xyl-Ncol>

CATGCCATGAACAAAGGTGTAATGC

2.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3:Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Herstellerfirma

2 Mikro-Einmalplastikkiivetten (10 x 4 x 45 mm) Ratiolab

384 Well Plate Clear, non treated, PS; Nalge Nunc International
24 und 64 well Nunclon™ Surface

50 ml Spritzen Henke- Sass Wolf GmbH
Eppendorf-Reaktions-Gefiafle 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml, 2.0 ml | Eppendorf

PP-Ro6hrchen 15 ml, 50 ml Greiner Labortechnik

PS Microplate 96 well Greiner Labortechnik
Sterilfilter, Millex”-GS 0.22 pm Millipore
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2.6 Bakterienstimme, Plasmide und Stammldsungen

Die verwendeten Escherichia coli-Staimme und Actinomyceten sind in Tabelle 4 angegeben.

Tabelle 4: Verwendete E. coli-Stimme und Actinomyceten mit relevanten Eigenschaften und
Resistenz soweit bekannt

Stamm relevante Eigenschaften Resistenz | Referenz
Amycolatopsis (Lechevalier et al.
mediterranei 1986)
E. coli DH5a. DeoR endAl gyrA96 hsdR17(r | Nal' (Hanahan 1983)
my ) recAl relAl supE44 thi-1
A(lacZY A-argFV169)
080lacZAM15, F
E. coli IM110 RpsL (Str') thr leu thi-1 lacY |Str' (Yanisch-Perron et
galK galT ara tonA tsx dam dcm al. 1985)
supE44 A(lac-proAB) F’ traD36
proAB lagl?! ZAM15]
E. coli ET12567|Dam dcm hsd Cam' (Flett et al. 1997)
(pUB307) Autonom replizierendes RP4-|Kan"
Derivat (pUB307)
BL21- CodonPlus- |E. coli B F ompT hsdS(rg'mg’) | Cam’ Stratagene
RP dem + Tet'gal * endA Hte [argU
proL Cam']
S. albus DSM 40313
S. albus G (Cruz et al. 1994)
S. coelicolor SPC1, SPC2 Cam' (Rudd & Hopwood
A3(2) 1979), DSM 40783
S. griseus DSM 40236
S. lividans TK23 | SPC1, plasmidfrei Spc’ (Gusek & Kinsella
1992)
S. lividans TK64 | str, plasmidfrei Str' (Pelletier et al.
1994)
S. rimosus DSM 40260

20




Material und Methoden

S. venezuelae (Aidoo et al. 1990)

Die verwendeten Plasmide sind zusammen mit den relevanten Genotypen und Resistenz in

Tabelle 5 angegeben.

Tabelle 5: Verwendete Plasmide mit Genotypen und Resistenzen.

Plasmid relevanter Genotyp | Resistenz Referenz

pASKIBA-1CA- P-tet Amp' (Lutz- Wahl

soyC 1999)

pCYTEXPI-soyC | Clts857, PrPy Amp' (Lutz-  Wahl
1999)

pDsRed P-lacZ Amp' Clontech

pEGFP P-lacZ Amp' Clontech

pFIS-Xyl P-mrpA’ Amp', Tsr" | (Altenbuchner )

pJGSF14 P-SF1, tra-Element | Apra’ (Gotz )

pJOE2775-s0yC P-rha Amp’ (Lutz- Wahl
1999)

pGM 121 P-aphl Amp', Tsr' | (Muth)

pGM 160 P-aphl Amp', Tsr', | Muth et al

Gen' 1989)

P1J702 MelC Tsr' (Katz et al.
1983)

pUC18 P-lacZ Amp' (Pridmore 1987)

Die verwendeten Antibiotika sind mit den Konzentrationen fiir die Stammldsungen und den

Einsatz fiir Agarplatten in Tabelle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6: Verwendete Antibiotika und Induktoren mit Konzentrationen fur
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die

Stammldsungen (Losungsmittel in Klammern angegeben) und verwendete Endkonzentration

fiir Agarplatten.

Antibiotikum bzw. | Stammldsung |S. liv., Platten|S. liv., Weichagar zum | E. coli, Platten
Induktor (mg/ ml) (ng/ ml) Uberschichten (ug/ ml) | (ug/ ml)
Ampicillin 100 (H,O) - - 100
Apramycin 100 (H,0O) 500 100
Chloramphenicol |25 (EtOH) 25 100 40
Gentamicin 50 (H,0) 25 - 25
IPTG 200 (H20) - - 20
Kanamycin 100 (H,0) 50 500 50
Nalidixinsdure 100 (H,0) - 1000 -
Rhamnose 200 (H,0) - - 200
Spectinomycin 50 (H,0) - 50 -
Streptomycin 50 (H,0) - 500 50
Thiostrepton 50 (DMSO) |25 50 -

2.7 Nahrmedien

Allgemein verwendete Ndhrmedien fiir Streptomyces und E. coli.

Fiir die entsprechenden Plattenmedien werden bei Streptomyces noch 15 g/ | Bioselect Agar

und bei E. coli 15 g/ 1 Agar hinzugegeben.

S-Medium

Pepton

Hefeextrakt
K,HPO,4
KH,PO,4

H,O

getrennte Zugabe von

Glucose

MgSO4 *7 H20

H,O
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ad 200 ml




LB, (Luria-Bertani)
Medium

Malz-Medium

S-Medium

Soja-Mannit-Medium

tsb-Medium

Trypton
Hefeextrakt
NaCl

H,O

Malzextrakt
Hefeextrakt
Glucose

H,O

Pepton

Hefeextrakt

K>;HPO4

KH,PO4

H,O

getrennte Zugabe von
Glucose

MgSO, * 7 H,O

H,O

Soja
Mannitol

H,O

tryptic soja broth
H,O

23

Material und Methoden

100 g
40¢g
40¢g
ad 11

ad 800 ml

10g
05¢g
ad 200 ml

20g
20g
ad 11

30g
ad 11
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Yeme Hefeextrakt 3g
Pepton 5¢
Malzextrakt 3g
Glucose 10g
Saccharose 170 g
H,0O ad 11
getrennte Zugabe
MgCl, (2.5 M) 2 ml

YEST Saccharose 103.0 g
MgCl, * 7 H,O 100 g
Glucose 5¢g
Hefeextrakt 5¢g
Agar 22 g
TES (1 M, pH 7.8) 20 ml
Spurenelemente 2 ml
dH,O ad 900 ml
getrennte Zugabe
CaCl, (5 M) 2 ml

2.8 Stammbhaltung und Kultivierung

2.8.1 Stammbhaltung von E. coli

Verdiinnungsausstriche der Stimme werden auf LB,-Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum angefertigt. Die Platten werden bei 37 °C iiber Nacht inkubiert und bei ca. 10
°C maximal 4 Wochen aufbewahrt. Fiir die Langzeitlagerung wird 1 Vol. Kultur mit 1 Vol.

Glycerol versetzt, durch Vortexen homogenisiert und bei — 80°C aufbewahrt.

2.8.2 Kultivierung von E. coli

In kleinerem Maf3stab werden 2-5 ml Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und bei 37
°C und 220 upm iiber Nacht kultiviert. Ansonsten werden Schiittelkolben 1:100 mit einer
Vorkultur inokuliert und anschlieBend bei 37 °C und 220 upm iiber Nacht inkubiert.

Die Kultivierung erfolgt im Regelfall in LB,-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum.
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2.8.3 Stammbhaltung von Streptomyces

Zur Stammbhaltung werden Streptomyceten auf Platten mit Sporulationsmedium bei 30 °C
inkubiert und nach erfolgter Sporenbildung bei 4 °C aufbewahrt. Fiir die Langzeitlagerung
werden die Sporen mit 5 ml 10%iger Saccharoselosung pro Platte abgewaschen
(gegebenenfalls werden 0.1% Triton X-100 zur besseren Loslichkeit hinzugefiigt) und durch
sterile Watte filtriert. Das Filtrat wird zentrifugiert (1000 g, 5 Min., 4 °C), in 1 ml 50%iger

Glycerollosung resuspendiert und bei — 80°C gelagert.

Sporulationsmedium Saccharose 103.0 g
MgCl, * 7 H,O 10g
Glucose 50¢g
Hefeextrakt 50¢g
Agar 22¢g
TES 23¢g
Spurenelemente 2 ml
dH,O ad 980 ml

getrennte Zugabe von

CaCl, (2.5 M) 20 ml

2.8.4 Kultivierung von Streptomyces

Fir die Kultivierung im Malstab von 2-5 ml werden entweder eine homogenisierte
Streptomyceten Einzelkolonie oder 20 ul Sporensuspension im Schiittler bei 30 °C und 220
upm 2-3 d kultiviert. Um ein disperses Wachstum zu erméglichen, wird das Reagenzglas
zusitzlich mit einer Edelstahlfeder in den Abmessungen 20 mm x 0.3 mm versehen. Fiir
groBere Volumina werden mit Schikanen ausgestattete Schiittelkolben verwendet, wobei das
Verhiltnis des Mediumvolumens zur GroBe des Schiittelkolbens 1:10 betrdgt. Die
Schiittelkolben werden 1:100 aus einer Vorkultur angeimpft und bei 30 °C und 220 upm 2-3 d
kultiviert. Die Kultivierung erfolgt in tsb Medium, gegebenenfalls wird ein Antibiotikum

hinzugefiigt.
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2.9 Molekularbiologische Methoden

2.9.1 Isolierung genomischer DNA aus Actinomyceten bzw. Streptomyceten

Diese Methode nach (Kutchma et al. 1998) beruht auf dem Zellaufschlu3 des Mycels durch
Behandlung mit Aceton, Lysozym, SDS und anschlieBenden Frier-Tau-Zyklen. Um RNA und
Proteine zu entfernen, werden RNasel und Proteinase K hinzugegeben. Im Anschluf} erfolgt
eine zweimalige Phenol-Chloroform Extraktion und die Féllung der DNA mit Ethanol.

Etwa 50 mg Mycel aus einer Kultur in tsb-Medium werden mit 1 ml TE Puffer (50 mM Tris,
20 mM Na-EDTA, pH 8.25) gewaschen und zentrifugiert (20200 g, 30 s, RT). Das Pellet wird
in 1 ml kaltem Aceton resuspendiert, 10 Min. auf Eis inkubiert und zentrifugiert (20200 g, 30
s, RT). Es werden 75 ul 10%iges SDS und 125 pl 5 M NaCl hinzugegeben und vorsichtig
durchmischt. AnschlieBend folgen drei Frier-Tau Zyklen mit jeweils 3 Min. bei —70°C und 3
Min. bei 65°C. Die Losung wird 10 Min. auf Eis gekiihlt und zentrifugiert (20200 g, 5 Min.,
4°C). Zu dem Uberstand werden zuerst 1.4 ul RNasel (100 mg/ml) hinzugegeben und 15 Min.
bei 37°C inkubiert, im Anschlufl werden noch 5 pl Proteinase K (10 mg/ ml) hinzugegeben
und fiir weitere 45 Min. bei der gleichen Temperatur inkubiert. Weiterhin wird eine
zweimalige Phenol-Chloroform Extraktion und die ethanolische Féllung der DNA

durchgefiihrt. Das Pellet wird in 200 pl H,O resuspendiert.

2.9.2 Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli mit Kits von Qiagen, Peqlab oder Gibco

Fiir die Priparation hochreiner Plasmid DNA fiir PCR, Restriktionsverdau, etc. werden die
Mini/Midi-Prep Kits von Qiagen, bzw. Peqlab oder Gibco verwendet. Gemeinsames Prinzip
ist die Zelllyse in alkalischer Umgebung, gefolgt von einer spezifischen Bindung der DNA an
Ionenaustausch-Saulen. Nach Zentrifugation der E. coli Zellen wird die Plasmidisolierung

nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.9.3 Mini-Plasmid Extraktion fiir Schnelltests

Die sogenannte Flexi-Prep Methode (Birnboim & Doly 1979) beruht auf der alkalischen Lyse
und wird fiir Anwendungen benutzt, die keine hochreine DNA erfordern (analytischer Verdau
von Plasmiden, etc.). 1-2 ml Zellen von UN-Kulturen werden zentrifugiert (20200 g, 30 s,
RT) und das Pellet in 200 pl Losung I resuspendiert. AnschlieBend erfolgt die Zelllyse durch
Zugabe von 200 pl Losung II. Nach vorsichtigem Durchmischen und 5 Min. Inkubation bei
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RT werden 200 pl Losung III zugegeben. Durch Zentrifugation (20200 g, 5 Min., RT)
werden Zellysat und Proteine abgetrennt, aus dem Uberstand wird die DNA mit Isopropanol

gefillt und in 20 pl TE-Puffer resuspendiert.

Losung I Tris-HCI (pH 7.5) 100 mM
EDTA 10 mM
RNase | 400 pg/ml

Losung I1 NaOH 02M
SDS 1 % (m/v)

Losung 111 Kaliumacetat 294 ¢
Eisessig 11.5 ml
dH,O 28.5 ml

2.9.4 Isolierung von Plasmid DNA (Mini Lyse) aus Streptomyces

Fiir die Mini-Lyse nach (Bibb et al. 2000) werden 1 ml Kultur homogenisiert und zentrifugiert
(20200 g, 1 Min., RT). Das Pellet wird in 500 pl frischem L1-Puffer mit 2 mg/ml Lysozym
resuspendiert, um den Mureinsacculus der bakteriellen Zellwand abzubauen und 1 h bei 37°C
und 220 upm inkubiert. Im AnschluB3 werden die Zellen mit 250 pl einer alkalischen SDS-
Losung (0.3 M NaOH, 2% SDS) lysiert. Eine Temperaturerhohung auf 70°C fiir 15 Min.
bewirkt sowohl die Denaturierung der DNA, als auch den weitgehenden Abbau der RNA.
Nach weiteren 15 Min. bei RT werden Proteine und chromosomale DNA durch eine dreifache
Phenol-Chloroform Extraktion mit jeweils 100 pl Phenol-Chloroform (1:1, pH 5.4)
abgetrennt. Um die Plasmid DNA zu erhalten, wird die obere wiBrige Phase mit Isopropanol
gefillt. Nach Resuspension der DNA in 50 ul TE-Puffer erfolgt zur weiteren Reinigung eine
Ethanolfdllung. Das Pellet wird bei 60 °C getrocknet und in 25 pl TE-Puffer resuspendiert.

L1-Puffer Tris 25 mM
EDTA 25 mM
Saccharose 300 mM

auf pH 8.0 mit HCI einstellen
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2.9.5 Nachweis stammspezifischer Restriktionsbarrieren

Streptomyces bzw. Actinomyces Stimme besitzen zum Schutz vor Fremd-DNA hiufig
Restriktionsenzyme. Daher ist es bei unbekannten Stimmen vor der Transformation
notwendig, eine mogliche Restriktion von Plasmid DNA zu untersuchen. Dazu wird das
Mycel aus 0.5 ml Kulturvolumen mittels Ultraschall aufgeschlossen, zentrifugiert (20200 g,
10 Min., 4 °C) und 50 pl Uberstand mit 5 pl Plasmid DNA (Midi-Prip) versetzt. Nach einer

Stunde Inkubation bei 37°C wird die Probe im Agarosegel aufgetrennt und analysiert.

2.9.6 Transformation von E. coli (DMSO Methode)

Fiir die DMSO Methode zur Transformation von E. coli nach (Chung et al. 1989) werden 50
ml LB,-Medium aus einer Vorkultur des entsprechenden E. coli Stammes angeimpft. Das
Wachstum erfolgt im Schiittler bei 37 °C und 220 upm etwa 3 h bis 4 h. Nach Erreichen einer
ODs7s von 0.4-0.5 werden die Zellen zentrifugiert (3000 g, 10 Min., 4 °C) und mit 20 ml
kaltem Leitungswasser gewaschen. AnschlieBend wird das Zellpellet in 2 ml TSS-Puffer
resuspendiert und in 200 pl Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots konnen direkt zur
Transformation eingesetzt oder nach Schockgefrieren mit fliissigem N; bei —80 °C gelagert
werden.

20-100 ng Plasmid DNA (~ 1 pl) werden mit 200 pl kompetenten Zellen gemischt, 20 Min.
auf Eis und 45 bis 75 s bei 42 °C inkubiert. Anschlielend werden 0.8 ml LB,-Medium
hinzugegeben. Nach 1 h bei 37 °C wird zentrifugiert (3000 g, 2 Min., RT) und die
iiberstehende Losung bis auf etwa 100 pl verworfen. Das Pellet wird im verbliebenen

Medium resuspendiert und auf LB,-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum

ausplattiert.

TSS- Puffer PEG 6000 10g
DMSO 5ml
MgSOy4 0.6¢g
LB,-Medium ad 100 ml

2.9.7 Transformation von E. coli (RbCl Methode)
Eine weitere Mdoglichkeit zur Transformation von verschiedenen E. coli Stimmen besteht mit

der Rubidium Chlorid Methode nach (Ano & Shoda 1992).
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100 ml Psi Broth werden mit 1 ml einer Vorkultur angeimpft und bis zu einer ODs7g von 0.5
bei 37 °C und 220 upm kultiviert. Im Anschlul werden die Zellen 15 Min. auf Eis gekiihlt
und zentrifugiert (3000 g, 10 Min., 4 °C). Das Zellpellet wird mit 40 ml T{bl gewaschen,
zentrifugiert (3000 g, 10 Min., 4 °C) und in 4 ml TfbII resuspendiert. 0.2 ml Aliquots werden
entweder direkt zur Transformation eingesetzt oder nach Schockgefrieren in fliissigem
Stickstoff bei —80 °C gelagert.

Die Transformation erfolgt analog zur Transformation mit DMSO kompetenten Zellaliquots.

Psi Broth Trypton 20g
Hefeextrakt 5¢
MgSO4 5¢g
H,O ad 11

Ttbl RbCl 121g
KOAc 5.6¢g
CaCl, 15¢g
MnCl; (1 M) 10g
Glycerol 150 ml
H,O ad 11

auf pH 5.8 mit HAc einstellen

Tibll MOPS 2.1g
CaCl, I1g
RbCl 1.2 ¢g
Glycerol 150 ml
H,O ad 11

Auf pH 6.5 mit NaOH einstellen

2.9.8 Transformation von E. coli mittels Elektroporation

Die Elektroporation von E. coli nach (Sambrook et al. 1989) stellt eine Alternative zu den
chemischen Transformationsmethoden dar. Insgesamt ist sie aufwendiger durchzufiihren,
kann aber bessere Resultate liefern, die sich in einer hoheren Transformationseffizienz

duBern. E. coli Zellen in der mittleren logarithmischen Wachstumsphase werden mit Lysozym
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und PEG vorbehandelt um die Mureinwand abzubauen und die verbliebene Zellwand
durchldssiger zu machen. AnschlieBend werden die Zellen in einem Puffer definierter
Ionenstdrke einem kurzen elektrischen Impuls von hoher Spannung unterworfen, regeneriert
und ausplattiert.

