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6       Abkürzungsverzeichnis

Abkürzungsverzeichnis

as isolated Protein im Grundzustand, z.B. nach der Reinigung

ASM American Society for Microbiology 

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

bp Basenpaare

C-terminal Carboxy-terminal

CCP(s) Cytochrom c Peroxidase(n)

CD Zirkulardichroismus (circular dichroism) 

CoA Coenzym A

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EPR Elektronen-paramagnetische Resonanz

et al. et alii (und andere) 

ff und folgende

g Gramm

GHz Gigahertz

HC High capacity

His-Tag Histidin-Tag (üblicherweise sechs hintereinanderliegende Histidinreste)

HPLC High performance liquid chromatography 

IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase

K Kelvin

LB Lysogeny broth (oft auch als Luria Bertani bezeichnet)

LC-MS Flüssigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung

Lcp (lcp) Latex clearing protein (Gen)

LcpVH2 Lcp aus Gordonia polyisoprenivorans Stamm VH2

MADH Methylamin Dehydrogenase

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight

MauG Methylamine utilisation protein 
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Mbp Megabasenpaare

N-terminal Amino-terminal

nm Nanometer

NR Natürlicher Kautschuk (natural rubber)

ODTD 12-oxo-4,8-dimethyltrideca-4,8-dien-1-al (RoxA-Hauptspaltprodukt)

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese

PCR Polymerase Kettenreaktion

Q-Banden
α-Bande und β-Bande im UVvis-Spektrum von Cytochromen (zwischen ca. 
500 - 600 nm)

RoxA (roxA) Rubber oxygenase A (Gen)

RoxACco Rubber oxygenase A aus Corallococcus coralloides BO35

RoxAHoc Rubber oxygenase A aus Haliangium ochraceum

RoxAMfu Rubber oxygenase A aus Myxococcus fulvus HW-1

RoxAXsp. Rubber oxygenase A aus Xanthomonas sp. 35Y 

rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

Sec Sekretorisches System für Proteine

SR Synthetischer Kautschuk (synthetic rubber)

Strep-Lcp 
(strep-lcp)

Lcp mit einem Strep-Tag (entsprechende Gensequenz)

Strep-Tag Tag mit acht Aminosäuren; Affinität zu Strep-Tactin (artifizielles Streptavidin)

TAT Twin-Arginin Transport 

TDO Tryptophan-2,3-Dioxygenase

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

TTQ Tryptophan-Tryptophyl-Quinon

U Units (1 U = 1 µmol / min) 

UVvis Ultraviolet-visible

Wt Wildtyp
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Zusammenfassung

Das  Thema  der  Arbeit  war  die  Charakterisierung  von  RoxA  (Rubber  oxygenase  A)  aus

Xanthomonas sp. 35Y und Lcp (Latex clearing protein) aus Streptomyces sp. K30. Beide Enzyme

initiieren  den  Abbau  von  poly(cis-1,4-isopren),  indem  das  Polymer  in  kleinere  Fragmente

gespalten und den Produkten dabei Aldehyd- sowie Ketogruppen eingefügt werden.

Bei  RoxA wurde  die  Umgebung  des  N-terminalen  Hämzentrums  näher  untersucht,  dem

vermuteten aktiven Zentrum, das im „as isolated“ Zustand an der distalen Seite ein O2-Molekül

bindet.  Anhand  der  dreidimensionalen  Struktur  wurden  hier  verschiedene  Aminosäurereste

ausgewählt und zielgerichtet mutiert. 

Tryptophan  291 (W291)  liegt  auf  der  proximalen  Seite  des  N-terminalen  Hämzentrums  und

interagiert  vermutlich  mit  dem  axialen  Histidinliganden  (H195).  Gereinigtes  RoxA-W291Y

zeigte  eine  Aktivität  von  nur  5%  gegenüber  dem  Wildtyp.  Der  Aktivitätsverlust  und  die

festgestellten veränderten O2-Bindungseigenschaften lassen sich durch eine verringerte Stabilität

oder eine veränderte Positionierung von H195 erklären.

Die Aminosäurereste  Phenylalanin 301 und 317 (F301 und F317) sind besonders nah und in

auffälliger  Orientierung  zur  distalen  Seite  der  N-terminalen  Hämgruppe  lokalisiert.  Eine

Substitution der Reste durch andere Aminosäuren führte zu einem Aktivitätsverlust bei den nativ

gereinigten Muteinen (von 80% Aktivitätsverlust bei RoxA-F301L bis > 99% bei RoxA-F317Y).