100 ml LB, Medium werden angeimpft und bis zu einer ODs75 ~ 0.6 kultiviert. Nach 15 Min.
Kiihlung auf Eis wird zentrifugiert (4000 g, 10 Min., 4 °C). Die Zellen werden mit 100 ml
und anschlieBend mit 50 ml eiskaltem Leitungswasser gewaschen, in 2 ml einer 10 %igen
(V/V) Glycerollosung resuspendiert und in 100 pl Aliquots aufgeteilt. Die Aliquots kdnnen
entweder direkt zur Elektroporation eingesetzt werden oder nach Schockfrieren in fliissigem
N, bei —80°C gelagert werden.

1-2 ul DNA werden mit einem 100 pl Aliquot vermischt, in eine Elektroporationskiivette
gegeben und 20 Min. auf Eis gekiihlt. AnschlieBend erfolgt die Elektroporation bei 2 kV (10
kV/cm), 25 pF und 400 Q. Sofort im Anschlu3 werden 1 ml LB,-Medium hinzugegeben, 1 h
bei 37°C inkubiert und auf antibiotikumhaltigen LB,-Platten aufgebracht.

2.9.9 Protoplastentransformation von Streptomyces

Die Protoplastentransformation von Streptomyces nach (Isogai et al. 1981) stellt mit 10°-107
Kolonien/pug DNA diejenige Methode mit der hochsten Transformationseffizienz dar. Noch in
der Wachstumsphase wird das Mycel geerntet und mittels Lysozym protoplastiert. Die
Aufnahme der DNA wird durch Zugabe von Polyethylenglycol erreicht. AnschlieBend erfolgt
die Protoplastenregeneration auf einem geeigneten Medium und nach etwa 20 h wird die
Platte zur Selektion mit antibiotikumhaltigem Weichagar iiberschichtet.

25 ml S-Medium (oder Yeme-Medium) mit 1 % Glycin werden mit 250 pl einer Vorkultur
angeimpft und bei 30°C und 220 upm 2- 3 d inkubiert. Das Mycel wird zentrifugiert (2750 g,
20 Min., 4°C) und das Pellet zweimal mit jeweils 10 ml kalter 10 %iger Sucrose gewaschen.
Nach diesen Schritten kann das Pellet wahlweise in 10 ml kalter 10 %iger Sucrose
resuspendiert und bei —20°C gelagert werden oder das Pellet wird in 10 ml L-Puffer
resuspendiert und 30-60 Min. bei 30 °C und 220 upm inkubiert (~30 Min. fiir S. lividans, ~60
Min. fiir S. coelicolor), wobei die Protoplastenbildung mit dem Mikroskop verfolgt wird.
Durch Zugabe von 20 ml kaltem Puffer P wird die Protoplastierung abgestoppt. AnschlieBend
wird zur Abtrennung von verbliebenem Mycel durch Watte filtriert. Das Filtrat wird
zentrifugiert (2750 g, 20 Min., 4°C), der Uberstand vorsichtig abdekantiert und das Pellet

moglichst schnell in 2 ml Puffer P resuspendiert. 100 pl Aliquots kdnnen entweder direkt zur
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Protoplastentransformation oder nach Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff bei -20°C oder
-80°C gelagert werden.

In einer schnellenVariante werden 100 pl Protoplasten mit 300 pl Puffer T und 0.01-1 pg
DNA gemischt. Davon werden jeweils 200 pl auf einer R5 Platte ausplattiert. Die Platte wird
etwa 20 h bei 30 °C inkubiert bevor sie mit 2.5 ml antibiotikumhaltigem Weichagar
tiberschichtet und anschlieBend fiir weitere 2-3 d bei 30 °C inkubiert wird.

Um eine hoéhere Transformationseffizienz zu erreichen, werden in einer alternativen Methode
100 ul Protoplasten zentrifugiert (1000 g, 3 Min., RT). Das Zentrifugat wird in 200 ul Puffer
P oder Puffer L vorsichtig resuspendiert. Nach Zentrifugation wird der Uberstand weitgehend
abdekantiert und das Pellet in 200 pl Puffer P gelost und mit 0.01-1 pg DNA und 250 pl
Puffer T gemischt. AnschlieBend wird 1 ml kalter Puffer P hinzugeben und zentrifugiert. Das
Pellet wird in 200 pl Puffer P resuspendiert und ausplattiert. Das weitere Vorgehen gleicht

dem bereits beschriebenen.

P-Puffer Saccharose 100 g
dH,O ad 860 ml
getrennte Zugabe
Spurensalze 2 ml
TES (250 mM, pH 7.2) 100 ml
MgCl, (1 M) 10 ml
CaCl, (250 mM) 10 ml
K,SO4 (140 mM) 10 ml
KH,PO4 (40 mM) 10 ml

L-Puffer Saccharose (10.3% (m/v)) 100 ml
TES (5.73 % (m/v), pH 7.2) 10 ml
K1SO4 (2.5 % (m/v)) 1 ml
Spurensalze 0.2 ml
KH,POy4 (0.5 % (m/v)) 1 ml
MgCl; (2.5 M) 0.1 ml
CaCl,(0.25 M) 1 ml
Lysozym 1 mg/ml
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L1-Puffer

T-Puffer

R-5 Medium

Tris
EDTA

Saccharose

auf pH 8.0 mit HCl einstellen

K5>S04 (140 mM)
KH,PO4 (40 mM)

MgCl, (1 M)

CaCl, (250 mM)
Spurenelemente

PEG 1000 (50 % (m/v))
Tris-Maleat (1 M, pH 8.0)
Saccharose (10 % (m/v))
dH,0

Saccharose

Glucose

K,SO4

MgCl, * 7 H,O
Casaminoacids
Hefeextrakt

TES

Agar

Spurenelemente
dH,O

getrennte Zugabe
CaCl, (3.68 % (m/v))
KH,PO4(0.54 % (m/v))
L-Prolin (20 % (m/v))
NaOH (1 M)
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25 mM
25 mM
300 mM

100 ul
100 pl
100 pl
100 pl
30 ul
5ml
500 ul
2.5ml
1.17 ml

103.0 g
100 g
025¢g
10.12 g
0.1g
50g
573 ¢g
180¢g
2.0 ml

ad 900 ml

80 ml
10 ml
15 ml
8 ml



R3 Weichagar

Soft Nutrient Agar (SNA)

Spurenelemente

Saccharose

Glucose

Pepton

KCl1

MgCl, * 6 H,O

CaCl, * 2 H,O

Agar

H,O

getrennte Zugabe
K>2HPO4 (0.5 % (m/v))
TES (250 mM, pH 7.2)

Difco Nutrient Broth Powder
Agar
H,O

FeCl;

Na,B407 * 10 H,O
(NH4)sMo07024 * 4 H,O
CuCl, * 2 H,O

MgCl; * 4 H,0O

ZnCl,

dH,O

2.9.10 Elektroporation von Streptomyces

Material und Methoden

1710 g
100 g
40¢g
05¢g
8.1g
22¢g
80¢g

ad 860 ml

40 ml
100 ml

8g
5g
ad 11

200 mg
10 mg
10 mg
10 mg
10 mg
40 mg
ad 11

Im Vergleich zur Protoplastentransformation werden mittels Elektroporation nach (Pigac &

Schrempf 1994) geringere Transformationseffizienzen erreicht. Die direkte Transformation

des Mycels ist allerdings von Vorteil, da Protoplastenbildung und Protoplastenregeneration

vermieden werden. Das Mycel wird wie bei der Protoplastentransformation i. A. in der frithen

exponentiellen Wachstumsphase geerntet und mit geringen Mengen Lysozym behandelt.

Anschlieffend wird das Mycel einem kurzen elektrischen Puls hoher Spannung unterworfen

und ausplattiert. Nach 20 h wird die Platte mit Weichagar und Antibiotikum iiberschichtet.

33



Material und Methoden

100 ml CRM-Medium werden mit 1 ml einer Vorkultur angeimpft und im Inkubator bei 30
°C und 220 upm 24-30 h inkubiert. Das Mycel wird zentrifugiert (2750 g, 20 Min., 4°C) und
das Pellet zweimal mit jeweils 10 ml kalter 10 %iger Sucrose und anschlieBend mit 50 ml
kaltem 15 %igem Glycerol gewaschen. Das Pellet wird in 10 ml kaltem 15 %igem Glycerol
(100 pg/ml Lysozym) etwa 30 Min. bei 30°C und 220 upm inkubiert, zweimal mit 10 ml
kaltem 15 %igem Glycerol gewaschen und in 2 ml kaltem Elektroporationspuffer
resuspendiert. 50 pl Aliquots werden entweder direkt zur Elektroporation verwendet oder
nach Schockfrieren in fliissigem Stickstoff bei —80°C gelagert.

50 pul elektrokompetente Streptomyceten werden mit 1-2 ul DNA in eine
Elektroporationskiivette gegeben und 10 Min. auf Eis gehalten. AnschlieBend erfolgt die
Elektroporation bei 2 kV (10 kV/ cm), 25 pF und 400 Q, wobei die Zeitkonstante in einem
Bereich von 6-8 ms liegen sollte. Nach maximal 15 Min. werden 1 ml CRM-Medium
hinzugegeben und bei 30 °C 2-3 h inkubiert. Anschliefend wird die gesamte Menge
ausplattiert, die Platte unter der Sterilbank getrocknet und etwa 20 Stunden bei 30°C
inkubiert. Die Platte wird mit Weichagar und Antibiotikum {iberschichtet und bei 30 °C 2-3 d

inkubiert.

CRM-Medium Glucose 100 g
Saccharose 103.0 g
MgCl, 10.12 g
Tryptic Soy Broth 150¢g
Hefeextrakt 50¢g
H,O ad 11

Elektroporationspuffer PEG 1000 300¢g
Glycerol 100 g
Saccharose 65¢g
dH,O ad 100 ml

2.9.11 Direkte Transformation von Streptomyces
Die direkte Transformation, beschrieben von (Madon & Hutter 1991), wird im Regelfall zur
Transformation von Actinomyceten wie Nocardia und Amycolatopsis angewendet. Im

Allgemeinen kommt diese Methode erst dann zur Anwendung, wenn die ,klassischen’
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Methoden wie Protoplastentransformation, Elektroporation und Konjugation keine
befriedigenden Ergebnisse liefern. Bei dieser Methode wird in Gegenwart von PEG,
Casiumchlorid und Kalbsthymus-DNA das Mycel des betreffenden Stammes direkt
transformiert.

25 ml tsb-Medium werden mit 0.25 ml einer Vorkultur angeimpft und im Inkubator bei 30 °C
und 220 upm 48 h inkubiert. Das Mycel wird zentrifugiert (2750 g, 20 Min., 4°C) und das
Pellet zweimal mit jeweils 25 ml kaltem TE-Puffer gewaschen und in 0.5 — 0.75 ml kaltem
TE-Puffer resuspendiert. 100 pl Mycel-Suspension werden nacheinander mit 10 pl MgCl,
(0.2 M), 60 ul CsCl (4 M), 30 pg Kalbsthymus-DNA und 30 pl der zu transformierenden
DNA in TE-Puffer gemischt. Im Anschlufl werden 200 pul 50 %iges PEG 1000 hinzugegeben,
vorsichtig durchmischt und 30 bis 60 Min. bei 37°C inkubiert. Nach Zentrifugation (3000 g,
5 Min., RT) wird das Pellet mit 2 ml R2L-Einbettungsagar auf eine S27M-Platte aufgebracht
und bei 30°C inkubiert. Nach 18 h wird die Platte mit Antibiotikum enthaltendem Weichagar
iiberschichtet und bei 30°C inkubiert.

S27M-Medium Pepton 5¢g
Hefeextrakt 3g
Mannitol 73 g
Agar 15¢g
R2L-Weichagar Glucose 10g
Hefeextrakt 5¢g
Casaminoacids 0.1g
Mannitol 73 g
MgCl;, * 6 H,O 10 % (m/v)
K,SO4 025¢g
LMP Agarose 7g
H,O ad 820 ml
getrennte Zugabe
TES (250 mM, pH 7.2) 100 ml
CaCl, * 2 H,O (3.68 % (W/v)) 80 ml
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2.9.12 Intergenerische Konjugation

Bifunktionelle Plasmide konnen von E. coli nach Streptomyces mittels intergenerischer
Konjugation einfach {ibertragen werden (Flett et al. 1997; Bibb et al. 2000). Hierbei werden
die Transferfunktionen eines RP4-Plasmids in E. coli einem Repizienten (Shuttle-Vektor mit
oriT-Region des RP4-Plasmids) zur Verfiigung gestellt. Das auf diese Weise mobilisierte
Plasmid ist in der Lage in Gram-negative, Gram-positive und manche eukaryontische Zellen
zu transferieren, wobei es in Streptomyces im Regelfall in das Genom integriert wird.

E. coli ET12567 (pUB307) Zellen werden mit dem zu mobilisierenden Shuttle-Vektor nach
der DMSO-Methode transformiert. 100 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika
werden 1:100 aus einer Vorkultur angeimpft und bei 37°C und 220 upm bis zu einer ODggp
von 0,4 bis 0,6 kultiviert. Nach Zentrifugation (2750 g, 10 Min., 4°C) werden die Zellen
zweimal mit jeweils 50 ml LBo-Medium gewaschen und in 10 ml LBy-Medium pH 7.3
resuspendiert. 100 ml LBy-Medium werden mit 1 ml einer Vorkultur des zZu
transformierenden Streptomyceten angeimpft und bei 30 °C und 220 upm 24-30 h inkubiert.
Das Mycel wird zentrifugiert (2750 g, 10 Min., 4°C), zweimal mit jeweils 50 ml LBo-Medium
gewaschen und in 100 ml LBo-Medium pH 7.3 resuspendiert. 500 pul Mycel werden mit 500
ul E. coli Zellen durchmischt und entweder auf Soja-Mannit oder R5-Platten aufgebracht.
Nach 20 h bei 30°C werden die Platten mit jeweils 2.5 ml Weichagar mit Antibiotikum
iiberschichtet und weitere 2-3 d bei 30°C inkubiert.

Trotz Integration des Shuttlevektors in das Genom des Streptomyceten sollte eine
Kultivierung in Fliissigmedium mit Antibiotikum erfolgen, da einzelne E. coli Zellen im

Mycel iiberleben konnen.

2.9.13 Schnellbestimmung von Plasmid-DNA aus E. coli bzw. Streptomyces Kolonien

Eine einzelne Kolonie wird gepickt und in 50 pl QSB-Puffer lysiert (etwa 5 Min. fiir E. coli
und 20 Min. fiir Streptomyces). AnschlieBend wird zentrifugiert (2750 g, 20 Min., 4°C) und
20 ul Uberstand auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Fiir etwa 30 s bis 45 s wird eine
Spannung von 300 V angelegt, im Anschluf wird die Agarosegelelektrophorese unter

Standardbedingungen durchgefiihrt.
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QSB Puffer Glycerol 60 ul
SDS 10 mg
RNase A 10 mg
Bromphenolblau 0.1 % (m/v)
1 xTE ad 1 ml

2.9.14 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
DNA-Fragmente eines Restriktionsverdaus werden nach erfolgter Agarosegelelektrophorese
mit dem Skalpell ausgeschnitten und die DNA nach Herstellerangaben mit dem QIAquick Gel

Extraction Kit isoliert.

2.9.15 DNA- Fillung mit Ethanol

Zu 1 Vol. geloster DNA werden 1/10 Vol. 3 M NaAc (pH 4.8) und 2.5 Vol. Ethanol (100%, -
20°C) gegeben. Durch Vortexen wird die Losung durchmischt und mindestens 20 Min. bei —
20 °C gehalten, um die Fallung zu ermdglichen. Nach Zentrifugation (20800 g, 20 Min., 4 °C)
wird das Pellet mit Ethanol (70%, -20°C) gewaschen bei 60°C getrocknet und in TE- Puffer

resuspendiert.

2.9.16 DNA- Fillung mit Isopropanol

1 Vol. DNA in Losung wird mit 0.7 Vol. Isopropanol vermischt. Nach mindestens 15 Min.
Féllung bei Raumtemperatur wird zentrifugiert (20800 g, 20 Min., 4 °C), das Pellet mit
Ethanol (70%, -20°C) gewaschen, bei 60°C getrocknet und in TE- Puffer resuspendiert.

2.9.17 Phenol-Chloroform Extraktion

1 Vol. Probe wird mit 1 Vol. Phenol-Chloroform (1:1, pH 8.0) versetzt. Nach Vortexen wird
zentrifugiert (20800 g, 5 Min., RT). Die obere, wélirige Phase kann erneut mit Phenol-
Chloroform extrahiert werden und anschlieBend einer DNA-Féllung mit Ethanol oder

Isopropanol unterzogen werden.
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2.9.18 DNA-Konzentrationsbestimmung
In verdiinnter Losung kann die DNA-Konzentration spektroskopisch bei 260 nm gegen das
Losemittel als Referenz bestimmt werden. Bei einer Schichtdicke von 10 mm wird die DNA-
Konzentration ndhrungsweise durch folgende Formeln bestimmt:

Doppelstrangige DNA: CaspNA = OD2gonm * 50 pg/ml

EinzelstringigeDNA: CssDNA = ODagonm * 33 pg/ml
Durch den Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm kann eine Aussage iiber die
Reinheit der Probe getroffen werden. Fiir eine reine Probe gilt:

OD260 / Ongo =1.8

2.9.19 DNA Restriktionsverdau und Ligation

Enzymatische Restriktionen und Ligationen werden nach Herstellerangaben unter den
jeweiligen Bedingungen durchgefiihrt.

Um die Religation einfach geschnittener Vektoren zu vermeiden, werden die 5°-

Phosphatreste nach Herstellerangaben durch Behandlung mit alkalischer Phosphatase entfernt.

2.9.20 Direkte Klonierung von PCR Produkten

In Anlehnung an den Topo Kit von Clontech kann der Restriktionsverdau bei der Klonierung
eines PCR Produkts in ein Plasmid vermieden werden. Bei dieser Methode wird ausgenutzt,
daB die PCR Reaktion mit Taq-Polymerase im Regelfall einen Adenin 3’-Uberhang an dem
Produkt erzeugt. Durch Inkubation einer mit glatten Enden geschnittenen Plasmid DNA mit
Taq Polymerase und dTTP wird ein Tyrosin 3’-Uberhang geschaffen. Mit den so erhaltenen
komplementéren Nukleotiden lassen sich Plasmid DNA und PCR Produkt ligieren.

10 pl Plasmid DNA (aus Mini Prep.) werden zusammen mit 250 uM dTTP, 0.4 mM MgCl,, 1
ul 10x Polymerase Puffer und 1 U Taq Polymerase mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt und 2 h
bei 72 °C inkubiert. Im Anschluf3 wird das Plasmid aufgereinigt und mit dem PCR Produkt

zur Ligation unter Standardbedingungen eingesetzt.

2.9.21 Agarosegelelektrophorese von Plasmid DNA
Das Prinzip der Agarosegelektrophorese nach (Sambrook et al. 1989) beruht auf der
Wanderung der negativ geladenen DNA im elektrischen Feld in Richtung der Anode.
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Befindet sich die DNA in einer pordsen Matrix, beispielsweise einem Agarosegel, konnen
kleine Fragmente schneller als grole wandern. Somit ist eine Trennung aufgrund der
FragmentgroBe moglich. Die Abschidtzung der Zahl der Basenpaare erfolgt mit Hilfe eines
Lingenstandards (1kB- Ladder, Gibco oder 1kB- Extension Ladder, Gibco). Als Zusatz wird
Ethidiumbromid verwendet, das in die Helixstruktur der DNA interkaliert und durch
Bestrahlung mit UV- Licht fluoreszierende Banden verursacht.