Alle Muteine dieser beiden Positionen wiesen veränderte Eigenschaften im UVvis-Spektrum auf,

besonders  im Bereich der  Q-Banden (500 nm -  600 nm),  wo im Zustand „as  isolated"  eine

schwächere Absorption als bei RoxA-Wt deutlich wurde. Bei einer Inkubation mit Pyridin, das zu

einem  Verdrängen  des  hämgebundenen  Sauerstoffs  in  der  Lage  ist,  zeigte  sich  bei  diesen

Muteinen  (bis  auf  RoxA-F301Y)  nahezu  keine  Auswirkung  auf  das  Spektrum.  Dies  wurde

besonders an dem nur schwach ausgeprägten Absorptionssignal bei 549 mm erkennbar, was sie

von RoxA-Wt unterscheidet. Die genannten Eigenschaften lassen sich durch eine verminderte O2-

Bindungsfähigkeit  der  Muteine  im  Vergleich  zu  RoxA-Wt  erklären.  In  RoxA  haben  die

Aminosäurereste  F301  und  F317  demnach  eine  besondere  Rolle  bei  der  Bindung  und

Stabilisierung von molekularem Sauerstoff. Diese Stabilisierung trägt dazu bei, dass RoxA den
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molekularen Sauerstoff im „as isolated“ Zustand über sehr lange Zeit binden kann, ohne oxidativ

inaktiviert  zu  werden.  Diese  Besonderheit  unterscheidet  RoxA  von  anderen  hämhaltigen

Dioxygenasen wie der Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO) und der Indolamin-2,3-Dioxygenase

(IDO). 

Ungewöhnliche  Merkmale  wurden  bei  zwei  untersuchten  Muteinen  festgestellt.  Bei  RoxA-

F317Y ist das Sauerstoffatom des Tyrosinatrests axial an das N-terminale Eisenatom gekoppelt,

wodurch  die  Sauerstoffbindestelle  blockiert  ist.  Infolgedessen  erklärt  sich  der  vollständige

Aktivitätsverlust dieses Muteins.  RoxA-F  301Y interagiert im Gegensatz zu RoxA-F317Y nicht

direkt  mit  dem  Eisenatom  der  Hämgruppe.  Das  gebundene  O2-Molekül  wird  hier  über

Wasserstoffbrücken mit der Hydroxylgruppe des Tyrosins stabilisiert. Aus diesem Grund war ein

Verdrängen von hämgebundenem O2 mit Imidazol bei diesem Mutein nicht möglich, was es von

RoxA-Wt unterscheidet.

Durch  die  heterologe  Expression  RoxA-orthologer  Proteine aus  drei  verschiedenen

Myxobakterien in Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA gelang erstmals eine funktionelle Identifizierung

von RoxA in anderen Gram-negativen Bakterien. Gezeigt werden konnte die Aktivität der nativ

gereinigten RoxA-orthologen Proteine durch die Klärhofbildung entsprechender rekombinanter

Xanthomonas sp. 35Y Stämme auf Latex overlay Agar und einen HPLC-basierten Nachweis des

RoxA-Hauptspaltprodukts  ODTD.  Die  UVvis-spektroskopischen  Untersuchungen  der  RoxA-

orthologen  ergaben  vergleichbare  Ergebnisse  zu  RoxA  aus  Xanthomonas sp.  35Y.

Charakteristisch war auch hier die teilweise scheinbare Reduktion nach Inkubation mit Pyridin,

die durch das Verdrängen von hämgebundenem Sauerstoff zustande kommt. Im UVvis-Spektrum

konnten  nach  Reduktion  mit  Dithionit  die  beiden  Hämzentren  über  die  split-α-Bande

unterschieden  werden,  wie  es  auch  bei  RoxA aus  Xanthomonas sp.  35Y der  Fall  ist.  Ein

Unterschied  ergab  sich  bei  der  Auswirkung  von  β-Carotin  auf  die  Aktivität,  RoxA  aus

Xanthomonas sp. 35Y wurde hierdurch deutlich weniger inhibiert (55% Aktivität) als RoxA aus

Corallococcus  coralloides BO35  (10%  Aktivität).  Dadurch  kann  eine  veränderte

Substratspezifität der RoxA-orthologen Proteine im Vergleich zu RoxA aus Xanthomonas sp. 35Y

angenommen werden. Die in der hier vorliegenden Arbeit untersuchten Aminosäurereste F301,

F317  und  W291  sind  innerhalb  der  RoxA-orthologen  konserviert  und  verdeutlichen  die

Wichtigkeit der Aminosäurereste für diese Enzyme.
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Das  aus  dem  Gram-positiven  Bakterium  Streptomyces sp.  K30 stammende  Lcp konnte  in

Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA funktionell exprimiert werden, was auf Latex overlay Agar durch

den  Nachweis  der  Spaltprodukte  mit  Schiff's-Reagenz  sichtbar  gemacht  wurde.  Eine  neu

etablierte  Zwei-Stufen  Reinigung  von nativem Lcp  erlaubte  eine  erste  Charakterisierung  des

Enzyms.  Das  pH-Optimum  lag  zwischen  7  und  8  in  100  mM  Kaliumphosphatpuffer.

Detergenzien inhibierten die Aktivität vollständig, Imidazol und Dithiothreitol teilweise. Bis auf

Diethyldithiocarbamat hatten andere Chelatbildner keinen inhibitorischen Effekt auf die Aktivität

von Lcp. Bei 37°C zeigte sich eine deutlich höhere temperaturabhängige Inaktivierung für Lcp

als für RoxA.