Doppelstrangige DNA wird in einem 1 %igen Agarosegel in TAE- Puffer mit 0.05 % (V/V)
Ethidiumbromid elektrophoretisch aufgetrennt. Die Elektrophorese wird in Flachbett-
Agarosegelkammern bei einer konstanten Spannung durchgefiihrt. Bei qualitativer
Durchfithrung etwa 20 Min. bei 120 V und bei einer priparativen Elektrophorese etwa 40
Min. bei 90 V, um durch Hitze verursachte Schidigungen der DNA zu vermeiden. Lange
DNA Fragmente von 12 bis 40 kB werden unter Benutzung der kB extension- ladder 2 bis 4 h
bei 40- 60 V aufgetrennt.

Vor dem Auftragen werden die Proben mit 6x Auftragspuffer versetzt, der durch seine hohe
Dichte das Einsinken der Probe in die Probentasche zur Folge hat. AuBBerdem ermdoglicht er

die Kontrolle des Fortschritts der Elektrophorese durch einen blauen Farbmarker.

1 %iges Agarosegel Agarose 4¢g
TAE (1x) ad 400 ml
Die Agarose wird in der Mikrowelle mit TAE (1x) aufgekocht
und bei 80 °C aufbewabhrt.
50 x TAE Puffer Tris 242 ¢
Eisessig 57.1 ml
EDTA (0.5 M, pH 8) 100 ml
dH,O ad 11
6 x DNA Auftragspuffer Glycin 30 % (m/v)
Bromphenolblau 0.2 % (m/v)

EDTA (25 mM, pH 7.5)
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1 kb DNA Standard 1 kb ladder (1 mg/ml) 30 ul
10 x TAE 40 pl
6 x DNA Auftragspuffer 100 pl
ddH,O ad 500 pl

10 Min. auf 56°C erhitzen

1 kb extension 1 kb extension - ladder (1 mg/ml) 30 ul
DNA Standard 10x TE 40 pl
6 x DNA Auftragspuffer 100 pl
NaCl 10 mM
ddH,O ad 500 pl

10 Min. auf 56°C erhitzen

2.9.22 SDS PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen werden SDS- Polyacrylamidgele eingesetzt. Die Proteine
werden in Gegenwart von SDS in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt
(Laemmli 1970). Durch die Zugabe von SDS und kurzzeitiges Erhitzen auf 95 °C werden die
Proteine denaturiert. Durch die Bindung mit SDS entsteht in den Polypeptiden eine negative
Ladung, die die natiirliche Ladung der Aminosduren iiberdeckt und so eine Auftrennung
unabhingig von der Ladung der Aminosduren ermdglicht.

Der Bereich in dem die Beweglichkeit eines Proteins im Polyacrylamidgel linear vom
Logarithmus der Molmasse abhéngt, ist bei dem verwendeten 12.5 %igen Gel auf eine GroBe
von 10 bis 75 kD beschrénkt.

Die Proteinauftrennung erfolgt in einem vertikalen 12,5 %igen Trenngel. Das Trenngel wird
mit einem 4 %igen Sammelgel iiberschichtet, auf welches die Proben aufgetragen werden.
Die Elektrophorese erfolgt etwa 1 h mit konstanter Stromstérke von 24 mA pro Gel.

Nach der Elektrophorese werden die Gele mindestens 2 h in Coomassie- Farbelosung gefarbt
und anschliefend 2 h mit der Entfarbelosung entfarbt. Zur Aufbewahrung werden die Gele bei

80 °C und unter Vakuum 2 h im Geltrockner getrocknet.
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Lower Tris 4 x

Upper Tris 4 x

12.5 %iges Trenngel

4 %iges Sammelgel

SDS-Laufpuffer

5 x Probenpuffer

Tris

SDS

dH,O

auf pH 8.8 mit HCI eingestellt

Tris

SDS

dH,O

auf pH 6.8 mit HCI eingestellt

Acrylamidldsung (30 % (m/v))
Lower Tris 4 x

dH,O

TEMED

APS (10 % (m/v))

Acrylamidlésung (30 % (m/v))
Upper Tris 4 x

dH,O

TEMED

APS (10 % (m/v))

Tris

Glycin

SDS

dH,O

auf pH 8,3 mit HCI eingestellt

Tris-HCI (pH 6.8)
Glycerin

SDS
-Mercaptoethanol

Bromphenolblau
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364¢g
08¢g
ad 200 ml

12.11g
08¢
ad 200 ml

3.33 ml
2 ml
2.67 ml
4 ul

40 ul

0.52 ml
1 ml
2.47 ml
4 ul

40 pul

I5¢g
72 g
10 % (m/v)
ad 11

320 mM
50 % (m/v)
10 % (m/v)
25 % (m/v)
0.1 % (m/v)
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Coomassie- Féarbelosung Coomassie- Brilliant Blue R- 250 25¢g
Ethanol 425 ml
Methanol 50 ml
Eisessig 100 ml
dH,O ad 11

Entfarbelosung Ethanol 100 ml
Methanol 400 ml
dH,O ad 11

2.9.23 Aufschlufl und Aufreinigung von DNA aus Boden

Ziel ist die Aufreinigung der DNA aus moglichst allen Mikroorganismen einer Bodenprobe
unter gleichzeitiger Vermeidung einer zu starken Beanspruchung und daraus resultierender
Scheerung der DNA Molekiile. Problematisch ist der hohe Gehalt an Huminstoffen und
anderen Verunreinigungen, die einen Restriktionsverdau erschweren.

Fiir die modifizierte Aufreinigung von DNA aus Boden nach (Porteous et al. 1994; Zhou et al.
1996; Coutinho et al. 1999) wird die Probe einem kombinierten Aufschlufl mit fliissigem N,
gefolgt von einer Behandlung mit Glasperlen in einer Retsch-Kugelmiihle, unterworfen.
AnschlieBend werden die Proteine mit einer Ammoniumacetat Féllung und Phenol-
Chloroform Extraktion entfernt. Die DNA wird mit Ethanol gefillt und durch préparative
Gelelektrophorese und Aufreinigung iiber das Wizard® PCR Preps DNA Purification System
oder iiber Chroma Spin + TE-1000 Saulen nach Herstellerangaben gereinigt. Anschliefend
kann sie zum Restriktionsverdau eingesetzt werden.

0.5 g Boden werden etwa 5 Min. mit fliissigem N, gemdrsert. AnschlieBend wird die Probe
mit 0.5 ml Natriumphosphat-Puffer (100 mM, pH 8) aufgeschlemmt, mit 1.5 g Glasperlen
(0.04- 0.07 mm) und 0.5 g Glasperlen (0.3 mm) versetzt und 250 ul SDS-Puffer
hinzugegeben. Nach Vortexen wird die Bodenprobe in der Retsch Kugelmiihle (10 Min.,
Amplitude 80) aufgeschlossen und zentrifugiert (20800 g, 5 Min., RT). 2 Vol. Uberstand
werden mit 5 Vol. 7.5 M Ammoniumacetat vermischt, 5 Min. auf Eis gehalten und
zentrifugiert (20800 g, 10 Min., RT). AnschlieBend werden 2 Vol. Uberstand mit 1 Vol.
Phenol-Chloroform (1/1) versetzt, vermischt und zentrifugiert (20800 g, 10 Min., RT). Nach
Wiederholung der Phenol-Chloroform Extraktion wird die DNA mit Ethanol gefillt,
getrocknet und in 50 pl TE-Puffer resuspendiert.
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2.9.24 Erzeugung von Genbanken aus DNA aus Boden

Fiir den Totalverdau werden 30 pg DNA aus Boden in einem Gesamtvolumen von 40 pl mit
1.5 pl der Restriktionsenzyme Ncol, Sacl, Dralll, Xbal, bzw. Bglll, 4 ul des entsprechenden
Puffers und 1 pl BSA fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Im AnschluB3 wird die DNA {iber ein 1
%iges Agarosegel aufgetrennt, der Bereich zwischen 1 und 10 kb extrahiert und mit dem Gel
Extraction Kit (Qiagen) aufgereinigt.

Alternativ kann mit Sau3Al ein Partialverdau durchgefiihrt werden. Hierzu werden 5 Ansitze
mit jeweils 30 ug DNA aus Boden in einem Gesamtvolumen von 40 pl mit 1.5 ul Sau3Al, 4
pl Puffer und 1 pul BSA bei 37 °C verdaut. Die Inkubationsdauer der Ansdtze variiert
zwischen 2 und 10 Min. Zum Abstoppen der Reaktion werden jeweils 4 ul 0.5 M EDTA (pH
7.5) gegeben und die Ansétze flir 15 Min. bei 70 °C inkubiert. Die Aufreinigung wird analog
zum Totalverdau durchgefiihrt.

20 pg plJ702 bzw. pGM160 Plasmid DNA werden in einem Gesamvolumen von 30 pl mit 1
ul Restriktionsenzym und 3 pl des entsprechenden Puffers fiir 2 h bei 37 °C verdaut. Im
Anschlufl werden 1.5 pl alkalische Phosphatase und 3 pl Puffer hinzugegeben und fiir 1 h bei
37 °C inkubiert. Nach Agarosegelelektrophorese wird die DNA mit dem Gel Extraction Kit
(Qiagen) aufgereinigt.

Zur Ligation von Fragmenten mit entsprechender Plasmid DNA werden jeweils 5- 10 pg
DNA in einem Gesamtvolumen von 50 ul mit 1 pl T4-DNA-Ligase und 5 pl 10x
Liagsepuffer iiber Nacht bei 14- 16 °C inkubiert. Der Ligationsansatz wird 5 Min. auf 55 °C
erhitzt und eisgekiihlt. Jeweils 10 bis 15 pl Ligationsansatz werden fiir eine

Protoplastentransformation eingesetzt.

2.9.25 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Ziel der PCR Reaktion, beschrieben von (Mullis et al. 1986), ist die beinahe exponentielle
Vermehrung eines bestimmten DNA Molekiils (Template) unter in vitro Bedingungen. Dabei
wird ein aus drei Reaktionsschritten bestehender Zyklus mehrfach durchlaufen. Der erste
Reaktionsschritt besteht in der Denaturierung des doppelstrangigen Templates in die beiden
Einzelstrange bei etwa 95°C. In dem zweiten Reaktionsschritt, dem Annealing, lagern sich die
Primer an jeweils einen Einzelstrang an. Dieser Schritt verlduft bei einer Temperatur von etwa
45 °C-70 °C und ist von der Schmelztemperatur des Primer-Template Adduktes abhéingig.
Hohe Schmelztemperaturen, wie sie bei der PCR GC-reicher DNA auftreten, konnen durch

Zusatz verschiedener Chemikalien, wie beispielsweise DMSO, verringert werden. Als dritter

43



Material und Methoden

Schritt erfolgt die Extension bei 72 °C, bei der durch Verlangerung der Primer am 3’-Ende
durch eine Polymerase zwei komplette Strange synthetisiert werden. In Tabelle 7 ist die
typische Zusammensetzung einer PCR Reaktion und in Tabelle 8 das dazugehoérige PCR

Programm angegeben.

Tabelle 7: Pipettierschema einer PCR Reaktion

Bestandteile Endkonzentration
10x Polymerase Puffer 1x

dNTP-Mix (jeweils 2,5 mM) 0,2 mM

Primer A 50 pmol

Primer B 50 pmol
Template DNA =0.1pg
DNA-Polymerase (Taq oder Pfu) 1 oder2 U
MgCl;, 25 mM (nur fiir Taq Polymerase) |2 mM

DMSO (nur bei hoch GC Template DNA) |5- 10 pul

ddH,O ad 50 pl

Tabelle 8: PCR Programm

Programmschritt | Denaturierung | Annealing Extension Wiederholung
1 3 Min., 95 °C

2 1 Min.,95°C |1 Min. 45-70°C |1 Min.72°C |[35x

3 2 Min. 72°C

2.9.26 DNA Sequenzierung

Fiir die DNA Sequenzierung nach (Sanger et al. 1977) wird der 373A DNA Sequencer, bzw.
der 377 DNA Sequencer und der BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
mit AmpliTag® DNA Polymerase benutzt. In Anlehnung an die Methode von Sanger werden

die vier mit fluoreszierenden Resten versehenen ddNTPs wihrend der Sequenzierungs PCR in
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die amplifizierten DNA Fragmente eingebaut. Die Detektion erfolgt mit Hilfer von zwei

Argonlasern.

Der Sequenzierungsansatz wird wie folgend pipettiert:

BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Mix 8ul
Sequenzierungsprimer 3.2 pmol
DNA 300 -500 ng
ddH,O ad 20 pl

Die Sequenzierungs PCR erfolgt im Anschluf3 wie in Tabelle 9 angegeben.

Tabelle 9: Sequenzierungs PCR

Programmschritt | Denaturierung | Annealing Extension Wiederholung
1 96 °C, l min |- - 1

2 95°C,40sec |55°C,40sec [72°C,4 min |25

3 - - 72 °C,4 min |1

Die Aufreinigung der Sequenzierungs PCR erfolgt iiber eine Ethanolfdllung. Das DNA-Pellet
wird in 4 pl Formamid: EDTA ( 25 mM, pH 8.0) =4 : 1 resuspendiert und vor dem Auftragen
auf das Sequenzierungsgel 3 Min. bei 95 °C denaturiert. Die Elektropherese wird nach
Herstellerangaben fiir 12 h bei 2500 V, 40 mA und 30 W durchgefiihrt.

2.9.27 Lipase-, bzw. Esteraseassay mit 1-Naphthylacetat

Der Assay kann sowohl in Kiivetten, als auch in Mikrotiterplatten durchgefiihrt werden
(Beisson et al. 2000). In 96 well Mikrotiterplatten werden die Zellen in 120 ul Medium
kultiviert, mit 65 pl Férbelosung A versetzt und 30—60 min. bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe
von 65 pl Féarbelosung B kann unmittelbar durch die Bildung eines roten Azofarbstoffes das

Enzym qualitativ nachgewiesen werden.

45



Material und Methoden

Férbelosung A 1-Naphthylacetat 20 mg
Aceton 5ml
Tris-HCI (0.1 M, pH 7.5) ad 50 ml

Férbelosung B Fast Red TR 50 mg
Triton X-100 0.1 % (m/v)
Tris-HCI1 (0.1 M, pH 7.5) 50 ml

2.9.28 Lipase-, bzw. Esteraseassay mit tributyrinhaltigen Agarplatten

Durch die enzymkatalysierte Aufspaltung des Tributyrins entstehen klare Halos auf den
Agarplatten (Beisson et al. 2000). Das CaCl, kann als Kofaktor fiir das Enzym dienen. Zu den
jeweiligen Mediumbestandteilen werden 1 % Tributyrin und 1 g/l CaCl, gegeben.
AnschlieBend wird fiir 10 Min. im Ultraturrax homogenisiert und autoklaviert.

Fiir einen Assay auf Lipase, bzw. Esteraseaktivitit mit Streptomyces als Wirtsorganismus,
werden RS Agarplatten mit dem Transformationsansatz nach 20 h Inkubation bei 30 °C mit
tributyrin- und CaCly-haltigem R3 Weichagar und dem entsprechenden Antibiotikum
iiberschichtet. Im Anschluf3 wird die Platte fiir 7 d bei 30 °C inkubiert, wobei tdglich die

Enstehung von Halos kontrolliert wird.

2.9.29 Assay auf Amylaseaktivitit mit stirkehaltigen Agarplatten

Das Medium fiir Agarplatten wird mit 1% unldslicher Stirke versetzt und autoklaviert. Durch
die Amylase wird die Stirke abgebaut, so daB klare Halos entstehen.

Alternativ konnen Agarplatten auch mit 1 % loslicher Stirke versetzt werden. Der Nachweis
auf Enzymaktivitét erfolgt hierbei durch Zugabe einer 5 %igen Iodlosung. Der tiefblaue Iod-
Stiarke Komplex wird durch die Amylase zerstort, so dall bei Amylaseaktivitat klare Halos zu
erkennen sind.

Mit Streptomyces als Wirtsorganismus erfolgt der Assay dergestalt, daB R5 Agarplatten mit
dem Transformationsansatz nach 20 h Inkubation bei 30 °C mit stirkehaltigem R3 Weichagar
und dem entsprechenden Antibiotikum iiberschichtet werden. Nach 3 d Inkubation bei 30 °C

erfolgt die Kontrolle auf die Bildung von Halos.
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3 Ergebnisse

3.1 Konstrukte fiir die Validierung der Expression

Um Genbanken aus Boden DNA in Streptomyces zu exprimieren und ein Screening auf
Enzymaktivitit im Hochdurchsatz zu ermoglichen, sollten zu Testzwecken verschiedene
Konstrukte mit Reportergenen hergestellt werden. Eine Bedingung hierfiir war die
reproduzierbare und quantifizierbare Expression der transformierten Gene in Streptomyces.
Zu diesem Zweck wurden die Catechol-2,3-dioxygenase aus Pseudomonas putida, EGFP aus
Aequorea victoria, DsRed aus Dicosoma species, die BTL2 Lipase aus Bacillus
thermocatenulatus und die a-Amylase aus Bacillus amyloliquefaciens in Plasmide kloniert,
die ebenfalls fiir die Herstellung der Genbanken verwendet wurden.

Als Plasmide wurden die E. coli- Streptomyces Shuttlevektoren pGM121, bzw. pGM160
eingesetzt. Die Shuttlevektoren bestehen aus den jeweiligen E. coli und Streptomyces Genen
fiir die Replikation, Selektion und einem Promotor. Zur Selektion diente Ampicillin in E. coli
und das Peptidantibiotikum Thiostrepton in S. /ividans. Um eine bifunktionelle Expression in
beiden Organismen zu ermoglichen, wird in den Plasmiden der konstitutive aph-Promotor der
Aminoglycosid-Phosphotransferase aus S. fradiae verwendet. Die Shuttlevektoren liegen in E.
coli mit einer hohen Kopienzahl von 200- 400 vor, in Streptomyces jedoch nur in etwa 5
Kopien pro Zelle, so daB im Allgemeinen E. coli fiir molekularbiologische Arbeiten
verwendet wurde.

Als weiteres, ausschlieBlich fiir Streptomyces geeignetes Plasmid wurde plJ702 verwendet.
Die Selektion erfolgte ebenfalls mit Thiostrepton, als Reportergen wird die Tyrosinase (MelC
Gen) aus S. antibioticus verwendet. Durch Insertion des zu exprimierenden Gens in das MelC
Gen wird die Bildung von dunkelbraunen bis schwarzen Melaninpigmenten unterbunden, so
daB ein Screening auf Klone mit Insert moglich ist.

Im Folgenden wird auf die Funktionsweise der Catechol-2,3-dioxygenase, des EGFP und
DsRed, sowie der BTL2 Lipase und o-Amylase eingegangen. Weiterhin wird die

Klonierungsstrategie und gegebenenfalls der Assay auf Enzymaktivitét erlautert.

3.1.1 Catechol-2,3-dioxygenase

Bei der Catechol-2,3-dioxygenase (EC 1.13.11.2) aus P. species handelt es sich um ein
Enzym aus der Klasse der Xylanasen. Das Enzym katalysiert, wie in Abbildung 7 gezeigt, die
oxidative Spaltung des farblosen Catechols in 2,3- Position zu dem gelben 2-
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Hydroxymuconsdure-semialdehyd. Der Nachweis kann sowohl visuell als auch mittels
Absorption erfolgen, wobei das Absorptionsmaximum bei etwa 395 nm liegt. Im

Mikrotiterplattenreader erfolgt die Detektion mit einem 410 nm Filter.

OH OH
OH -di
Catechol 2,3-dioxygenase S COOH
~._ CHO
Catechol 2-Hydroximuconsaure-
semialdehyd

Abbildung 7: Die Catechol-2,3-dioxygenase katalysierte Umsetzung von Catechol zu 2-
Hydroxymuconsiure-semialdehyd.

Das Xylanasegen, mit einer Linge von 974 bp, wurde durch PCR mit den Primern Xyl-Ncol>
und Xyl-HindllI< aus dem Plasmid pFIS-Xyl amplifiziert und tiber Ncol und Hindlll
Schnittstellen in pGM 160 kloniert. Das dadurch erhaltene Plasmid pEBO1 wurde durch DNA
Sequenzierung mit den Primern 160-Seq> und 121/160-Seq< auf die korrekte Orientierung
des Inserts getestet.

Nach der Transformation von pEBO1 in S. lividans TK64 erfolgte nach 3 d Kultivierung bei
30 °C durch Bespriithen mit 1% iger wéBriger Catechollosung direkt auf den Agarplatten der
Nachweis der Catechol-2,3-dioxygenase anhand der Gelbfarbung des Mycels.

3.1.2 EGFP und DsRed

Die beiden Proteine von Clontech benétigen fiir ihre Funktion keine Substrate oder
Kofaktoren. Die Anregungs- und Emissionswellenldngen von EGFP (488/ 507 nm) bzw.
DsRed (558/ 583 nm) ermoglichen den FEinsatz als fluoreszierende Reportergene. Die
Anregung der Fluoreszenz kann in beiden Féllen bei einer Wellenldnge von 488 nm mit
einem Argonlaser erfolgen.

EGFP, mit einer Linge von 719 bp, wurde direkt durch einen Restriktionsverdau mit Ncol
und Stul aus dem Plasmid pEGFP erhalten. Die Klonierung in pGM121 iiber Ncol und Stul
Schnittstellen resultierte in dem Plasmid pEBO2A. Das 677 bp lange DsRed wurde zuerst
iiber eine PCR Reaktion aus dem Plasmid pDsRed mit den Primern DsRed-Ncol> und
DsRed-Stul< amplifiziert und anschlieBend ebenfalls {iber iiber Ncol und Stul Schnittstellen

in pGM121 ligiert. Mit dem hierdurch erhaltenen Plasmid pEBO2B wurde ebenso wie mit
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pEBO2A zur Kontrolle auf korrekte Insertion des DsRed bzw. EGFP eine DNA
Sequenzierung mit den Primern 121-Seq> und 121/160-Seq< durchgefiihrt.

Im Fall von pEBO2B konnte nach Transformation in S. /ividans TK64 sowohl mittels SDS
PAGE, als auch durch visuelle Kontrolle der Kolonienfarbe keine Expression nachgewiesen
werden. EGFP hingegen wurde aktiv in S. /ividans TK64-pEBO2A, allerdings nur in geringen
Mengen, exprimiert (s. Abb. 8).

Abbildung 8: SDS PAGE von Imw standard (Spur 1), S. lividans TK23-pGM121 (Spur 2) und
S. lividans TK23-pEBO2A (Spur 3). Die Bande des EGFP (~ 26 kD) ist mit einem Pfeil
markiert.

Die Expression des EGFP in S. /ividans TK64 erfolgte sowohl in dem synthetischen MG, als
auch in dem komplexen Soja Malz Medium. Der quantitative Nachweis wurde im Anschluf3
mittels Fluoreszenzmessung des Zelliiberstands im Mikrotiterplattenreader durchgefiihrt.
Hierbei zeigte sich die Bestimmung der Fluoreszenz im synthetischen Medium aufgrund einer
zu geringen Expression als schwierig. Zwar konnte im Komplexmedium eine hdhere
Expression erzielt werden, jedoch wurde durch die in groBeren Mengen enthaltenen
aromatischen Aminoséuren eine zuverldssige Bestimmung unmoglich.

Im Allgemeinen zeigten die Werte fiir die Hintergrundsmessungen, aus Tabelle 10 ersichtlich,
sowohl fiir die Expression im MG als auch im Soja Malz Medium, eine zu geringe
Abweichung von den eigentlichen Fluoreszenzwerten. Aus diesem Grund wurde pEBO2A

nicht zur Valdierung der Expression verwendet.
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Tabelle 10: Hintergrund bei Fluoreszenzmessungen von S. /ividans TK64-pEBO2A in RS und
MG Medium. Als Hintergrund wurde das Verhéltnis der relativen Fluoreszenz von S. lividans
TK64-pEBO2A und der relativen Fluoreszenz des plasmidfreien Stammes definiert. Die
maximale Abweichung von gemessen Werten ist in Klammern angegeben.

Medium R5 MG
Hintergrund | 1.05 (= 0.10) | 1.15 (= 0.10)

3.1.3 BTL2 Lipase

Die BTL2 Lipase aus Bacillus thermocatenulatus gehort zu den Triacylglycerinester-
Hydrolasen (EC 3.1.1.3). Ein Screening auf Lipaseaktivitit kann beispielsweise durch die
Umsetzung von Tributyrin (Beisson et al. 2000), dargestellt in Abbildung 9, erfolgen. Durch
die enzymatische Spaltung des wasserunloslichen Tributyrins zu den wasserloslichen

Produkten werden auf tributyrinhaltigen Agarplatten klare Halos sichtbar.

) R+ RCOOH

o—( OH

R R=(CH2)3CH3
Abbildung 9: Lipasekatalysierte Umsetzung von Tributyrin zu dem entsprechenden

Diglycerid und Buttersdure.

Die BTL2 Lipase, mit einer Liange von 1131 bp, wurde nach PCR mit den Primern BTL2-
Ncol> und BTL2-Bg/lI< in pGM121 kloniert (siche Abb. 10). Das hierdurch erhaltene
Plasmid pEBO2C wurde mittels DNA Sequenzierung mit den Primern 121-Seq> und
121/160-Seq< auf die korrekte Orientierung des Inserts getestet.
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Abbildung 10: Klonierung der BTL2 Lipase in pGM121
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Nach Transformation in S. lividans TK23 bzw. TK64 wurden nach 1 bis 2 d Wachstum auf
tributyrinhaltigem R5 Medium klare Halos erhalten. Die SDS PAGE des Zelllysats von S.

lividans TK64-pEBO2C zeigte nach der Coomasie- Fiarbung eine Bande in der erwarteten
GroBle von 41 kDa (siehe Abb. 11).

310 LI

Abbildung 11: SDS PAGE von Imw standard (Spur 1), S. lividans TK64-pGM121 (Spur 2)
und S. lividans TK64-pEBO2C (Spur 3). Exprimierte BTL2 Lipase (~ 41 kD) ist mit einem
Pfeil markiert.

3.1.4 a-Amylase aus Bacillus amyloliquefaciens (BAA)

a-Amylasen (EC 3.2.1.1) als Endoamylasen katalysieren durch Wassereinlagerung die
zufdllige Spaltung der o-1,4 glycosidischen Bindung von Oligo- (ab dem Trisaccharid
aufwirts) und Polysacchariden (Pandey et al. 2000). Durch die Spaltung der Substrate
(Amylose, Amylopectin und Glycogen) enstehen Dextrine, die nach ldngerer Einwirkung
durch das Enzym zu Maltose bzw. Isomaltose und verzweigten Polysacchariden abgebaut
werden. Der Nachweis von Amylaseaktivitit kann beispielsweise durch die Entfiarbung des
lod-Stirke Komplexes erfolgen.

Zur Klonierung der BAA in Streptomyces wurde das Plasmid pJGSF14 verwendet. Die
Selektion in pJGSF14 erfolgt sowohl in E. coli als auch S. lividans mit Apramycin. Eine
bifunktionelle Expression in beiden Organismen ermdglicht der starke SF14 Promotor aus
dem S. ghanaensis Phagen 119 (Labes et al. 1997). Das mobilisierbare Plasmid ist durch
intergenerische Konjugation einfach von E. coli auf S. lividans tibertragbar.

Nach Spaltung von pGBAA-WT (Bessler ) mit Ndel und Notl und anschlieBender
Agarosegelelektrophorese bzw. Gelextraktion der BAA, erfolgte die Ligation des 1545 bp
langen Amylasegens in das entsprechend geschnittene pJGSF14 Plasmid. Hierdurch wurde

das Plasmid pEBO3 erhalten. Nach Transformation in E. coli ET12567 (pUB307) und dem
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Ausplattieren des Ligationsansatzes auf LB Agarmedium mit Apramycin und 1 % unloslicher
Stéarke, wurden nach 24 h Inkubation bei 37 °C in einigen Fillen Halos festgestellt. Positive E.
coli Kolonien wurden gepickt und iiber Nacht kultiviert. Durch intergenerische Konjugation
erfolgte die Transformation in S. lividans TK64. Nach weiteren 48 h Inkubation bei 30 °C
wurden bei etwa 80 % der Streptomyceten-Kolonien ebenfalls Halos sichtbar. Die SDS PAGE

des Zelllysats von S. lividans TK64- pEBO3 zeigte nach der Coomasie- Farbung eine Bande

in der erwarteten Grof3e von 58 kDa (siehe Abb. 12).
1 2 3

Abbildung 12: SDS PAGE von Imw standard (Spur 1), S. lividans TK64-pJGSF14 (Spur 2)
und S. lividans TK64- pEBO3 (Spur 3). Exprimierte BAA (~ 58 kD) ist mit einem Pfeil
markiert.

Somit ist die a-Amylase aus Bacillus amyloliquefaciens unter Kontrolle des SF14 Promotors
sowohl in E. coli als in S. lividans exprimierbar.

Durch Kultivierung von S. coeliciolor A3(2), S. lividans TK23 und TK64 auf R5 Agarplatten
mit 1 % unloslicher Stirke konnte weiterhin gezeigt werden, dall obengenannte Stdimme auch
nach 3 Wochen keine Halos bilden, d. h. keine Amylase exprimieren. Dieser Befund wurde
durch eine Homologiesuche mit der BAA und der a-Amylase aus Bacillus licheniformis in

der S. coelicolor A3(2) Genomdatenbank bestétigt.

3.2 Transformation von Streptomyces

Die  verschiedenen = Moglichkeiten = zur  Transformation  von  Streptomyces

(Protoplastentransformation, Elektroporation, direkte Transformation und intergenerische
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Konjugation) wurden im Hinblick auf ihre Anwendung fiir die Erstellung von Genbanken
genomischer DNA aus Béden, im Folgenden als Boden DNA bezeichnet, evaluiert.

Von Bedeutung in diesem Zusammenhang ist vor allem die Transformationseffizienz,
definiert als Kolonienzahl/ pg DNA (colony forming units/ pug DNA, abgekiirzt cfu/ pg
DNA), aber auch die Handhabbarkeit der jeweiligen Methode, ihre Reproduzierbarkeit und
die Aufbewahrungsdauer von kompetenten Zellen sind von Bedeutung. Alle Methoden
erfordern eine Optimierung beziiglich der Wachstumsbedingungen der Stimme. Aufgrund
dessen wurden das komplexe Soja-Malz Medium (SM-Medium) und tryptic soja broth (tsb-
medium), sowie das halbsynthetische R5- Medium und das synthetische MG-Medium
verwendet.

Ein grundsétzliches Problem ist die Feststellung des optimalen Wachstumszustands fiir die
Transformation, da aufgrund der Mycelbildung der meisten Stdmme die Messung der
optischen Dichte, bzw. der Biofeucht- oder Biotrockenmasse unmdglich ist. Dariiberhinaus ist
die MycelgroBe in hohem Mafle von der Durchliiftung des verwendeten Schiittelkolbens
abhingig (Vorhandensein bzw. Anzahl von Schikanen, oder Verwendung von
Edelstahlfedern). Um den Wachstumszustand festzustellen, wurde der Myceldurchmesser mit
Hilfe des Mikroskops bestimmt. Es erfolgte die Unterteilung in friihe (Myceldurchmesser bis
0.25 um), mittlere (Myceldurchmesser zwischen 0.25 und 15 um) und spiate Wachstumsphase
(Myceldurchmesser iiber 15 pm).

Ein weiteres Problem besteht in der Bereitstellung der zu transformierenden DNA. So wird
Fremd-DNA mit einem unterschiedlichen Methylierungsmuster eher von den in manchen
Stammen vorliegenden Restriktionsenzymen gespalten und im Folgenden durch DNase
abgebaut. Nicht methylierte DNA fiir die Transformation ist wesentlich unempfindlicher und
kann beispielsweise durch den direkten Einsatz von PCR Produkten erhalten werden. Eine
andere Moglichkeit besteht in der Verwendung eines E. coli Streptomyces Shuttlevektors, der
in einem methylierungsdefizienten E. coli Stamm, zum Beispiel E. coli IM110 (dam’, dem’)
bzw. ET12567 (dam’, dcm’, hsd’), vermehrt und anschlieBend aufgereinigt wurde.
Dariiberhinaus kann auch durch den Einsatz von einzelstringiger DNA eine hdhere
Transformationseffizienz erreicht werden. Einzelstrangige DNA kann u. a. durch den Einsatz
von Plasmiden mit einem fl ori erhalten werden, andere Methoden bedienen sich der
Denaturierung von Doppelstrang DNA in alkalischer Umgebung oder durch Hitze.

Allen Methoden zur Transformation ist weiterhin gemein, da3 das eingesetzte Plattenmedium,

bzw. eine u. U. spiter erfolgende Uberschichtung mit Weichagar eine Auswirkung auf die
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Zahl an Transformanden hat. Abbildung 13 zeigt eine Ubersicht der im Folgenden optimierten

Bedingungen.
Stamm 7u transformierende DNA
Medium und nicht methylierte
Wachstumsdauer bzw. einzelstringige
DNA
kompetente
Zellen
Protoplastierung:-PEG im T-Puffer
Elektroporation:-elektrischer Puls
Direkte Transformation:-Pufferzusammensetzung
Apariatien, Konjugation:-Sporen, Mycel
Weichagar

Abbildung 13: Schematische = Darstellung  der  bei den  verschiedenen
Transformationsmethoden optimierten Bedingungen.

Die Methoden wurden unter Einhaltung der Standardbedingungen bzw. Vorschriften aus
Material und Methoden durchgefiihrt, so dal nach Moglichkeit nur ein Parameter verandert
bzw. optimiert wurde. Weiterhin wurden fiir die Bestimmung der Transformationseffizienz
fiir jedes Experiment die Zahl an Transformanden von 4 bis 6 Platten hinzugezogen und der
Durchschnittswert angegeben. Je nach Experiment exprimieren die transformierten Plasmide

entweder die Catchol-2,3-dioxygenase (pFIS-Xyl bzw. pEBO1) oder die Tyrosinase (plJ702).

3.2.1 Stammspezifische Restriktion

Die meisten Streptomyces bzw. Actinomyces Stimme besitzen methylierungsspezifische
Restriktionsenzyme und sind dadurch in der Lage, unterschiedlich methylierte Fremd-DNA
zu spalten und abzubauen. Als Folge wird die Transformation von Plasmid-DNA entweder
vollstindig unterbunden oder zumindest die Transformationseffizienz stark vermindert. Um
einen geeigneten Expressionswirt zu finden, ist es daher erforderlich, verschiedene Stidmme
auf den Abbau von Plasmid-DNA zu testen. Wie in Material und Methoden beschrieben,

wurden durch Ultraschall aufgeschlossene Zellen der klassischen ,Arbeitsstimme’ (S. lividans
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TK23 bzw. TK64 und S. coelicolor A3(2)), der sogenannten ,Teaching-Strains’ aus der
Deutschen Stammsammlung (S. albus, S. rimosus, S. venezuelae, S. griseus), des
Actinomyceten Amycolatopsis mediterranei und des Sall exprimierenden S. albus G, mit
methylierter pGMI160 Plasmid-DNA aus E. coli DHS5a inkubiert und mittels
Agarosegelelektrophorese untersucht. AnschlieBend erfolgte die Klassifizierung in nicht
(unverdnderte Bande des Plasmids im Agarosegel), maBig (auftreten eines Schmiers) und
stark (keine Bande sichtbar) Plasmid DNA abbauende Stimme. Von den untersuchten
Staimmen (siche Tabelle 11) zeigten S. lividans TK23, S. lividans TK64 und S. venezuelae
keine Restriktion von Plasmid DNA, wohingegen die iibrigen Stimme die Plasmid DNA
abbauen.

Tabelle 11: Degradierung von Plasmid DNA durch stammspezifische Restriktionsenzyme. -:
nicht beobachtbar, 0: schwach, +: ausgepragt.

Stamm Restriktion
S. coelicolor A3(2) |0
S. lividans TK23 -
S. lividans TK64 -
S. albus

0
S. griseus +
0

S. rimosus

A. mediterranei -

S. venezuelae 0

S. albus G 0

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden S. lividans TK23, S. lividans TK64 und S. venezuelae im
Folgenden auf ihre Transformierbarkeit untersucht. Obwohl bei S. coelicolor A3(2) ein
geringer Abbau von Plasmid DNA beobachtet wurde, wurde der Stamm aufgrund von
Anwendungsmoglichkeiten, die sich aus Informationen aus dem Genomprojekt ergeben,

ebenfalls verwendet.

3.2.2 Modifikation von Plasmid DNA
Mittels Protoplastentransformation wurde sowohl der Einflul nicht methylierter, als auch

einzelstringiger DNA ausgetestet (siche Abbildung 14). Hierzu wurden S. coelicolor A3(2)
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und S. lividans TK23 in glycinhaltigem Yeme Medium bis zum Erreichen der spiten, bzw.
mittleren log Phase kultiviert. Der Shuttlevektor pGM 160 wurde entweder aus E. coli DH5a
oder JM110 mittels des Spin-Mini-Plasmid-Préparations-Kits (Qiagen GmbH) isoliert und
nach Vorschrift wahlweise im Alkalischen oder mit Hitze denaturiert, wobei festgestellt
wurde, dal die Denaturierungsmethode keinen Einflul auf die Transformationseffizienz
besitzt. Im weiteren Verlauf wurden die Protoplasten nach Transformation mit pGM160 auf
R5 Platten aufgebracht und 20 h spéter mit R3 Weichagar und Antibiotikum iiberschichtet.

Nach 3 d Kultivierung bei 30 °C wurde die Transformandenzahl bestimmt.
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Abbildung 14: Erzielte Transformationseffizienzen (TEff.) mittels Protoplastierung von S.
coelicolor A3(2) und S. lividans TK64 mit verschieden modifizierter pGM 160 Plasmid-DNA.
Verwendete Abkiirzungen hierbei: ds- doppelstringig, nm- nicht methyliert, m- methyliert, ss-
einzelstrangig.