Die Ausbeute war mit 1,5 mg Lcp pro 12 l Kultur sehr gering, für weitere Untersuchungen wurde

daher Lcp N-terminal mit einem Strep-Tag ausgestattet und in E. coli heterolog exprimiert. Die

Ausbeute steigerte sich so auf das 40-fache (5 mg/l). Die spezifische Aktivität von Lcp wurde auf

Basis  des  verbrauchten  Sauerstoffs  im Reaktionsansatz  ermittelt  (23°C:  1,5 U/mg; 37°C:  4,6

U/mg).  Über  einen  spektroskopischen  Test  und  auch  mittels  MALDI-TOF  Analyse  (Matrix-

assisted  laser  desorption/ionization  -  time  of  flight)  ließ  sich  Lcp  den  b-Typ  Cytochromen

zuordnen. Spektroskopische Untersuchungen mit Imidazol und Kohlenstoffmonoxid offenbarten

eine oxidierte und damit sauerstofffreie Hämgruppe (Fe3+), was im Gegensatz zur Hämgruppe des

aktiven Zentrums von RoxA steht (Fe2+--O2).
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Abstract

The  subject  of  this  thesis  was  the  characterization  of  RoxA (rubber  oxygenase  A)  from

Xanthomonas sp. 35Y and Lcp (latex clearing protein) from Streptomyces sp. K30. Both enzymes

initiate the degradation of poly(cis-1,4-isoprene) by cleaving the polymer to aldehyde- and keto-

group containing fragments.

In RoxA the surrounding of the N-terminal heme center was studied. This is the supposed active

site of the enzyme, it binds a dioxygen molecule in the „as isolated“ state. The three-dimensional

structure of RoxA was used to select several amino acid positions for site-directed mutagenesis. 

Tryptophan  291 (W291)  is  located  at  the  proximal  site  of  the  N-terminal  heme  center.  It

presumably interacts with the axial histidine ligand (H195). Purified RoxA-W291Y showed an

activity of 5% compared to the wildtype. The decreased activity as well as the altered oxygen

binding properties seem to be caused by modified positioning of H195 or stability loss of the

enzyme.

The amino acid residues phenylalanine 301 and 317 (F301, F317) are located in close distance to

the distal  site of the N-terminal heme center.  Substitution with other amino acids resulted in

decreased activity of the purified muteins (from 80% activity loss for RoxA-F301L to >99% for

RoxA-F317Y). All muteins showed altered properties in the UVvis-spectrum, particularly in the

region of the Q-bands (500 nm - 600 nm). Here, a lower absorption as in RoxA-Wt was observed.

In  contrast  to  RoxA-Wt,  an  incubation  with  pyridine,  which  can  replace  the  heme-bound

dioxygen, did not result  in altered UVvis spectra  of the muteins (except  RoxA-F301Y). The

reason for the stated properties of the muteins can be found in a decreased O2-binding ability

compared to RoxA-Wt. Thus, the amino acid residues F301 and F317 are important for binding

and stabilizing the heme-bound dioxygen.  This  contributes to the high stability of dioyxgen-

bound RoxA, a property that distinguishes this enzyme from other heme containing dioxygenases

such as tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO) or indolamine-2,3-dioxygenase (IDO). 
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Unusual characteristics were found for two muteins. In  RoxA-F317Y, the oxygen atom of the

tyrosinate  residue  interacts  with  the  N-terminal  iron,  thereby blocking the  dioxygen  binding

pocket. This explains the complete loss of enzymatic activity. In contrast to RoxA-F317Y, the

tyrosine residue of RoxA-F301Y does not interact with the iron atom of the heme group. Here,

the bound dioxygen is stabilized by hydrogen bonds with the hydroxyl-group of tyrosine.

The heterologous expression of RoxA-orthologous proteins in Xanthomonas sp. 35Y, obtained

from three different myxobacteria, allowed a functional identification of RoxA in other Gram-

negative  bacteria.  The  activity  of  these  proteins  was  demonstrated  with  the  appearance  of

clearing  zones  around  the  corresponding  recombinant  Xanthomonas sp.  35Y strains  and  by

HPLC-based detection of the cleavage product ODTD. The UVvis-spectroscopic properties of

the RoxA-orthologous proteins were similar to RoxA from  Xanthomonas sp. 35Y. Incubation

with pyridine resulted in a partial reduction in the spectrum, triggered by replacement of the N-

terminal bound dioxygen with this compound. Chemical reduction with dithionite resulted in a

split-α-band, similar to RoxA from Xanthomonas sp. 35Y. A difference between RoxA and the

orthologous proteins was shown after incubation with the inhibitor β-carotine (55% activity for

RoxA from  Xanthomonas sp.  35Y,  10%  activity  for  RoxA from  Corallococcus  coralloides

BO35).  This  suggested  a  different  substrate  specificity  of  the  RoxA-orthologous  proteins

compared to RoxA from Xanthomonas sp. 35Y. The amino acid residues F301, F317 and W291,

that  were  studied  in  this  work,  are  conserved  among  the  different  RoxA  proteins.  This

demonstrates the significance of these residues for RoxAs.