Erwartungsgemal konnte S. coelicolor A3(2) als Stamm mit einer schwachen Restriktion von
Plasmid DNA mit methylierter und doppelstrdngiger DNA nicht transformiert werden.
Insofern fiihrte der Einsatz nicht methylierter und einzelstrangiger DNA zu den besten

Ergebnissen. S. lividans TK64, der keine Restriktion von Plasmid DNA aufwies, konnte in
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allen Féllen mit dhnlichen Transformationseffizienzen transformiert werden. Es wurden im
Vergleich zur Transformation von S. coelicolor A3(2) um einen Faktor 100 hohere
Transformationseffizienzen erzielt.

In allen folgenden Experimenten wurde aufgrund dieser Ergebnisse nicht methylierte und

einzelstrangige DNA zur Transformation eingesetzt.

3.2.3 Protoplastentransformation

Die Protoplastentransformation ist aufgrund hoher Transformationseffizienzen mit bis zu 10’
cfg/ ug DNA die am hiufigsten angewendete Methode.

Fiir die Transformation wurden die Stimme S. lividans TK23, S. lividans TK64 und S.
venezuelae eingesetzt, die keinen Abbau der Plasmid DNA verursachten, weiterhin ebenfalls
S. coelicolor A3(2).

Die Kultivierung der verschiedenen Stimme fand sowohl in Yeme als auch tsb Medium statt.
Nach dem Ubergang in die logarithmische Wachstumsphase (log Phase) wurden die Zellen zu
verschieden Zeitpunkten geerntet, wobei durch Untersuchung mit dem Mikroskop eine
Aufteilung in frithe, mittlere bzw. spéte log Phase erfolgt (siche Abb. 15). Das Mycel wurde
nach Vorschrift protoplastiert und gelagert, wobei es sich zeigte, dal ein Schockfrieren mit
fliissigem Stickstoff und die anschlieBende Lagerung bei -80 °C einer Lagerung bei -20 °C
vorzuziehen ist. Im Vergleich sinkt die Transformationseffizienz der bei -20 °C gelagerten
Zellen merklich innerhalb von 8 bis 12 Wochen um ca. 20 bis 25 Prozent.

Zur Transformation wurde plJ702 Plasmid DNA mit 10 % (V/V) 1 M NaOH alkalisch
denaturiert. Nach 10 Min. wurde durch Zugabe der gleichen Menge 1 M HCIl neutralisiert und
die Plasmid DNA direkt zur Transformation von S. coelicolor A3(2), S. lividans TK23, bzw.
TK64 und S. venezuelae eingesetzt. Zusétzlich zu den allgemein modifizierten Parametern ist
das verwendete Polyethylenglycol (PEG) im Transformationspuffer von entscheidender
Bedeutung. Hauptsédchlich dessen Polymerisierungsgrad aber auch Firma und Charge haben
einen Einfluf auf die Transformation. Der Transformationspuffer (T-Puffer) wurde beziiglich
des verwendeten PEG optimiert. Dazu wurden sowohl PEG 1000 von den Herstellern Fluka,
Merck, Roth und ICN als auch PEG 4000 und 6000 von Fluka ausgetestet (siche Abbildung
16). Die Endkonzentration im T-Puffer betrug 25 % (M/V) PEG 1000. Niedrigere
Konzentrationen resultierten in einer geringeren Transformationseffizienz, wohingegen eine
hohere Konzentration nach Literaturangaben die Protoplastenfusion begiinstigt. Es zeigte sich,

daB der Polymerisierungsgrad und Hersteller des PEG die Transformationseffizienz stark
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beeinfluBten. So wurden mit PEG 1000 von Fluka mit 10° cfu/ ug DNA die besten Ergebnisse
erzielt, wohingegen mit PEG 1000 von ICN eine halb so hohe Transformationseffizienz
erreicht wurde. Mit dem PEG 1000 von Merck und Roth wurden ebenso wie mit PEG 4000
von Fluka Transformationseffizienzen von 10* bis 10° cfu/ ng DNA erzielt. Mit PEG 6000
von Fluka hingegen war eine Protoplastentransformation nicht moglich.

Das Ausplattieren erfolgte auf R5 bzw. tsb Agarplatten und ebenfalls auf tsb Agarplatten mit
Antibiotikum. Nach 16 bis 24 Stunden wurden die Platten ohne Antibiotikum mit
antibiotikumhaltigem R3 Weichagar oder Soft Nutrient (SN) Agar iiberschichtet (siehe
Abbildung 17). Hierbei zeigte sich die Kombination von RS5 Agarplatten und einer
Uberschichtung mit R3 Weichagar fiir alle vier Stimme als am besten geeignet. Durch den
Einsatz von tsb Agarplatten zur Transformation wurden bis zu einem Faktor 1000 schlechtere
Transformationseffizienzen erzielt. Wobei vor allem durch ein Ausplattieren auf Agarplatten
mit Antibiotikum, das heiflit ohne Moglichkeit zur Protoplastenregeneration, die schlechtesten
Ergebnisse erreicht wurden. Ebenso wurden durch ein Uberschichten mit SN Weichagar

etwas schlechtere Transformationseffizienzen erzielt.
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Abbildung 15: Erzielte Transformationseffizienzen (TEff.) mittels Protoplastierung von S.
coelicolor A3(2), S. lividans TK23, S. lividans TK64 und S. venezuelae mit plJ702 Plasmid
DNA. Die Optimierung erfolgt auf das Wachstumsmedium (tsb und Yeme, jeweils mit 0.5%
Glycin) und auf den Zeitpunkt der Mycelernte (frithe, mittlere und spite log-Phase).

PEG 1000 (ICN) [
PEG 1000 (Merck) ]

PEG 1000 (Roth) [ ]
PEG 1000 (Fluka) ]

PEG 4000 (Fluka) ]

PEG 6000 (Fluka)

log (TEfF.)

Abbildung 16: Erziehlte Transformationseffizienzen (TEff.) mittels Protoplastierung von S.
lividans TK23 mit plJ702 Plasmid DNA. Variation des PEG (Hersteller und
Polymerisierungsgrad) in Transformationspuffer, jedoch bei einem gleichbleibenden Anteil
von 25 % (M/V).
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Abbildung 17: Erzielte Transformationseffizienzen (TEff.) mittels Protoplastierung von S.
coelicolor A3(2), S. lividans TK23, S. lividans TK64 und S. venezuelae mit plJ702 Plasmid
DNA nach Kombination verschiedener Plattenmedien (RS, bzw. tsb Agar) u. Weichagar (R3,
SN).

Die besten Resultate wurden nach Kultivierung von S. lividans TK23 oder TK64 in Yeme
Medium erhalten. Aulerdem zeigte sich die Verwendung von PEG 1000 (Fluka) und das
Ausplattieren auf R5 Weichagar mit anschlieBendem Uberschichten mit R3 Weichagar/

Antibiotikum als diejenige Losung mit den hdchsten Transformationseffizienzen.

3.2.4 Elektroporation
Durch Elektroporation werden im Allgemeinen weniger Transformanden erhalten, jedoch
konnen durch diese Methode verhiltnismdBig leicht Stimme transformiert werden, ohne

langwierige Protokolle zur Protoplastierung der einzelnen Stimme entwickeln zu miissen.

Einfluf3 des Kultivierungsmediums

Die Kultivierung der Stimme erfolgte bis zum Erreichen der frithen (S. venezuelae), mittleren
(S. lividans TK23, §. lividans TK64), bzw. spiten (S. coelicolor A3(2)) log-Phase in tsb oder
CRM Medium. Das Mycel wurde im Anschlul nach Vorschrift vorbereitet und mit
hitzedenaturierter plJ702 Plasmid DNA transformiert. Als Parameter fiir die Elektroporation
wurden eine Spannung von 2.0 kV und ein Widerstand von 400 Q gewdhlt. Nach der
Elektroporation wurden die Zellen zur Regeneration noch 2 bis 3 h bei 30 °C inkubiert und
anschlieBend auf RS Platten oder tsb Platten mit Antibiotikum aufgebracht. Nach 20 h wurden
die RS Platten mit R3 Weichagar mit Antibiotikum iiberschichtet. Nach weiteren 3 d wurde

die Anzahl an Transformanden bestimmt (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Erzielte Transformationseffizienzen (TEff.) mittels Elektroporation fiir S.
coelicolor A3(2), S. lividans TK23, S. lividans TK64 und S. venezuelae mit hitzedenaturierter
plJ702 Plasmid DNA. Die Optimierung erfolgt auf Wachstumsmedium (tsb und CRM).

Stamm S. coelicolor S. lividans S. lividans S. venezuelae
A3(2) TK23 TK64

Medium tsb CRM tsb CRM tsb CRM tsb CRM

TEff. [cfu/ pg|- <10" | 10° 10 10 10 - -

DNA]

Das CRM Medium zeigte sich fiir die Elektroporation von S. coelicolor A3(2) besser als das
tsb Medium geeignet. Kein EinfluB des Mediums wurde bei der Elektroporation von S.
lividans TK23 bzw. TK64 festgestellt. S. venezuelae konnte weder nach Kultivierung in tsb
noch CRM Medium elektroporiert werden.

Einflul der Elektroporationsparameter

In einem weiteren Experiment wurden S. /ividans TK23, S. lividans TK64 und S. coelicolor
A3(2) in CRM Medium kultiviert und das Mycel nach Vorschrift vorbereitet. Das
elektrokompetente Mycel wurde mit hitzedenaturierter plJ702 Plasmid DNA transformiert,
wobei als Parameter Spannung und Widerstand angepalit wurden (siehe Tabelle 13). Die
Zeitkonstante (Zeitdauer des elektrischen Pulses) konnte hierbei als eine KontrollgroBe fiir
eine erfolgreiche Elektroporation beniitzt werden. Bei Werten unter 2 bis 3 ms (Kurzschluf3),
bzw. bei Werten iiber 10 ms erfolgte keine Elektroporation der Zellen. Da das Mycel (v.a. bei
den S. lividans Stammen) im Elektroporationspuffer zur Verklumpung neigte und daraus
niedrige Transformationseffizienzen resultierten, wurde das Aliquot zur Elektroporation
zusitzlich 2 Min. mit Ultraschall behandelt und anschlieBend fiir mindestens 10 Min.
eisgekiihlt.

Nach der Elektroporation wurden die Zellen zur Regeneration noch 2 bis 3 h bei 30 °C
inkubiert und anschliefend auf R5 Platten oder tsb Platten mit Antibiotikum aufgebracht.
Nach 20 h wurden die RS Platten mit R3 Weichagar mit Antibiotikum iiberschichtet. Nach 3

Tagen wurde die Anzahl der Transformanden bestimmt.
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Tabelle 13: Erreichte Transformationseffizienzen von S. lividans TK64, S. coelicolor A3(2)
und S. lividans TK23, kultiviert in CRM Medium, mit hitzedenaturierter plJ702 Plasmid
DNA in Abhéngigkeit von Spannung und Widerstand bei der Elektroporation.

Stamm S. lividans TK64
Spannung [kV] 1.5 1.75 1.75 2.0 2.0 2.0 2.25 2.25
Widerstand [Q] 200 400 600 200 400 600 200 400
Zeitkonst. [ms] 4.5 8.4 4.8 4.4 7.8 12.8 8.1 2.8
TEff. [cfu/ pg| - <10" | 107 10 10 - <10 -
DNA]

Stamm S. coelicolor S. lividans

A3(2) TK23

Spannung [kV] 1.75 2.0 1.75 2.0

Widerstand [Q] 600 400 600 400

Zeitkonst. [ms] 5.2 6.8 4.5 7.3

TEff. [cfu/ pg| <10' | <10’ 10° | <10’

DNA]

Nach der Elektroporation wurden die Zellen auf RS Agar aufgebracht, gefolgt von einem
Uberschichten mit R3 Weichagar und Antibiotikum nach 20 h Kultivierung bei 30 °C. Durch
die Elektroporation von S. lividans TK23 und S. lividans TK64 wurden jeweils 10° cfu/ pg
DNA erhalten, bei der Elektroporation von S. coelicolor A3(2) hingegen 5 cfu/ ug DNA.

3.2.5 Direkte Transformation

Die direkte Transformation des Mycels wurde als Alternative zur schwierig durchzufiihrenden
Protoplastentransformation einiger Actinomyces Stdimme, beispielsweise Nocardia und
Amycolatopsis, entwickelt.

S. lividans TK23, bzw. A. mediterranei wurden in tsb Medium jeweils bis zum Erreichen der
mittleren log-Phase kultiviert. Die Transformation wurde nach Vorschrift mit nicht
methylierter und alkalisch denaturierter plJ702 Plasmid DNA durchgefiihrt. Der
Transformationsansatz wurde mit R2L. Weichagar auf S27M Platten aufgebracht und nach 20

h mit R2L Weichagar mit Antibiotikum {iiberschichtet. Bei der Transformation von A.
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mediterranei wurden nach 2 bis 3 Wochen im Durchschnitt 5 Kolonien erhalten, wohingegen
die Transformation von S. lividans TK23 nicht gelang.

Weiterhin zeigte sich, da3 ein Aufbewahren der Transformationsanséitze nach Schockfrieren
in fliissigem Stickstoff, gefolgt von einer Aufbewahrung bei —80 °C nicht moglich ist. Nach

einem Auftauen bei 4 °C konnten die Aliquots nicht transformiert werden.

3.2.6 Intergenerische Konjugation

Die intergenerische Konjugation zeichnet sich v.a. durch die Einfachheit der Durchfiihrung
aus.

Nach der Transformationsmethode mit DMSO wurde zuerst E. coli ET12567-pUB307 mit
pJGSF14 kotransformiert. Geméd der Vorschrift wurden ET12567-pUB307-pJGSF14 mit
Mycel von S. coelicolor A3(2) bzw. S. lividans TK64 durchmischt und auf R5 Platten
aufgebracht. Nach 20 h wurde mit R3 Weichagar und den Antibiotika iiberschichtet.

In einem anderen Protokoll fiir die intergenerische Konjugation wurde nicht das Mycel des
jeweiligen Stammes sondern gereifte Sporen transformiert. In Folge wurde das Gemisch
ebenfalls auf R5 Platten aufgebracht und nach 20 h mit R3 Weichgar/ Antibiotikum
iiberschichtet.

Es wurden bei der intergenerischen Konjugation von S. coelicolor A3(2) Mycel und Sporen
Transformationseffizienzen von 10° bzw. 10° cfu/ pg DNA erzielt. Bei entsprechender
Transformation von S. lividans TK64 wurde mit 10° cfu/ pg DNA bei Sporen ein 10 fach
hoéherer Wert als bei S. lividans TK64 Mycel erzielt.

3.3 E. coli BL21-CodonPlus als Expressionssystem fiir GC-reiche DNA

Eine Moglichkeit zur Expression GC reicher DNA in E. coli stellen kommerziell erhéltliche
Stimme dar, die zusitzliche Kopien fiir in E .coli seltene tRNAs besitzen. Dazu wurden
BL21-CodonPlus Zellen von Stratagene eingesetzt. Durch zusitzliche Kopien der in E. coli
seltenen argU und proL tRNA, verantwortlich fiir die Arginin Codons AGG, bzw. AGA und
das Prolin Codon CCC, sollte die Expression von GC reicher DNA erreicht werden. Da es
sich bei BL21 auflerdem um einen Lon und OmpT defizienten Stamm handelt, kann
aulerdem eine verminderte Degradierung der exprimierten Proteine erwartet werden.
Weiterhin sind BL21-CodonPlus Zellen mit einer Transformationseffizienz von etwa 10’ cfu/

ug DNA nach Herstellerangaben fiir die Herstellung von Expressionsgenbanken geeignet.
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BL21-CodonPlus Zellen wurden mit den Plasmiden pJOE2775-soyC, pCYTEXP1-soyC und
pASKIBA-1CA-soyC transformiert. Unter Kontrolle des jeweiligen Promotors steht das soyC
Gen aus S. griseus ATCC13273 mit einem durchschnittlichen GC Gehalt von 72.3 %. Hierbei
handelt es sich um ein Cytochrom P450 Protein mit einem Molekulargewicht von 44 kD. Die
Plasmide zeichnen sich v.a. durch unterschiedliche Promotoren aus. So liegt bei pJOE2775
ein Rhamnose induzierbarer Promotor vor, wohingegen eine Induktion des A Promotors im
Plasmid pCYTEXP1 durch Temperaturerh6hung auf 42 °C erfolgt. Der tet-Promotor von
pASKIBA-1CA erlaubt eine Induktion mit Anhydrotetracyclin.

Somit wird durch die unterschiedlichen Promotoren einerseits eine unterschiedliche Induktion
der Expression ermoglicht. Anderseits erlauben die Promotoren eine unterschiedliche
Kultivierungstemperatur nach der Induktion, die in Abhéngigkeit von der Thermostabilitét des
zu exprimierenden Proteins Vorteile bei Ausbeute und Aktivitit verschaffen kann.

Zellen mit pPCYTEXP1-soyC werden nach Induktion weitere 4 h bei 42 °C kultiviert. Zellen
mit pASKIBA-1CA-soyC erfordern aufgrund der geringen Thermostabilititét des Induktors
Anhydrotetracyclin die Temperaturerniedrigung auf 30 °C, gefolgt von einer 24 h dauernden
Kultivierung bei 30 °C und Ernte der Zellen. Mit pJOE2775-soyC transformierte Zellen
wurden bei gleichbleibenden 37 °C fiir 24 h kultiviert.

BL21-CodonPlus pJOE2775-soyC, BL21-CodonPlus pCYTEXPl-soyC und BL2I1-
CodonPlus pASKIBA-1CA-soyC wurden bei 37 °C und 220 upm in 100 ml SOC Medium bis
zu einer ODggo von ~0.7 kultiviert, anschlieBend erfolgte die Induktion.

Zum Vergleich der Expression wurde E. coli DH5a mit den verschiedenen Plasmiden
transformiert. DH5a pJOE2775-s0yC, DHS5a pCYTEXP1-soyC und DH5a pASKIBA-1CA-
soyC wurden unter den gleichen Bedingungen kultiviert. Der Nachweis der Proteinexpression
erfolgte tiber SDS PAGE und Coomassie Farbung der Proteine im Zelllysat (siche Abbildung
18). Zusitzlich erfolgte durch die Aufnahme der CO Differenzspektren von jeweils 50 ml
Kultur eine Bestimmung des P450 Gehalts der Probe (Omura & Sato 1964). Hierbei zeigten
sich sowohl bei der Expression in DH5a als auch in BL21-CodonPlus Zellen ausschliefSlich

niedrige, nicht quantifizierbare Mengen an P450.
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Abbildung 18: SDS PAGE von Imw standard (Spur 1,6, 11, 14, 17); DH5a- pCYTEXPI-
soyC vor Induktion bzw. nach Induktion (Spur 2, 3); BL21-CodonPlus-pCYTEXP1-soyC vor
Induktion bzw. nach Induktion (Spur 4, 5); DH50-pASKIBA-1CA-soyC vor Induktion bzw.
nach Induktion (Spur 7, 8); BL21-CodonPlus-pASKIBA-1CA-soyC vor Induktion bzw. nach
Induktion (Spur 9, 10); DH5a- pJOE2775-soyC vor Induktion bzw. nach Induktion (Spur 12,
13); BL21-CodonPlus-pJOE2775-s0yC vor Induktion bzw. nach Induktion (Spur 15, 16). Die
Bande des soy C (~ 44 kD) ist mit einem Pfeil markiert.