Lcp of  the  Gram-positive  bacterium  Streptomyces sp.  K30  was  functionally  expressed  in

Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA. The cleavage products were detected with Schiff's reagent on latex

overlay agar. A new developed two-step purification of native Lcp was established, this allowed a

first  characterization  of  this  enzyme.  The  pH-optimum was  determined  between  7  and 8  in

100 mM  potassium  phosphate  buffer.  Detergents  completely  inhibited  the  activity  of  Lcp,

imidazole and dithiothreitol partially. With the exception of diethyldithiocarbamate, chelators had

no inhibitory effect on Lcp activity. An incubation at 37°C showed that Lcp is stronger affected

by heat dependent inactivation than RoxA. The Lcp yield was increased  40-fold with a Strep-Tag

construct and expression in E. coli (5 mg/l). The specific activity for Lcp was determined (23°C:
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1,5  U/mg;  37°C:  4,6  U/mg).  Lcp  was  assigned  as  b-type  cytochrome by spectroscopic  and

MALDI-TOF analysis. Moreover, incubation of Lcp with imidazole or carbon monoxide revealed

an oxidized, oxygen-free heme-group (Fe3+). This is in sharp contrast to the active site heme of

RoxA (Fe2+--O2).
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 1 Einleitung

 1.1  Kautschuk

Kautschuk, oft auch einfach als Gummi bezeichnet, ist ein Wertstoff mit außergewöhnlichen und

einzigartigen  Eigenschaften,  der  in  der  Industrie,  aber  auch im alltäglichen Leben,  essentiell

geworden ist.  Der Name Kautschuk leitet sich aus der Sprache der Eingeborenen Südamerikas

ab: „ca-hu-chu“ bedeutet soviel wie „weinender Baum" oder „Träne des Holzes“. Eingesetzt wird

Gummi  von der  Menschheit  schon seit  mehreren  hundert  Jahren,  bereits  im 15.  Jahrhundert

wurden daraus Spielbälle für Kinder hergestellt  oder auch Materialien wasserfest abgedichtet.

Eine  erste  wissenschaftliche  Beschreibung  wurde  1736  von  Charles  de  La  Condamine

vorgenommen,  der  auch  die  Gewinnung  von  Kautschuk  schilderte  (Sommer  & Röthemeyer,

2006).

Heute wird zwischen natürlichem (NR) und synthetischem Kautschuk (SR) unterschieden. Als

SR werden verschiedene Polymere bezeichnet, die meist auf Erdölbasis hergestellt werden (Fang

et al., 2001). Der quantitativ bedeutendste ist zweifelsohne Styrol-Butadien-Kautschuk. Über die

Hälfte des gesamten synthetischen Gummis besteht aus diesem Polymer, das hauptsächlich für

die Herstellung von Reifen verwendet wird  (White 2007). Weitere bekannte Vertreter sind der

Chloropren-Kautschuk  (Markenname  Neopren),  der  unter  anderem für  Bekleidungen  genutzt

wird, sowie der Nitril-Kautschuk, welcher beispielsweise in Handschuhen und Dichtungen zum

Einsatz kommt. 

Natürliche Kautschukproduzenten sind neben einigen Pilzen vor allem Pflanzen aus der Klasse

der  Bedecktsamer,  beispielsweise  Korbblütler  wie  der  Löwenzahn  (Taraxacum  sp.),

Wolfsmilchgewächse wie die Guayule (Parthenium argentatum) oder Maulbeergewächse wie der

Gummibaum (Ficus elastica) (Schmidt et al., 2010; Siler et al., 1997).

Die  Latexmilch  dieser  Pflanzen,  in  der  Kautschuk  in  kolloidaler  Form  vorliegt,  dient  dem

Wundverschluss,  da  der  klebrige  Milchsaft  rasch  koaguliert.  Je  nach  Pflanze  besteht  Natur-

kautschuk aus Polyisopreneinheiten, die in cis oder trans Konfiguration, aber auch als Mischung

vorliegen können. Bekannte Vertreter für die Produktion von poly(trans-isopren) sind Palaquium

gutta aus  Asien  sowie  Manilkara  bidentata aus  Mittelamerika.  Der  aus  diesen  Bäumen
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gewonnene Gummi wird als Gutta percha bzw. als Balata bezeichnet. Ein besonderer Fall ist bei

dem aus  Mittelamerika  stammenden Baum  Manilkara chicle vorzufinden,  der  poly(cis/trans-

isopren) zu gleichen Anteilen produziert (Rose & Steinbüchel, 2005). 

 1.2 Die industrielle Kautschuk-Produktion

Über 99% des heute industriell gewonnen Kautschuks stammt aus der Latexmilch des Baumes

Hevea brasiliensis (Thanseem et al.,  2005; Uthup et al., 2011).  Dieser Baum gedeiht in einer

Zone  von  etwa  15°  nördlich  und  südlich  des  Äquators,  gehört  zur  Familie  der

Wolfsmilchgewächse  und  kann  eine  Höhe  von  über  20  Metern  erreichen  (Sommer  &

Röthemeyer,  2006).  Durch „Tapping“,  darunter  versteht  man das  Einritzen  des  Baumstamms

zwischen  Rinde  und  Kambium,  kann  die  Latexmilch  geerntet  werden.  Diese  wird  von

spezialisierten Zellen gebildet, den Laticiferen. Die Gummi-Ausbeute beträgt pro Baum und Jahr

ca.  5 kg und kann über  einen Zeitraum von etwa 25 Jahren fortgeführt  werden  (Sommer &

Röthemeyer, 2006). Die Hauptbestandteile der Latexmilch sind Wasser, Polyisopren (25 - 35%,

siehe  Abb.  1),  Proteine  (1 - 1,8%),  Kohlenhydrate  (1 - 2%)  und  Lipide  (0,4 - 1,1%)

(Subramaniam, 1995).  Der in  der Latexmilch enthaltene Kautschuk (Polyisopren)  besteht  aus

zwei  flankierenden  trans-Isopren-  und  bis  zu  mehreren  zehntausend  cis-1,4-Isopren-

Untereinheiten. Er gehört damit zur Gruppe der Polyterpene.

Abb.  1:  Strukturformel  von Polyisopren aus  Hevea brasiliensis. Das  cis-1,4-Polymer kann bis  zu
10000 Isopreneinheiten enthalten und ist jeweils von zwei trans-Isopren Einheiten flankiert (Tanaka et al.,
1996). 
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Das  Polymer  liegt  in  Latexmilch  als  Emulsion  vor,  die  wenigen  Mikrometer  messenden

Polyisoprentropfen werden hier von einer Schicht aus negativ geladenen Proteinen und Lipiden

umgeben. Auf diese Weise wird eine Aggregation der Kautschukpartikel verhindert und deren

Löslichkeit gewährleistet (Cornish et al., 1999). Bereits kurz nach dem Kontakt der Latexmilch

mit  der  Luft  beginnt  die  Aggregation  der  Kautschukpartikel.  Für  einige  industrielle

Anwendungen muss die Latexmilch als Emulsion vorliegen, weshalb bereits kurz nach der Ernte

Ammonium und gegebenenfalls andere Stoffe wie Antioxidantien hinzugegeben werden, um eine

frühzeitige Aggregation zu verhindern.

Durch die Vulkanisation, um 1840 von Charles Goodyear (USA) und Thomas Hancock (GB)

entwickelt,  gelang  es,  die  Eigenschaften  von  Naturkautschuk  wie  beispielsweise  die

Hitzestabilität,  die  Elastizität  und  die  generelle  Haltbarkeit  entscheidend  zu  verbessern.  Bei

diesem  Prozess  wird  Naturkautschuk  unter  Zusatz  von  Schwefel  erhitzt,  wodurch  die

langkettigen Polyisopreneinheiten durch Schwefelbrücken an den Doppelbindungen quervernetzt

werden.  Durch  zusätzliche  Modifikationen  wie  das  Einlagern  von  Ruß,  Weichmachern,

Antioxidationsmitteln oder Flammenschutzmitteln können diese Eigenschaften weiter modifiziert

und  an  den  jeweiligen  Einsatzzweck  angepasst  werden.  Daher  findet  Naturkautschuk

Verwendung in vielen Produkten, die besonders strapazierfähig und dabei gleichzeitig elastisch

sein müssen. Mit einem Anteil von etwa 75% stellen Autoreifen das Haupteinsatzgebiet dar (Rose

&  Steinbüchel,  2005),  aber  auch  Dichtungsgummis,  Schläuche,  Handschuhe,  Isolierungen,

Kondome und Radiergummis werden aus Naturkautschuk hergestellt. 

Hier wird deutlich, wie wichtig dieser Rohstoff für das heutige Leben geworden ist. Aber bereits

zu Zeiten des Zweiten Weltkrieges war die Abhängigkeit von Kautschuk sehr groß. Im Zuge des

japanischen Vormarsches  in den asiatischen Raum wurden die  Alliierten von der  Kautschuk-

Hauptversorgung  abgeschnitten.  Dies  führte  in  den  USA  zu  staatlich  verordneten

Einschränkungen im Automobilbau und Straßenverkehr. Im Jahr 1942 rief Präsident Roosevelt

die  US-amerikanische  Bevölkerung  dazu  auf,  zuhause  nicht  mehr  benötigten  Gummi  an

speziellen Sammelstellen abzugeben, um die Versorgung des Landes zu gewährleisten. Er wies

auf die Wichtigkeit  dieses Materials  in Kriegszeiten und für die laufende Wirtschaft  hin und

betonte auch, dass moderne Kriegsführung ohne Gummi nicht möglich sei. Ein Zitat aus einer

Rede lautet:
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You and I want the finest and most efficient Army and Navy the world has ever seen (…). That

means rubber - huge quantities of  rubber - rubber for trucks and tanks and planes and gun

mounts - rubber for gas masks and rubber for landing boats. But it is not the Army and Navy

alone which need rubber. The process of production also needs rubber. We need rubber to get our

war workers back and forth to their plants – some of them far from workers' homes. We need

rubber to keep our essential goods and supplies moving (Roosevelt, 1942).