Nach SDS PAGE ist bei DH5a-pJOE2775-s0yC, DH5a-pCYTEXP1-soyC und schwach bei
BL21-CodonPlus-pCYTEXP1-soyC die zu erwartende Proteinbande bei 44 kD zu erkennen.
Bei DHS5a-PASKIBA-1CA-soyC, BL21-CodonPlus-PASKIBA-1CA-soyC und BL2I1-

CodonPlus-pJOE2775-so0yC ist keine heterologe Proteinexpression zu erkennen.
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3.4 Genbanken aus Boden DNA

Die Bodenprobe wurde durch einen kombinierten Aufschlufl mit fliissigem Stickstoff und
einem weiteren mechanischen AufschluB mit Glasperlen in einer Retsch-Kugelmiihle
aufgeschlossen. Nach anschlieBender Ammoniumacetat Féllung und zweifacher Phenol-
Chloroformextraktion wurde aus dem Uberstand die DNA mit Ethanol gefillt und durch eine
priparative Agarosegelelektrophorese aufgereinigt. In Abhéngigkeit von der Beschaffenheit
der Bodenprobe und der Zeitdauer des Aufschlusses wurde hierbei genomische DNA einer
GroBe von 15 bis > 40 kb erhalten, wie durch Agarosegelelektrophorese mit kb extension
ladder als Marker gezeigt werden konnte. Die Grofle der DNA Bruchstiicke zeigte sich dabei
stark abhéngig von der Aufreinigungsmethode. So fiihrte eine zu starke Beanspruchung durch
Scheerkrifte (zu langes Morsern in fl. Stickstoff, bzw. ein zu langer oder mit zu hoher
Amplitude durchgefiihrter Glasperlenaufschlu3) zu unerwiinscht starker Degradierung der
DNA.

Es zeigte sich, daB, wahrscheinlich durch Verunreinigungen mit Huminstoffen und
Schwermetallen verursacht, fiir den Restriktionsverdau der Boden DNA eine zwei- bis
dreifache Menge an Enzym zur Spaltung notwendig war. Die Klonierung dieser
verunreinigten DNA zeigte sich als schwierig, bei der Transformation wurden entweder keine
oder nur bis zu 20 Kolonien pro Platte erhalten. Aus diesem Grund wurde die Boden DNA
mit dem Wizard® PCR Preps DNA Purification System oder iiber Chroma Spin + TE-1000
Saulen weiter aufgereinigt.

Im Anschlul war es moglich, die genomische DNA entweder einem Partial- oder einem
Totalverdau unter Standardbedingungen zu unterwerfen. Der Partialverdau wurde hierbei mit
dem Restriktionsenzym Sau3 Al durchgefiihrt, wobei sich eine 2 bis 3 miniitige Inkubation bei
37 °C als ausreichend erwies. Es folgte die Ligation iiber die BamHI Schnittstelle in pGM160.
Die vollstindige Spaltung der genomischen DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Bg/II,
Sacl, Dralll, Ncol, und Xbal durchgefiihrt. In allen Fillen wurde nach etwa 16 h Inkubtion
bei 37°C ein Schmier von etwa 100 bp bis iiber 8 kb auf dem Agarosegel erhalten. Mit Bg/Il
gespaltene DNA wurde in die Bg/Il Schnittstelle von plJ702 ligiert, wohingegen der
Restriktionsverdau mit Ncol oder Xbal die Ligation in das entsprechend geschnittene
pGM160 Plasmid ermoglichte. Aufgrund der GroBe der Vektoren plJ702 (5.7 kb) und
pGM160 (7.8 kb) und einer damit verbundenen verminderten Aufnahmefdhigkeit grofBerer
DNA-Fragmente (> 5 kb) in Streptomyceten, erfolgte dariiberhinaus der alleinige Einsatz des
Streptomyces- Anteils’ des Shuttlevektors pGM160. So ergab die Spaltung mit Sacl den
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Streptomyces- Anteil’ mit 3.5 kb und den ,E. coli- Anteil’ mit 4.3 kb. Nach
Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion des 3.5 kb Fragments erfolgte die Ligation von
genomischer DNA {iber die Sacl Schnittstelle. Weiterhin ergab die Religation des
,Streptomyces- Anteils’ das Plasmid pEBO2’. Bei diesem Plasmid erfolgte iiber die Dralll
und Ncol Schnittstelle die Insertion von genomischer DNA (siehe Abbildung 19). Insgesamt
erwiesen sich Dralll und Bgl/Il als am Geeignesten fiir die Spaltung von Boden DNA. Mit
diesen beiden Enzymen wurden bei Durchfiihrung von Standardrestriktionsanséitzen mit
Boden DNA konstant etwa 80 bis 120 Kolonien pro Platte erhalten. Bei Spaltungen, die mit
Sau3Al, Sacl, Ncol oder Xbal durchgefiihrt wurden, wurden in den meisten Fillen weniger

als 60 Kolonien pro Platte erhalten.
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Abbildung 19: Strategie zur Klonierung von Boden-DNA in den ,Streptomyces-Anteil’ des
Shuttlevektors pGM 160 tiber Sacl, Dralll oder Ncol Schnittstellen.
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Uber Protoplastentransformation wurde mit Boden DNA ligierte pGM160 bzw. plJ702
Plasmid DNA in S. lividans TK23 bzw. TK64 eingebracht. Nach etwa 3 d erfolgte durch ein
zusitzliches Uberschichten der Agarplatten mit einer R5 Weichagar/ Tributyrin Emulsion der
Assay auf Lipase bzw. Esteraseaktivitit.

Da sowohl das S. lividans TK23 als auch TK64 Genom wahrscheinlich fiir mehrere Lipasen
kodieren (ergibt sich aus Vgl. mit dem S. coelicolor A3(2) Genomprojekt) bzw. diese auch
exprimieren, waren noch weitere Kontrollexperimente notwendig, um sicherzustellen, daf3
eine vorgefundene Lipaseaktivitit nicht von den bereits vorhandenen Lipasen stammte. So
wurde aus S. coelicolor A3(2) bereits eine Lipase isoliert und exprimiert (Valdez et al. 1999),
wobei als bevorzugtes Substrat liberwiegend kurzkettig substituierte Triacetylglycerinester
umgesetzt werden. Allerdings ist die Lipaseakivitit erst nach Uberexpression nachweisbar.
Weiterhin ergab die Homologiesuche auf Lipasen in S. coelciolor A3(2) tiber 8 mogliche
Treffer.

Aus diesem Grund wurde fiir die Herstellung von Genbanken aus Boden DNA in
Streptomyces als Kontrolle die BTL2 Lipase verwendet. So erfolgte bei S. lividans TK23-
pEBO2C bzw. S. lividans TK64-pEBO2C innerhalb von 1 bis 2 d die Ausbildung von Halos
auf mit Weichagar und Tributyrin iiberschichteten RS Platten.

Es zeigte sich, daB3 die Lipase(n) aus S. lividans TK23 und TK64 erst in einem spiten
Wachstumstadium exprimiert bzw. sekretiert werden. So bildeten RS Weichagar/ Tributyrin
tiberschichte Platten mit pGM121 transformierten S. /ividans TK23 bzw. TK64 friihestens
nach weiteren 5 bis 6 d Inkubation bei 30 °C Halos als Reaktion auf genomisch kodierte
Lipasen aus.

Aufgrund dieser Resultate wurde im weiteren angenommen, dal3 die aktive Expression einer
Lipase aus Boden- DNA in pGM160 ebenfalls zur Ausbildung von Halos zu einem fritheren
Zeitpunkt fithren und somit den Nachweis ermoglichen sollte. Insgesamt wurden etwa 18500
Klone auf Lipase- bzw. Esteraseaktivitit gescreent, es wurden jedoch keine lipaseaktiven

Klone gefunden.
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3.4.1 Validierung der Herstellung der Genbanken aus Boden DNA

Um die prinzipielle Richtigkeit der Vorgehensweise bei der Herstellung der Genbanken zu
verifizieren, wurde an verschiedenen Schritten der Aufreinigungsprozedur ( dunkel unterlegte
Felder in Abbildung 20) 10 pg pEBO1 zu jeweils 0.5 g Bodenprobe hinzugegeben und nach
Protokoll aufgereinigt. Nach Protoplastentransformation in S. /lividans TK23 wurde die
Expression der Catechol-2,3-dioxygenase nachgewiesen, indem 3 d nach der Transformation
eine weitere Uberschichtung der Agarplatten mit 2 ml R3 Weichagar/ 0.2 % Catechol
erfolgte.

Bodenprobe
in Stickstoff morsern

Glasperlenaufschlufl

Ammoniumacetat Fiallung

Ethanol Féllung

Agarosegel

Restriktionsverdau

Ligation, Transformation

in S. lividans tk64

Abbildung 20: Aufreinigungsschema von Boden DNA. Durch dunkel unterlegte Felder
werden die Aufreinigungsschritte reprisentiert, bei denen pEBO1 zugegeben wurde.

Durch Dotierung an den Aufreinigungsschritten ,Glasperelenaufschlufy’ bzw. ,Agarosegel’
wurden bei 1/100 der Kolonien die Catechol-2,3-dioxygenase nachgewiesen. Die direkte
Zugabe des Plasmids zu der Bodenprobe resultierte in 2 positiven von insgesamt 3000
gescreenten Kolonien.

Gleiches wurde mit der BTL2 Lipase durchgefiihrt. 12 ug pEBO2C wurden zu 0.5 g
Bodenprobe hinzugegeben. Nach kompletter Aufreinigung der DNA, partieller Spaltung mit
Sau3Al (7 Schnittstellen sind innerhalb des BTL2 Gens vorhanden), Ligation und
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Transformation in S. /ividans TK64 zeigte sich 2 d nach dem Ausplattieren auf mit Weichagar
und Tributyrin iiberschichteten RS Platten das Halo einer lipaseaktiven Kolonie. Insgesamt

wurden 2200 Kolonien gescreent.

3.5 Expression in Mikrotiterplatten

Ein weiteres Ziel bestand darin Enzymassays nach Expression von Boden DNA in
Streptomyceten nicht nur auf Agarplatten, sondern auch in Mikrotiterplatten (MTPs)
durchzufiihren. Dies ermdglicht ein Hochdurchsatzscreening (high throughput screening, HTP
screening) unter Umstidnden auch auf andere Enzymaktivititen, fiir die keine Plattenassays
existieren, so beispielsweise Epoxidhydrolasen.

Enzymassays in MTPs erscheinen noch am ehesten geeignet, Umsetzungen in groBerem
Malfstab durchzufiihren. Im Rahmen dessen wurden Versuche zur Anzucht von Streptomyces
in Standard- MTPs in 24, 64, 96 und 384 well Format unternommen. Ziel war einerseits, trotz
der morphologischen Charakteristika, ein reproduzierbares Wachstum zu erreichen,
andererseits eine qualitative und nach Moglichkeit quantitativ durchzufiihrende

Enzymexpression zu gewihrleisten.

3.5.1 Kultivierung und Expression im 24 und 64 well Format

Die Kultivierung von S. lividans TK23, S. coelicolor A3(2), S. albus, S. albus G und mit
plJ702 transformiertem S. [lividans TK64 in 24 well MTPs erfolgte jeweils in einem
Gesamtvolumen von jeweils 800 pul SM, tsb, R5 oder MG Medium. Zusétzlich wurde bei S.
lividans TK64-plJ702 zwischen der Expression in 800 pul Medium mit Antibiotikum und 640
ul Medium verglichen, bei dem nach 24 Stunden die Zugabe von 160 ul Medium mit 5 x
Antibiotikum erfolgte (siehe Tabelle 14).

Im 64 well Format wurden die Stimme in jeweils 400 pul Volumen der verschiedenen Medien
kultiviert. Die Expression der Tyrosinase in S. lividans TK64-plJ702 wurde in 400 pl
Medium mit Antibiotikum und 320 pl Medium + 80 pl Medium/ 5x Antibiotikum nach 24 h
durchgefiihrt (siche Tabelle 14).
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Tabelle 14: Qualitative Beobachtung der Expression des Melaningens in S. /ividans TK64-
plJ702 nach 72 h (nb- nicht beobachtbar, w- schwach, m- mittel, s- stark) in 24 bzw. 64 well
MTPs.

Medium SM SM tsb tsb R5 RS MG MG

Zugabe von Medium/ + + + +

5 x Antibiotikum

Expression w m w w m S S S

Ein Wachstum von S. lividans TK23, S. coelicolor A3(2), S. albus und S. albus G konnte in
allen Medien, sowohl in 24 als auch 64 well Platten, innerhalb von 48 h beobachtet werden

(siehe Tabelle 15).

Tabelle 15: Qualitative Beobachtung des Wachstums von S. lividans TK23, S. coelicolor
A3(2), S. albus und S. albus G in SM, tsb, RS und MG Medium nach 72 h (- kein Wachstum,
0 miBiges Wachstum, + gutes Wachstum)

Stamm S. lividans TK23 S. coelicolor A3(2)
Medium SM tsb RS MG SM tsb RS MG
Wachstum + + + 0 + + + 0
Stamm S. albus S. albus G
Medium SM tsb RS MG SM tsb RS MG
Wachstum + 0 + 0 + + + +

Weiterhin war eine starke Neigung zur Ausbildung von Mycelklumpen festzustellen (siche

Abbildung 21).
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R5 Medium

—

MG Medium

e

Abbildung 21: Kultivierung von S. lividans TK64 und S. lividans TK64-plJ702 in 24 well
MTPs mit R5 bzw. MG Medium. In den wells sind die Mycelklumpen zu erkennen. Weiterhin
wird in der unteren Zeile die braunschwarze Fiarbung des Mediums durch die Expression der
Tyrosinase sichtbar.

Generell wurde die Expression der Tyrosinase in S. /ividans TK64-plJ702 sowohl im 24 als
auch im 64 well Format nach 72 h Kultivierung in allen Féllen beobachtet. Eine
unterschiedliche Stirke der Expression resultierte allein aus dem verwendeten Medium, eine
Abhingigkeit von 24 oder 64 well MTPs zeigte sich nicht. Fiir nachfolgende Versuche wurde
in SM und R5 Medium kultiviert, daf} sich als am Geeignesten fiir die Expression gezeigt
hatte.

3.5.2 Kultivierung im 96 well Format mit Festmedium

Die Kultivierung von S. coelicolor A3(2), S. lividans TK23 bzw TK64 und mit pFis-Xyl
transformiertem S. lividans TK64 erfolgte in 200 pl Gesamtvolumen. Entweder wurden die
Zellen in 150 pul RS Agar mit Antibiotikum kultiviert, alternativ erfolgte die Kultivierung in
100 ul RS Agar, wobei nach 24 h 50 ul R3 Weichagar mit 3x Antibiotikum zugegeben
wurden. Ein Anwachsen aller Stimme wurde beobachtet.

Bei S. lividans TK64-pFis-Xyl erfolgte 72 h nach Kultivierungsbeginn der Enzymassay zum
Nachweis der Catechol-2,3-dioxygenase durch die Zugabe von 50 pl R3 Weichagar/ tsr mit
einem Gehalt von 0.2 %, 1 %, 5 %, bzw. 10 % (M/V) Catechol als Substrat und Kultivierung
bei 37 °C (siche Abbildung 22). Durch das gebildete 2-Hydroxymuconséure-semialdehyd
erfolgte die Bildung des gelben Reaktionprodukts innerhalb eines Zeitraums von 30 Min. (10
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% (M/V) Catechol) bis 36 h (0.2 % (M/V) Catechol) in Abhingigkeit von der eingesetzten
Catecholkonzentration.

Durch die oxidierenden Eigenschaften von Catechol wird allerdings ein Farbumschlag des
Mediums nach braun verursacht. Dieser Effekt ist abhéngig von der zugesetzten Menge an
Substrat und kann durch geringere Mengen von Catechol nicht vermieden, jedoch verringert
werden. Optimale Mengen an Catechol fiir den Assay auf Festmedium liegen bei etwa 0.2 %

(M/V) des Substrats.

R5 Medium
4‘31 S. coelicolor A3(2)

Q0 S lividans TK64
-

@ S. lividans TK23
N .

@ S. lividans TK64-pFis-Xyl (0.2 % Catechol)

>~

' S. lividans TK64-pFis-Xyl (1.0 % Catechol)

S. lividans TK64-pFis-Xyl (5.0 % Catechol)

S. lividans TK64-pFis-Xyl (10.0 % Catechol)

Abbildung 22: In RS Festmedium kultivierte Stimme (S. coelicolor A3(2), S. lividans TK23
und TK64). Bei S. lividans TK64-pFis-Xyl erfolgte die Zugabe verschiedener Mengen an
Catechol zum Nachweis der Catechol-2,3-dioxygenase.

3.5.3 Kultivierung in 96 well Format mit Fliissigmedium

Die Kultivierung von S. coelicolor A3(2), S. lividans TK23 bzw TK64, S. albus, S. albus G
und mit pFis-Xyl transformiertem S. /lividans TK64, bzw. mit plJ702 transformiertem S.
lividans TK23 erfolgte in 250 pl Gesamtvolumen. Vorgelegt wurden 200 ul SM, tsb, R5 oder
MG Medium mit Antibiotikum oder 160 ul Medium, in das nach 24 h weitere 40 pul Medium
mit Antibiotikum gegeben wurden.

Die verschiedenen Stimme wachsen in SM, tsb und R5 Medium zuverldssig an (sieche Tabelle
16). In MG Medium kann hingegen nur ein nicht reproduzierbares Anwachsen festgestellt

werden.
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Tabelle 16: Qualitative Beobachtung der Expression der Tyrosinase in S. /lividans TK23-
plJ702 und der Catechol-2,3-dioxygenase in S. lividans TK64-pFis-Xyl nach 72 h (nb- nicht
beobachtbar, w- schwach, m- mittel, s- stark) in 96 well Platten.

S. lividans TK23-plJ702

Medium SM SM tsb tsb RS RS MG MG

Zugabe von Medium/ + + + +

5 x Antibiotikum

Expression w w W W S S nb ?

S. lividans TK64-pFis-Xyl

Medium SM SM tsb tsb R5 R5 MG MG

Zugabe von Medium/ + + + +

5 x Antibiotikum

Expression nb W nb nb A4 m nb nb

Fir die Expression der Tyrosinase in S. lividans TK23-plJ702 und der Catechol-2,3-
dioxygenase in S. lividans TK64-pFis-Xyl im Fliissigmedium in 96 well Platten wurde
ausschlieBlich RS Medium verwendet. Das Anwachsen aller Stimme konnte, ebenso wie die
Enzymexpression der transformierten Stdmme, beobachtet werden. Um Vergleichswerte fiir
Hintergrundwerte der Absorptionsmessungen zu erhalten, wurden auBlerdem S. coelicolor
A3(2), S. lividans TK64, S. lividans TK23-pGM121, S. albus und S. albus G kultiviert. 72 h
nach Kultivierungsbeginn erfolgte der Nachweis der Catechol-2,3-dioxygenase durch die

Zugabe von 50 pl R5 Medium mit 2.5 % Catechol (0.5 % Endkonz.).
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3 RS Medium

@ S coelicolor A3(2)

W S lividans TK64

S. lividans TK23-pGM 121
S. albus

S. albus G
S. lividans TK23-pFis-Xyl

S. lividans TK64-pFis-Xyl

Abbildung 23: Nachweis der Catechol-2,3-dioxygenase in 96 well MTPs

Nur S. lividans TK23-pFis-Xyl und S. lividans TK64-pFis-Xyl zeigten eine eindeutige
Gelbfarbung (siehe Abbildung 23), wohingegen in den iibrigen Wells wahrscheinlich die
oxidative Zersetzung des Mediums und des Mycels erfolgt. Der Nachweis 148t sich nach
Zentrifugation (1000 g, 30 Min., RT) der MTP und ein Uberfiihren des Uberstands in eine
neue MTP mittels Absorptionsmessung bei 405 nm bestdtigen (siche Abbildung 24).

Insgesamt lagen die exprimierenden Klone mit einer Absorption von etwa 1.5 doppelt so hoch
wie der Hintergrund. Allerdings lag, u.a. aufgrund von Mycelresten, noch eine

Schwankungsbreite von etwa 10% der Absorptionswerte vor.
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Abbildung 24: Absorptionsmessung der MTPs aus Abb. 23

Nach erfolgtem Assay auf Catechol-2,3-dioxygenase Aktivitit wurde das Mycel mit
Zahnstochern in 5 ml tsb Medium (gegebenenfalls mit Antibiotikum) {iberimpft. Ein
Anwachsen aller Kulturen war beobachtbar, auflerdem konnte die Plasmid DNA von S.
lividans TK23-pGM121, S. lividans TK23-pFis-Xyl und S. lividans TK64-pFis-Xyl mittels
Mini-Lyse isoliert und durch Agarosegelelektrophorese nachgewiesen werden. Dadurch
wurde sichergestellt, da3 auer Kultivierung und Enzymassay in 96 well MTPs, auch die

anschlieBende Kultivierung der Stimme und Isolierung der Plasmid DNA mdglich waren.

3.5.4 Kaultivierung und Expression im 384 well Format
Die Kultivierung von S. lividans TK64-pFis-Xyl und S. lividans TK23-plJ702 erfolgte in 100
pul Gesamtvolumen. Vorgelegt wurden 100 pl SM, tsb, RS oder MG Medium mit
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Antibiotikum oder 80 ul Medium, in das nach 24 h weitere 20 pl Medium mit 5 x
Antibiotikum gegeben wurden.

Ein Anwachsen der Staimme war in MG Medium nicht moglich, wohingegen in SM und tsb
Medium ein Anwachsen in ~50 % der Félle zu beobachten war. In RS Medium hingegen war
ein Anwachsen im Normalfall beobachtbar (siche Tabelle 17).

Tabelle 17: Qualitative Beobachtung der Expression der Tyrosinase in S. lividans TK23-

plJ702 und der Catechol-2,3-dioxygenase in S. /ividans TK64-pFis-Xyl nach 72 h (nb- nicht
beobachtbar, w- schwach, m- mittel, s- stark) in 384 well MTPs.

S. lividans TK23-plJ702

Medium SM SM tsb tsb R5 R5 MG MG

Zugabe von Medium/ + + + +

5 x Antibiotikum

Anwachsen/ ? nb ? nb ? w nb nb

Expression

S. lividans TK64-pFis-Xyl

Medium SM SM tsb tsb R5 R5 MG MG

Zugabe von Medium/ + + + +

5 x Antibiotikum

Anwachsen/ ? nb W nb W m nb nb

Expression

In den mit pFis-Xyl transformierten S. /lividans Stimmen erfolgte 72 h nach
Kultivierungsbeginn der Nachweis der Catechol-2,3-dioxygenase durch die Zugabe von 20 pl
R5 Medium mit 9, 6, 3 bzw. 0.6% (M/V) Catechol (Endkonzentrationen von 1.5, 1.0, 0.5 und
0.1%). S. lividans TK23-pFis-Xyl und S. lividans TK64-pFis-Xyl zeigten visuell bei niedrigen
Catecholkonzentrationen eine eindeutige Gelbfirbung, wohingegen in den iibrigen Fillen
keine eindeutige Unterscheidungsmoglichkeit zwischen positiver Reaktion und einer
Zersetzung des Mediums bzw. dessen Eigenfarbung gegeben war (sieche Abbildung 25).

Der quantitative Nachweis lie} sich nach Zentrifugation (1000 g, 45 Min., RT) der MTP und
das Uberfiihren des Uberstands in eine neue MTP mittels Absorptionsmessung durchfiihren.
Bei Catecholkonzentrationen von 1.5 bzw. 1 % war aufgrund einer zu starken oxidativen
Zersetzung des Mediums kein Nachweis moglich. Erst unter 0.5 % war ein im Vgl. zum
Hintergrund zunehmendes Signal der Nachweisreaktion zu bemerken (sieche Abbildung 26).

Im Vergleich zum Hintergrund wurde bei der Expression der Catechol 2,3 dioxygenase in S.
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lividans TK23-pFis-Xyl, bzw. TK64-pFis-Xyl eine durchschnittlich um den Faktor 1.4 hohere
Absorption gemessen. Weiterhin exprimiert S. /ividans TK64-pFis-Xyl das Enzym in h6heren
Mengen als S. lividans TK23-pFis-Xyl.

=

e
L
L
=
=
2

5

= Medium

| S. lividans TK23-pFis-Xyl

LS

i A dRea 4:q mq |
(8 R

- Medium

S. lividans TK64-pFis- Xyl

..-_

> Medium

Abbildung 25: Assay mit der Catechol 2,3—dioxygenase im 384 well Format in Abhéngigkeit
verschiedener Catecholkonzetrationen.
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mit 0.1 % Catechol
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Abbildung 26: Absorptionsmessung der MTP aus Abb. 25

In einem weiteren Versuch wurden 96 wells einer 384 well Platte mit S. /ividans TK23-pFis-
Xyl und S. lividans TK64-pFis-Xyl beimpft. Die statistische Auswertung der MeBergebnisse
mit 0.1 % Catechol zeigte bei einer Gesamtheit N= 94, mit den MeBwerten X, Xa,... Xy und
dem Mittelwert p= 1.63 eine Standardabweichung o= 0.05. Die Bestimmung der MeBwerte
einer Negativkontrolle von nicht transformiertem S. lividans TK23 bzw. TK64 ergab eine
Standardabweichung 6= 0.10 bei der Gesamtheit N= 92 und dem Mittelwert u= 1.21. Daraus
ergab sich eine nicht signifikante Abweichung der jeweiligen MeBergebnisse, auBBerdem

konnte ein Anwachsen von iiber 95 % der Kolonien in den wells festgestellt werden.
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4 Diskussion

Der Einsatz von Streptomyces als Wirt zur Erstellung von Expressionsgenbanken ist
gewissen  Einschrinkungen unterworfen. So sind zwar eine Reihe von
Transformationsmethoden (Bibb et al. 2000) bekannt, sie erfordern jedoch durchwegs eine
Optimierung auf die jeweilige Problemstellung. In diesem Zusammenhang miissen vor allem
stammspezifische Eigenschaften wie die Restriktion von Fremd DNA (Flett et al. 1997) in
Betracht gezogen werden. Die Auswahl eines geeigneten Expressionswirts sollte
dariiberhinaus die Proteaseaktivitit (Brawner 1994; Binnie et al. 1997) des Stammes
beriicksichtigen.

Da sich molekularbiologische Arbeiten mit Streptomyceten iiberwiegend mit
Sekundédrmetoboliten, insbesondere Antibiotika, beschéftigen, wird vergleichsweise wenig
tiber den Einsatz von Streptomyces als Wirt fiir eine heterologe Expression berichtet.
Streptomyceten sind in diesem Zusammenhang vor allem aufgrund ihrer Fahigkeit zur
Proteinsekretion interessant. So wurde iiber die erfolgreiche heterologe Expression einiger
humaner Gene in Streptomyces in technisch durchfiihrbarem Mal3stab berichtet (Brawner
1994; Binnie et al. 1997). In Bacillus, als einem anderen zur Sekretion befdhigten
Prokaryoten, wurde eine vergleichsweise niedrige Expression erzielt.

Agarplattenassays fiir den Nachweis von Lipase-, Esterase- und Amylaseaktivitét
lassen sich auf Streptomyces anpassen, jedoch ist der Einsatz von anderen Methoden zum
Hochdurchsatzscreening nur in eingeschrinktem Umfang moglich. Zellsorter und
PhageDisplay kommen nicht zum Einsatz und nur in wenigen Féllen wird die Verwendung
von deepwell Mikrotiterplatten (Somers et al. 1987; Hergenrother et al. 1997; Minas et al.
2000) berichtet. Die Frage, inwiefern Streptomyceten flir das Screening auf Enzymaktivitat
geeignet sind, 1d4Bt sich nicht beantworten. Im Vergleich scheint E. coli zum jetzigen
Zeitpunkt der geeignetere Organismus zu sein, vor allem aufgrund der verfiigbaren
molekularbiologischen Kenntnisse und den weitreichenden genetischen
Manipulationsmdéglichkeiten. Allerdings kann eine erfolgreiche heterologe Expression von
Proteinen aus Organismen mit einer anderen Codon Usage nicht abgeschitzt werden. Aus
diesem Grund scheint es sinnvoll neben E. coli noch andere Prokaryoten mit einer deutlich
abweichenden Codon Usage fiir die Erstellung von Expressionsgenbanken zu nutzen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Optimierung der Transformationsmethoden
von Streptomyces, deren Anwendung in Bezug auf die Herstellung von Genbanken aus Boden

DNA und der Einsatz von Streptomyces in Mikrotiterplatten bis zum 384 well Format
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diskutiert. Aulerdem wird auf die Eignung verschiedener Konstrukte zur Validierung der

jeweiligen Methoden eingegangen.

4.1 Optimierung der Transformation

Fir die Auswahl geeigneter Stimme fiir die Transformation wurden neun
Actinomyceten beziiglich ihres Restriktionsverhaltens gegeniiber methylierter Plasmid DNA
aus E.coli DH5a getestet. Von diesen Stimmen zeigten sich insbesondere S. /ividans TK23
und TK64 als geeignet, da kein Abbau von Plasmid DNA durch Zelllysate dieser Stimme zu
beobachten war. Die anderen getesteten Stimme hingegen degradierten die DNA
unterschiedlich stark. Aus diesem Grund wurden die beiden S. lividans Stimme als
Wirtsorganismen verwendet, ein weiterer Vorteil besteht in ihrer, zu anderen Streptomyceten
vergleichsweise niedrigen, Proteaseaktivitit (Anne & Van Mellaert 1993).

Um im Folgenden die Transformationseffizienzen bestimmen zu konnen, wurden
Konstrukte mit verschiedenen Reportergenen erstellt und beziiglich ihrer Eignung auf eine
qualitativ und quantitativ bestimmbare Expression verglichen. EGFP konnte zwar in dem
halbsynthetischen R5 Medium exprimiert werden, jedoch zeigte sich die Stirke der
Expression als nicht ausreichend, um einen zuverldssigen Nachweis im Fluorimeter
durchzufiihren. Das beruht auf einer zu starken Eigenfluoreszenz des Mediums durch
aromatische Aminosiduren und einem dadurch zu starken Hintergrundsrauschen. Im
schwicher fluoreszierenden, synthetischen MG Medium konnte EGFP hingegen nicht
exprimiert werden. Inzwischen wird in der Literatur von einem geeigneten Reportersystem
mit EGFP berichtet (Sun et al. 1999). In das Gen wurden mehrere Punktmutationen
eingefiihrt, um eine Anpassung der Codon Usage an Streptomyces und eine damit verbundene
hohere Expression, auch im synthetischen Medium, zu erreichen.

DsRed als Alternative konnte nicht exprimiert werden. Es ist anzunehmen, daf} die
Schwierigkeiten im Wesentlichen auf fiinf im Gen vorhandenen TTA Codons beruhen. So
wird in Streptomyces das Leucin Codon TTA nicht in Genen vorgefunden, die fiir das
vegetative Wachstum verantwortlich sind, sondern auschlieBlich in einigen wenigen Genen,
die fir die Differenzierung notwendig sind (Hopwood 1988; Leskiw et al. 1991). In Folge
einer ,vorzeitigen’ Verwendung des TTA Codons wird daher wahrscheinlich eine
Stoffwechselkaskade  eingeleitet, die zu einem Wechsel von Primidr- zu
Sekundérmetabolismus fiihrt. Eine mdgliche Losung hierfiir besteht wie beim EGFP in der

entsprechenden Anpassung der Codon Usage.
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Als geeignetes Reportersystem erwiesen sich die Tyrosinase aus S. antibioticus und
die Catechol 2,3- dioxygenase aus P. species. Das Tyrosinasegen liegt bereits mit einer zu S.
lividans @hnlichen Codon Usage vor. Die Expression der aus P. species stammenden
Catechol-2,3-dioxygenase in S. lividans erforderte ebenfalls keine Anderung der DNA
Sequenz. In beiden Fillen liegen keine TTA Codons vor.

Im Weiteren erwies sich der Einsatz modifizierter DNA vor allem bei Stimmen mit
methylierungsspezifischen Restriktionsenzymen als notwendig. So konnte bei der
Protoplastentransformation von S. coelicolor A3(2) nur mit nicht methylierter DNA aus E.
coli IM110 transformiert werden. Eine zusitzliche Optimierung von 10° auf 10" cfu/ pg DNA
wurde durch Denaturierung der Plasmid DNA durch Hitze oder im Alkalischen erreicht.

Bei S. lividans TK23 und TK64, die keine Restriktionsenzyme produzieren, fiihrt die
Verwendung von einzelstrangiger Plasmid DNA zu geringfiigig besseren Ergebnissen. Die
gleichen Resultate von 10° cfu/ ug DNA werden auch durch den gleichzeitigen Einsatz
einzelstrangiger und nicht methylierter DNA erzielt. Durch Protoplastentransformation
wurden damit auch die hochsten Transformationseffizienzen im Vergleich zur
Elektroporation, direkten Transformation bzw. intergenerischen Konjugation erreicht.

Durch Elektroporation werden im Vergleich zur Protoplastentransformation bei S.
lividans TK23 bzw. TK66, sowie S. coelicolor A3(2) und S. venezuelae schlechtere
Transformationseffizienzen von maximal 10? cfu/ pg DNA erhalten. Als mdgliche Ursache ist
das mycelartige Wachstum anzunehmen. Durch die Behandlung mit Ultraschall vor der
Elektroporation kann eine teilweise Auflosung der Mycelstruktur und eine damit verbesserte
Transformationseffizienz erreicht werden. Allerdings erschwert die weiterhin bestehende
unregelmédfBige Symmetrie des Mycels die Elektroporation im Vergleich zu den
nidherungsweise sphdrisch wachsenden Mikroorganismen, wie beispielsweise E. coli oder
Saccharomyces. Als unwahrscheinlich ist der Einflul des Aufbaus der Zellwand in diesem
Zusammenhang zu sehen, da durch geringe Mengen an Lysozym bereits im Vorfeld der
Elektroporation ein Abbau der Peptidoglycanwand erzielt werden sollte.

Um hohe Transformationseffizienzen zu erzielen erwies sich auch die direkte
Transformation des Mycels als ungeeignet. Mit dieser Methode konnten nur wenige Kolonien
bei dem Actinomyceten A. mediterranei erzielt werden. Bei S. lividans TK23 und TK64
wurden keine Kolonien erhalten. Es ist anzunehmen, dall die Unterschiede im
Zellwandaufbau zwischen den Actinomyceten in diesem Fall, genauso wie bei der
Protoplastentransformation, kein einheitliches Protokoll erlauben. Diese Methode kann nur

mit hohem zeitlichen Aufwand durchgefiihrt werden, auBerdem stellen die langen
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Inkubationszeiten ~von ilber zwei  Wochen nach dem  Ausplattieren des
Transformationsansatzes ein hohes Risiko beziiglich einer Kontamination dar.

Als letzte der getesteten Methoden ist die intergenerische Konjugation zu nennen.
Ausgehend von mobilisierbaren Elementen auf Plasmiden und einem entsprechenden E. coli
Stamm gibt es auller Strepfomyces noch viele andere Zielorganismen darunter auch
Eukaryoten fiir einen horizontalen oder vertikalen Gentransfer. Eine Eigenschaft, die dieses
System aufgrund seiner Vielfdltigen Moglichkeiten interessant erscheinen 148t, jedoch Fragen
beziiglich der biologischen Sicherheit aufwirft. Mit der intergenerischen Konjugation kénnen
gute Ergebnisse bei der Transformation von S. lividans TK23 und TK64 von 10° cfu/ pg DNA
erzielt werden. Insgesamt liegen diese Ergebnisse dennoch um einen Faktor 10 niedriger als
bei der Protoplastentransformation.

Durch die wesentlich einfachere Durchfiihrung der intergenerischen Konjugation sollten
hohere Raum-Zeit-Ausbeuten erzielt werden konnen. Damit wére die intergenerische
Konjugation wahrscheinlich den anderen Methoden vorzuziehen. Weiterhin erdffnete sich
damit auBerdem eine verhiltnismidBig einfache Methode zum Screening in verschiedenen
Wirtsorganismen ohne zuvor Plasmide zu isolieren oder eine Umklonierung durchfiihren zu
miissen. Im Rahmen dieser Arbeit war aus Griinden der biologischen Sicherheit die
Expression der Boden DNA in diesem System nicht moglich. Daher wurde zur
Transformation von Streptomyces die Protoplastentransformation verwendet. Abbildung 27
zeigt noch einmal zusammenfassend die mit den verschiedenen Methoden erzielten

Transformationseffizienzen.
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Abbildung 27: Nach Optimierung erzielte Transformationseffizienzen (TEff.) in S. lividans
TK23, S. lividans TK64 und S. coelicolor A3(2).

4.2 E. coli BL21-CodonPlus

Alternativ zu den schwieriger zu handhabenden Streptomyceten wurden E. coli BL21-
CodonPlus Zellen fiir die Expression GC reicher DNA getestet. Durch zusétzliche Kopien der
in E. coli seltenen argU und proL tRNA sollte laut Herstellerangaben eine bessere Expression
von Enzymen aus GC reichen Organismen erzielt werden. Nach Literaturgangaben wurde
beispielsweise nach Expression der Malat Synthase aus S. clavuligerus in E. coli BL21-
CodonPlus eine 71 fach hohere Aktivitét erzielt (Chan & Sim 1998). Mit dem soyC Gen aus
S. griseus ATCC13273 konnte in keinem der verwendeten Plasmide in E. coli BL21-
CodonPlus eine bessere Expression als in E.coli DH5a erzielt werden. Als Ursache hierfiir ist
anzufiihren, daB} eine Limitierung der Expression durch diese Codons wahrscheinlich nicht
auftritt. Vielmehr ist anzunehmen, dal3 in Streptomyces selten auftretende Codons wie TTT,
ATT, AAA und GAT eine wichtigere Funktion bei einer Limitierung der Expression durch
eine unterschiedliche Codon Usage innehaben (siche Abbildung 5, Einleitung).