Die  stetig  wachsende  internationale  Nachfrage  an  Gummi  war  der  Grund  für  den  ersten

Kautschukboom in Brasilien um 1860-1920  (Barham & Coomes, 1994), da der Baum  Hevea

brasiliensis ursprünglich in der Region um den Äquator Südamerikas beheimatet war. Während

dieser Zeit erfolgte im Amazonasgebiet ein wirtschaftlicher Aufschwung, bei dem beispielsweise

das Dorf Manaus zur luxuriösen Großstadt heranwuchs. Jedoch gelang es bereits im Jahr 1876

Henry Wickham im Auftrag Großbritanniens, Hevea Samen aus Brasilien heimlich nach Europa

zu überführen  (Sommer & Röthemeyer, 2006). Daraufhin wurde der Baum im Laufe der Jahre

interkontinental  entlang  des  Äquators  verbreitet,  diese  Zone  wird  heute  auch  als

„Kautschukgürtel“  bezeichnet.  Nur  wenige  Jahrzehnte  nach  der  Verbreitung  von  Hevea

brasiliensis wurde  ein  Großteil  des  Gummis  in  Asien  produziert.  Thailand,  Indonesien  und

Malaysia  beherrschen  bis  zum  heutigen  Tag  einen  Großteil  der  gesamten

Naturkautschukproduktion, die laut Angabe des „Malaysian rubber board“ (www.lgm.gov.my) für

das Jahr 2014 etwa 12 Millionen Tonnen betrug. 

Die  Ursache  für  diese  rasante  Ablösung  Brasiliens  als  Kautschuk-Hauptproduzent  ist

mikrobiologischen Ursprungs. Der Schlauchpilz Microcyclus ulei infiziert die Blätter von Hevea

brasiliensis, wodurch der Baum fast immer abstirbt (Lieberei, 2007). Angelegte Hevea-Plantagen

sind besonders verwundbar, da sich der Pilz aufgrund der räumlichen Nähe der Bäume leicht

ausbreiten kann. Ein bekanntes Beispiel hierfür ist die brasilianische Stadt Fordlandia, die Henry

Ford um 1929 zur Kautschukgewinnung gründete  (Russell, 1942). Nach einigen Jahren waren

alle  Bäume durch  Microcyclus  ulei vernichtet,  wodurch diese Investition von Henry Ford in

einem  finanziellen  Debakel  endete.  So  muss  die  Latexmilch  in  Brasilien  bis  heute  von

wildwachsenden  Bäumen  im  Dschungel  geerntet  werden.  Da  Microcyclus  ulei bis  jetzt  auf

Südamerika  beschränkt  ist,  können  in  Asien  problemlos  große  Plantagen  betrieben  werden,

wodurch eine wesentlich höhere Wirtschaftlichkeit erreicht werden kann. 
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 1.3 Der natürliche Abbau von Kautschuk

Trotz  der  seit  über  100  Jahren  kontinuierlichen  Produktion  und  Freisetzung  von

Kautschukprodukten lässt sich keine Anhäufung des Polymers in der Biosphäre beobachten, was

sich anderenfalls durch anfallenden Reifenabrieb an den Rändern von Straßen bemerkbar machen

würde.  Dies  lässt  sich  durch  die  biologische  Abbauleistung  verschiedener  Mikroorganismen

erklären,  die  das  Polyisopren  als  Kohlenstoffquelle  nutzen  können.  Allerdings  schreitet  der

Abbau von Kautschuk vergleichsweise langsam voran,  was sich auch in den relativ geringen

Wachstumsraten  der  beteiligten  Mikroorganismen  widerspiegelt.  Aufgrund  dessen  und  auch

durch die Tatsache, dass in der Vergangenheit eher auf eine erhöhte Haltbarkeit von Kautschuk

als  auf  dessen  Abbaubarkeit  Wert  gelegt  wurde,  ist  es  nicht  verwunderlich,  dass  die

Abbaumechanismen nicht oder nur unvollständig untersucht wurden. Für eine umweltgerechte

Entsorgung  des  anfallenden  Kautschuk-Abfalls  ist  jedoch  eine  umfassende  Kenntnis  über

Kautschuk-abbauende Organismen sowie deren Abbauwege von großer Bedeutung. 

Erste Untersuchungen zum biologischen Abbau von Kautschuk durch Mikroorganismen wurden

bereits am Anfang des 20. Jahrhunderts durchgeführt (Söhngen & Fol, 1914). Hier konnte gezeigt

werden, dass Actinomyces fuscus und Actinomyces elastica auf der Basis von Kautschuk wachsen

können  und  dabei  kleine  Löcher  in  einer  dünnen  Naturkautschukschicht  entstehen.  Der

Kautschuk wurde demnach von den Bakterien assimiliert.