4.3 Erstellung von Genbanken aus Boden DNA
Fiir die Aufreinigung von DNA aus Boden und deren Klonierung und Expression in
Streptomyces bestanden die Schwierigkeiten hauptsdchlich in der Herstellung einer

ausreichenden Menge an DNA und deren Verunreinigungen mit Huminstoffen und
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Schwermetallen. Da vor allem der Gehalt an Huminstoffen die Spaltung der DNA mit einem
Restriktionsenzym in erheblichem Umfang storte, mulite eine zumindest teilweise Entfernung
oder Inaktivierung der Huminstoffe stattfinden. Dies wurde einerseits durch die Aufreinigung
der DNA mit verschiedenen kommerziellen Kits, andererseits auch durch den Zusatz von
bovinem Serumalbumin (BSA) zu dem Spaltungsansatz erreicht. Die Funktion des BSA ist
nicht geklirt. Es kann vermutet werden, da8 im UberschuB} eingesetztes BSA einen GroBteil
der Huminstoffe ,,abfangt und bindet und somit als Stabilisator fiir das Restriktionsenzym
fungiert.

Eine quantitative Bestimmung der Verunreinigungen war aus zwei Griinden nicht
moglich. Zum Einen wurden insgesamt zu geringe Mengen an DNA erhalten, um selbst
mittels Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) eine umfassende Analyse zu bewerkstelligen,
zum Anderen zeigte sich bereits bei verschiedenen Spaltungsansitzen, da3 keine einheitliche
Qualitdt beziiglich der Reinheit der DNA erzielt werden konnte. So erwies sich die
aufgereinigte DNA in manchen Féllen als nicht spaltbar, in anderen Fillen konnte nach
anschlieBender Ligation und Transformation bis zu 60 Kolonien pro Agarplatte erzielt
werden.

Die Grofle der aufgereinigten DNA lag im Bereich von etwa 15 bis 40 kb. Spaltungen
der Boden DNA wurden bis zu durchschnittlichen FragmentgroBen von 5 kb durchgefiihrt.
Eine Aussage zu treffen, wieviele Kolonien gescreent werden miissen, um eine Aktivitit
nachzuweisen, ist nicht moglich. So stellt sich in diesem Zusammenhang beispielsweise die
Frage, ob ein Gen unter Kontrolle des eigenen Promotors oder des Promotors des
verwendeten Plasmids exprimiert wird. Die Informationen hierzu sind noch nicht vollstindig.
So zeigt beispielsweise eine Untersuchung von 139 fiir Streptomyces geeigneten Promotoren,
dal} etwa 20% davon aufgrund einer ausreichenden Sequenzhomologie in der —10 und/ oder —
35 Region ebenfalls fiir den Einsatz in E. coli geeignet sind (Strohl 1992). Somit stellt sich die
Frage, ob nicht ebenso Promotoren aus anderen Organismen in Streptomyces in einem éhnlich
geringen Umfang erkannt werden.Eine weitere hierbei nicht beriicksichtigte GroBe ist der
EinfluB3 der a-Untereinheit der RNA Polymerase (Gourse et al. 2000).

Als schwierig erwies sich die Ligation und Transformation mit ausreichender
Effizienz in die, im Vergleich zu E. coli, groBen Plasmide zur Expression in Streptomyces.
Aus diesem Grund wurde der E. coli Anteil eines E. coli Streptomyces Shuttlevektors deletiert
und der ,Streptomyces-Anteil” verwendet. In dieses Konstrukt (pEBO2’) wurde im Folgenden

auch bevorzugt kloniert, da eine hohere Zahl an Kolonien erhalten wurde.
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Zur Spaltung der aufgereinigten DNA wurden mehrere Restriktionsenzyme
ausgetestet, von denen sich Bg/Il und Dralll als geeignet erwiesen. Einerseits wurden
Spaltungsreaktionen im Vergleich zu mit anderen Restriktionsenzymen (Sau3Al, Sacl, Ncol
und Xbal) durchgefiihrten, in geringerem Ausmal} durch die Qualitit der Boden DNA
beeinfluflt, so daBl im Allgemeinen héhere Kolonienzahlen nach Ligation und Transformation
der Boden DNA erzielt wurden. Anderseits schneidet Bg/II bevorzugt GC- arme DNA, so daf3
GC- reiche DNA in grofleren Fragmenten fiir die Ligation und Transformation vorliegt. Damit
steigt die Wahrscheinlichkeit ein GC-reiches Gen aus der Boden DNA durch das komplett zu

klonieren.

4.4 Screening der Genbanken auf Enzymaktivitét

Das Screening auf Lipase- und Esteraseaktivitit erfolgte durch ein Uberschichten der
Kolonien mit tributyrinhaltigem Agar, so daf bei einer Expression klare Halos zu beobachten
sind. Als moglicherweise problematisch erwiesen sich hierbei die genomisch kodierten
Lipasen und Esterasen der verwendeten Streptomyces Staimme, deren Nachweis nach fiinf bis
sechs Tagen erfolgte, zu einem Zeitpunkt in dem das Mycel Lufthyphen ausgebildet hatte und
schwach sporulierte. Zum Vergleich wurde die BTL2 Lipase aus Bacillus thermocatenulatus
unter Kontrolle des aph Promotors exprimiert. In diesem Fall wurden bereits nach zwei bis
drei Tagen Halos ausgebildet. Daher wurde vermutet, dafl die Expression von stammkodierten
Lipasen erst in der spiaten Wachstumsphase erfolgt, so dall ein Screening klonierter Lipasen
aus Boden DNA in der frithen bis mittleren Wachstumsphase durchgefiihrt werden kann.
Voraussetzung hierfiir ist, dal klonierte Enzyme nicht zu spét exprimiert werden. Diese
Bedingung sollte in jedem Fall erfiillt sein, wenn das klonierte Enzym ebenfalls unter
Kontrolle des aph Promotors steht. Im Fall der Expression unter Kontrolle des eigenen
Promotors stellt sich die Frage, ob der Promotor von dem Streptomyceten erkannt wird und
ob moglicherweise Wechselwirkungen mit anderen Stoffwechselprodukten auftreten.

Insgesamt wurden unter 18500 gescreenten Kolonien keine Lipase oder Esterase
gefunden. Ursache hierfiir ist vor allem eine wahrscheinlich zu niedrige Zahl gescreenter
Kolonien. In der Literatur existieren Beispiele fiir Genbanken aus Boden DNA, die in E. coli
erstellt wurden. In einem Fall wurden drei neue Lipasen in 286000 gescrennten Kolonien
gefunden (Henne et al. 2000). In einer anderen Verdffentlichung wurde das Screening mit
Bacterial Artificial Chromosomes (BACs) beschrieben, wobei in insgesamt etwa 100 Mbp

nach Expression unter anderem zwei Lipasen und acht Amylasen gefunden wurden (Rondon
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et al. 2000), wobei nicht bekannt ist, ob es sich dabei um neue Enzyme handelt. Bislang sind
noch keine Veroffentlichungen zu der Erstellung von Genbanken aus Boden DNA in
Streptomyces bekannt.

Um das Screening mit Boden DNA zu evaluieren, wurde aullerdem die Bodenprobe
mit plasmidisch vorliegender BTL2 DNA versetzt und einem Partialverdau unterworfen. Aus
2200 gescreenten Kolonien wurde ein positiver Treffer erhalten. Der gleiche Test wurde
aullerdem mit der Catechol-2,3-dioxygenase durchgefiihrt. Hier wurden zwei positive unter
3000 gescreenten Kolonien erhalten. Dies zeigt, da3 es prinzipiell moglich ist DNA in der
Bodenprobe durch ein Screening wiederzufinden, obwohl bei Verwendung des Plasmids mit
BTL2 DNA das Restriktionsenzym mehrfach innerhalb des Gens schneiden kann. Allerdings
wurden mit 10 bzw. 12 pg Plasmid DNA verhiltnismdBig hohe Mengen an DNA zugegeben
(etwa 10" Kopien auf 0.5 g Bodenprobe) und in beiden Fillen muBten mehrere Tausend
Kolonien gescreent werden, um einen Treffer zu erzielen. Es kann angenommen werden, daf3
die Restriktion der Boden DNA bzw. deren Abbau durch DNasen unter Umstinden eine
wesentliche Rolle spielt, da in Boden DNA weitaus weniger Kopien eines bestimmten Gens
vorliegen. Somit miissen wesentlich hohere Klonzahlen gescreent werden, um einen Treffer
zu erzielen.

Weiterhin wurden Versuche zur Etablierung von Amylase Essays mit Streptomyces
unternommen. Von Vorteil ist, da die fiir das Screening verwendeten Stimme keine
Amylaseaktivitdt auf Plattenassays zeigen. Dieser Befund konnte mit Daten aus dem S.
coelicolor A3(2) Genomprojekt bestitigt werden. Um die Screeningmethode auszutesten,
wurde die a-Amylase aus Bacillus amyloliquefaciens (BAA) in Streptomyces kloniert und
exprimiert. Damit liegt ein Plattenassay vor, der auch das Screening nach neuen a-Amylasen

aus Bodenproben ermdglicht.

4.5 Wachstum von Streptomyces in Mikrotiterplatten

Bei der Anzucht von Streptomyces in Miktrotiterplatten im 24er und 64er Format
wurden innerhalb eines ,,well wenige Mycelkumpen mit einem vergleichsweise groflen
Durchmesser von einem bis zwei Millimetern erhalten. Daher gestaltete sich einerseits die
Zentrifugation des Mycels als unmoglich, erst durch den Einsatz von Filterplatten konnte eine
Trennung von Mycel und Uberstand erreicht werden. Andererseits wurde die Durchfiihrung
von Enzymassays erschwert, da aufgrund der geringen Zelloberfliche weniger Proteine pro

Zeiteinheit in das Medium sekretiert werden.
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Aus Griinden der Morphologie von Streptomyces, die ein Wachstum auf einer festen
Matrix im Vergleich zu Fliissigkulturen begiinstigt, wurde fiir das Wachstum im 96er Format
ein Festmedium ausgewdhlt. Die Auswertung der Assays auf Catechol-2,3-
dioxygenaseaktivitét zeigte sich als reproduzierbar. Sowohl der Hintergrund der Messungen,
als auch Fehlfarbungen durch oxidative Zersetzung des Mediums durch das Substrat waren
visuell bestimmbar. Erforderlich war nur die jeweilige Bestimmung der optimalen
Substratmenge (Catechol) fiir das Volumen, in dem die Nachweisreaktion durchgefiihrt
wurde. Problematisch ist die quantitative Durchfilhrung des Assyas auf Festmedium. Mit
einer CCD Kamera unter gleichen Bedingungen aufgenomme Bilder hoher Aufldsung, sollten
jedoch durch Bestimmung des jeweiligen Gelbanteils eines ,,well“ quantitative Resultate
liefern. Eine Abgleichung unterschiedlicher Platten konnte durch eine Kalibrierung auf
Blindproben und Positivkontrollen erfolgen. Somit wéren Farbassays auf Festmedien
quantitativ durchfiihrbar.

Bei der Anzucht von Streptomyceten im 96er Format in Flissigmedium zeigten sich
erstmalig nicht Medien fiir die Kultivierung geeignet. So war das Anwachsen der Stimme im
synthetischen MG Medium nicht méglich und auf dem komplexen tsb Medium und SojaMalz
Medium wurde ein nicht gleichmiBiges Anwachsen der Zellen festgestellt. Das
halbsynthetische R5 Medium bot interessanterweise optimale Bedingungen fiir die
Kultivierung. Weiterhin wurde festgestellt, dal eine Kultivierung mit Antibiotika zur
Selektion am Besten durch getrennte Zugabe, frithestens 24 Stunden nach
Kultivierungsbeginn, erfolgte. Daraus lassen sich StreBbedingungen der Zellen in den ersten
Stunden der Kultivierung und Adaption an die Umgebung ableiten. Weiterhin lie sich vier
Tage nach Kultivierungsbeginn im 96er Format eine hohere Zellmasse pro Volumeneinheit
feststellen als im 64er und 24er Format. Ursache hierfiir ist unter Umstdnden die grofere
Innenfliche eines ,,wells”, die bessere Kultivierungsbedingungen fiir die Streptomyceten
bietet. Aufgrund der Ausbildung von Mycel mit geringerem Durchmesser im 96er Format
sind zur Abtrennung von Mycel und Uberstand zwar immer noch Filtrationsplatten
vorzuziehen, alternativ ist jedoch auch eine Zentrifugation von 45 Minuten moglich. Es zeigte
sich, daB der Nachweis auf Catechol 2,3- dioxygenase Aktivitit visuell eindeutig
durchfithrbar war, auBerdem war die quantitative Bestimmung moglich. Etwa zweifach
hohere Absorptionswerte der positiven Werte gegeniiber den negativen und Absorptionswerte
mit nur geringen Schwankungen der positiven bzw. der negtiven Werte, resultierten in einem

quantitativ durchfiihrbaren Assay.
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Aufgrund der Resultate in 96er Mikrotiterplatten wurde dariiberhinaus noch die
Kulivierung im 384er Format durchgefiihrt. Hier zeigte sich eine deutliche Abhingkeit von
der Wahl des Mediums. In den verwendeten komplexen Medien war ein Anwachsen der
Streptomyceten nur noch in etwa 50 Prozent der Fille zu beobachten. Mit dem
halbsynthetischen RS Medium gelang die Kultivierung in iiber 95 Prozent der Fille. Eine
Erklarung hierfiir bietet der Einsatz von RS Agarplatten fiir die Regeneration von Protoplasten
bei der Protoplastentransformation. Das R5 Medium bietet den Zellen einen optimalen pH
und optimale Salzkonzentrationen zur Regeneration. Daher kann man annehmen, daf3 durch
die mechanischen Belastungen, die fiir Streptomyceten bei einer Kultivierung in
Mikrotiterplatten entstehen, dhnliche StreSbedingungen fiir das Mycel vorliegen, wie bei der
Protoplastentransformation. In diesem Zusammenhang wurde auch das Ablegen der
Wildtypzellen in der Mikrotiterplatte mit einem Pickroboter getestet. Fiir die Qualitéit des
Beimpfens eines ,,well* zeigte sich der Roboter geeigneter als eine manuelle Durchfiihrung.
Es scheint, daf an der Metallnadel des Roboters definiertere Mengen an Mycel haften, als auf
der rauhen Oberfliche von Zahnstochern. Die unregelméflige Wachstumsform der Kolonien
erwies sich beim ,,Picken der Kolonien mit dem Pickroboter als hinderlich. Die
Bilderkennungssoftware bendtigt fiir die Identifizierung eine runde Form und einen
bestimmten Durchmesser der Kolonie. Dadurch soll gewihrleistet werden, dal bereits
zusammengewachsene Kolonien nicht mehr gepickt werden. Als bester Zeitpunkt fiir das
»Picken® einzelner Streptomycetenkolonien erwies sich das ,,Durchwachsen® durch die
Weichagarschicht bei der Protoplastentransformation. Hierbei haben die Kolonien noch am
ehesten eine symmetrische, runde Form. Allerdings wurden auch hier maximal die Hilfte der
Kolonien erkannt.

Der Assay auf die Catechol-2,3-dioxygenase lie} sich im 384er Format visuell nicht
mehr eindeutig durchfiihren, da die Oxidation des Mediums durch das Catechol zu einer
starken Fehlfarbung fiihrte. Im Vergleich zur Kultivierung im 96er Format wurde eine grof3ere
Abhingigkeit von der optimalen Substratkonzentration festgestellt. Ein eindeutiger Nachweis
konnte mittels Absorptionsmessungen gefiihrt werden. Bei niedrigen Catecholkonzentrationen
wurde eine ausreichend hohe Differenz zwischen positiven und negativen Werten festgellt.
Die Standardabweichung positiver Werte betrug fiinf Prozent, diejenige der negativen Werte
zehn Prozent. Somit liel sich der Assay auch im 384er Format mit hoher Genauigkeit
quantitaiv durchfiihren.

Bei den Messungen der Catechol-2,3-dioxygenase wurde aullerdem eine unterschiedlich

starke Expression in Abhingigkeit des verwendeten Stammes festgestellt. Ein Vergleich der
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Absorptionswerte aus 96 und 384 , well“ Mikrotiterplatten in Abbildung 29 zeigt, daf} S.
lividans TK64 in der Lage ist, in Abhédngigkeit von der Mikrotiterplatte und des Mediums,

zwischen zehn und vierzig Prozent mehr Enzyms zu exprimieren als S. lividans TK23.

= __% S. lividans TK64-pFis-Xyl | |
?;J @ g S. lividans TK23-pFis-Xyl | |
g . E s lividans TK64-pFis-Xyl | |
© é S. lividans TK23-pFis-Xyl | ]
= __% S. lividans TK64-pFis-Xyl | |
?;J @ § S. lividans TK23-pFis-Xyl | |
8 o g S. lividans TK64-pFis-Xyl | |
© g S. lividans TK23-pFis-Xyl | |

0 0,5 1 1,5 2
Absorption [ ]

Abbildung 28: Hintergrund der Absorptionsmessungen im 96 und 384 well Format. Der
Hintergrund wird definiert als Quotient der Absorption des Stammes mit Plasmid und die
Absorption des plasmidfreien Stammes.

Es kann angenommen werden, dal ebenso andere farbstoffabhidngige Assaysysteme in
Streptomyces in dhnlicher Genauigkeit quantitativ durchgefiihrt werden konnen. Somit ist die
Ubertragung von Standard- Mikrotiterplattenassays auf Streptomyces, die Durchfiihrung
betreffend, prinzipiell moglich.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Genbanken aus Boden DNA in Streptomyces erstellt und auf
Enzymaktivitit gescreent werden. In diesem Zusammenhang wurden anfinglich mehrere
Reportergene in Streptomyces exprimiert und verschiedene Methoden zur Transformation von
Streptomyces im Hinblick auf ihre Anwendbarkeit und Effizienz getestet und optimiert. Als
geeignetste Transformationsmethode erwies sich die Protoplastentransformation. Mit dieser
Methode konnten Transformationseffizienzen von 10° cfu/ pg DNA in Streptomyces lividans
erzielt werden und damit ausreichende Werte fiir die Herstellung von Genbanken erhalten
werden. Nach Aufreinigung genomischer DNA aus Bdden wurde eine mehr als 18500 Klone
umfassende Genbank in Streptomyces lividans erstellt und auf Lipase- bzw. Esteraseaktivitét
getestet. Dariiber hinaus wurde untersucht, ob die Gene fiir die Catechol-2,3-dioxygenase und
die BTL2- Lipase, die in verschiedenen Schritten der Aufreinigungsprodzedur von Boden-
DNA eingebracht wurden, in einem anschlieenden Screening aufgefunden werden kénnen.
Durch das Wiederfinden dieser Gene wurde die Durchfiihrbarkeit dieser Methoden
demonstriert. So konnte die Catechol-2,3-dioxygenase in einem von 2200 gescreenten
Kolonien und die BTL2- Lipase in zwei von 3000 gescreenten Kolonien nachgewiesen
werden.

Weiterhin wurde auf den Einsatz von Streptomyceten in verschiedenen Assaysystemen
hingearbeitet, die eine Verwendung von Mikrotiterplatten zum Hochdurchsatz Screening
erfordern. Es konnte gezeigt werden, da3 Mikrotiterplatten im 96er und 384er Format, sowohl
bei Verwendung des halbsynthetischen RS Mediums fiir die Kultivierung von Streptomyces,
als auch fiir die qualitative und quantitative Durchfithrung von Farbassays im Kulturiiberstand

geeignet sind.
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