Eine  andere  Möglichkeit  den  Abbau von Kautschuk nachzuweisen  liegt  in  der  Nutzung von

Latex  overlay  Agarplatten.  Hier  wird  eine  Agarplatte  mit  einer  dünnen  Schicht  Latexagar

überzogen.  Organismen,  die  Kautschuk  als  Kohlenstoffquelle  nutzen  können,  sind  zu  einem

Wachstum auf diesen Platten fähig. Hierbei kann ein extrazellulärer Abbau von Naturkautschuk

anhand der  Bildung von Klärhöfen um die entsprechende Kolonie nachgewiesen werden.  So

konnten erstmals Aktinomyceten beschrieben werden, die zu einer Klärhofbildung befähigt sind

(Spence  &  van  Niel,  1936).  Diese  Technik  ermöglicht  infolgedessen  die  Unterscheidung

zwischen klärhofbildenden und nicht-klärhofbildenden Organismen.

Auch Pilze sind zu einem Kautschuk-Abbau in der Lage. Erste Untersuchungen hierzu zeigten

einen Gewichtsverlust des Polymers bei gleichzeitiger Zunahme der Biomasse von  Penicillium

und  Aspergillus (de  Vries,  1928).  Ein  Wachstum auf  Kautschuk  konnte  auch  für  Monascus
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rubber und  Monascus purpureus beschrieben werden  (Schade, 1937). Durch die Abnahme des

durchschnittlichen Molekulargewichts von Polyisopren bei gleichzeitiger Senkung der Viskosität

konnten Cladosporium cladosporioides und Fusarium solani ebenfalls als Latex-abbauende Pilze

identifiziert werden  (Borel et al., 1982). Diese Methoden zur Identifizierung neuer Kautschuk-

Abbauer werden bis heute angewandt, so konnten jüngst weitere Aspergillus-Arten als poly(cis-

1,4-isopren)-spaltende Organismen identifiziert werden (Ismail et al., 2013). 

Bei den bis jetzt angeführten Beispielen des Kautschuk-Abbaus handelte es sich immer um den

Abbau des in der Industrie praktisch ausschließlich eingesetzten poly(cis-1,4-isopren). Bakterien

sind aber auch zu einer Spaltung von poly(  trans  -1,4-isopren) fähig (Warneke et al., 2007). Alle

sechs  der  untersuchten  Isolate  konnten  über  eine  16S-rDNA Analyse  der  Gattung  Nocardia

zugeordnet werden. Bewiesen wurde die Assimilierung des trans-Polymers durch die Freisetzung

des  Stoffwechselprodukts  Kohlenstoffdioxid.  Interessanterweise  waren  diese  Nocardien  auch

dazu in der Lage, das cis-Polymer zu verwerten. Dies ist auch bei Nocardia nova SH22a der Fall.

Bei einer Mutationsanalyse von N. nova SH22a konnte gezeigt werden, dass spezifische Defizite

bei dem Abbau von Polyisopren immer das trans-Polymer, jedoch nie das cis-Polymer betrafen.

Hieraus  folgerten  die  Autoren  unter  anderem,  dass  viele  Abbauschritte  der  beiden  Polymere

identisch sind, der Abbau des trans-Polymers aber zusätzliche Schritte beinhalten könnte (Luo et

al., 2013).

Die  Frage,  ob  Mikroorganismen  auch  zu  einem  Abbau  von  vulkanisiertem  Naturkautschuk

befähigt sind, versuchte man bereits im Jahr 1942 zu klären. Nach Zugabe von vulkanisierten

Kautschukpartikeln zu Meerwasser stieg der Sauerstoffverbrauch an, was als ein Hinweis für eine

Abbauleistung gesehen wurde (Zobell & Grant, 1942). In anderen Experimenten wurde gezeigt,

dass  vulkanisierte  Kautschuk-basierte  Kabelisolierungen  im  Erdreich  von  Mikroorganismen

angegriffen  und  beschädigt  werden  können.  Weiterhin  konnte  verdeutlicht  werden,  dass

synthetischer Gummi in den durchgeführten Experimenten langsamer angegriffen wurde (Blake

& Kitchin, 1949). Erstmalig gelang es Rook, zwei Streptomyceten-Stämme zu isolieren und in

Reinkultur  einen  Abbau  von  vulkanisiertem  Naturkautschuk  sichtbar  zu  machen.  Durch  die

Einwirkung  dieser  Stämme  auf  einen  Dichtungsring  waren  deutliche  makroskopische

Veränderungen im Material, wie beispielsweise Löcher, erkennbar (Rook, 1955). 
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Mittlerweile  sind  viele  Organismen  beschrieben,  die  natürlichen  Kautschuk,  synthetisches

Polyisopren oder vulkanisierten Kautschuk abbauen können  (Bode et al., 2001; Tsuchii et al.,

1985;  Yikmis  &  Steinbüchel,  2012b).  Die  meisten  lassen  sich  den  Actinobacteria  zuordnen

(Heisey & Papadatos, 1995; Jendrossek et al., 1997). Wie bereits erwähnt, können die Kautschuk-

abbauenden Organismen mit Hilfe von Latex overlay Agarplatten in zwei Kategorien eingeteilt

werden:

(i)  Die  nicht-klärhofbildenden Organismen  gehören  häufig  der  Corynebacterium-Nocardia-

Mycobacterium-Gruppe an,  sie benötigen einen direkten Kontakt  zum Substrat.  Einige dieser

Vertreter gehören zu den potentesten Kautschuk-abbauenden Organismen, die bisher beschrieben

wurden, beispielsweise Gordonia sp.  Stamm VH2,  Gordonia westfalica  Stamm Kb1, Nocardia

farcinica und Mycobacterium fortuitum Stamm NF4 (Ibrahim et al., 2006; Linos et al., 2000b;

Rose  &  Steinbüchel,  2005). Bisher  wurden  nur  wenige  Gram-negative  Bakterien  mit  der

Fähigkeit  des  Kautschuk-Abbaus  gefunden.  Zu  der  hier  vorgestellten  Gruppe  der  nicht-

klärhofbildenden Vertreter  zählen einige Pseudomonas Arten und  Acinetobacter calcoaceticus

(Bode et al., 2000, 2001; Linos et al., 2000).

(ii) Die klärhofbildenden Organismen benötigen keinen direkten Kontakt zum Substrat. Sie sind

dazu in der Lage, das Kohlenwasserstoff-Polymer mit extrazellulären Enzymen zu spalten und

die Abbauprodukte zu assimilieren, wodurch eine Klärhofbildung um die Kultur sichtbar wird.

Vertreter dieser Organismen gehören häufig den Streptomyceten an, beispielsweise Streptomyces

griseus 1D und Streptomyces coelicolor 1A (Bode et al., 2001; Jendrossek et al., 1997). 

Auch  Streptomyces sp. K30 und  Xanthomonas sp. 35Y gehören zu dieser Gruppe  (Rose et al.,

2005b; Tsuchii & Takeda, 1990). Die aus diesen Bakterien stammenden Proteine Lcp und RoxA

sind  für  die  initiale  poly(cis-1,4-isopren)-Spaltung  verantwortlich  und  wurden  in  der

vorliegenden  Arbeit  näher  untersucht.  Daher  werden  diese  Enzyme  und  die  entsprechenden

Bakterienstämme im weiteren Verlauf genauer vorgestellt. 
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 1.4 Xanthomonas sp. 35Y

Lange Zeit  war  Xanthomonas sp.  35Y das einzige beschriebene Kautschuk-abbauende Gram-

negative Bakterium, das zu einer Klärhofbildung auf Latex overlay Agarplatten befähigt war, bis

vor  einiger  Zeit  Rhizobacter  gummiphilus sp.  Stamm NS21  (zuvor:  Methylibium sp.  Stamm

NS21) ebenfalls dieser Gruppe zugeordnet werden konnte (Imai et al., 2011, 2013). Der Stamm

Xanthomonas sp. 35Y wurde im Jahr 1990 von Tsuchii und Takeda erstmals beschrieben und

auch taxonomisch zugeordnet. Es handelt sich hierbei um ein obligat aerobes Stäbchenbakterium

mit einer Größe von ca. 0,6 x 3-5 µm, die Motilität wird durch 1-2 polare Flagellen gewährleistet.

Kolonien weisen eine deutlich gelbliche Färbung auf, was durch ein wasserunlösliches Pigment

zustande kommt  (Tsuchii & Takeda, 1990). Später wurde gezeigt, dass es sich bei dem gelben

Pigment  um  ein  Xanthomonadin-Derivat  handelt.  Der  Stamm  konnte  den  γ-Proteobakterien

zugeordnet  werden,  er  ist  jedoch  nur  bedingt  mit  anderen  Xanthomonas-Spezies  verwandt

(Kerkhoff,  2001).  Inzwischen  konnte  die  chromosomale  DNA von  Xanthomonas sp.  35Y

erfolgreich sequenziert werden, lediglich 126 Lücken in der DNA-Sequenz sind noch vorhanden

(Universität Göttingen, Genomische und Angewandte Mikrobiologie, Prof. Dr. Rolf Daniel). Das

Genom umfasst  etwa  8  Mbp  und  beinhaltet  über  6900  codierende  Sequenzen,  damit  ist  es

deutlich umfangreicher als das von bekannten Xanthomonas-Spezies (um 5 Mbp oder weniger)

(Bolot  et  al.,  2013;  Lee et  al.,  2005;  da Silva et  al.,  2002;  Simpson et  al.,  2000).  Trotz  der

Genomseqenzierung war es bisher nicht möglich,  Xanthomonas sp. 35Y taxonomisch genauer

einzuordnen.

 

 1.5 Rubber oxygenase A (RoxA)

Tsuchii und Takeda konnten im Jahr 1990 erstmals zeigen, dass sich im Kulturüberstand von

Xanthomonas sp. 35Y ein Protein befindet, das zu einer Spaltung von poly(cis-1,4-isopren) in der

Lage ist. Das Hauptabbauprodukt dieses Enzyms, nun bekannt als RoxA, ist ODTD (12-oxo-4,8-

dimethyl-trideca-4,8-dien-1-al).  Es  weist  ein  Rückgrat  aus  drei  Isopreneinheiten  auf  (C15-

Molekül)  und wird von einer  Keto-  sowie einer  Aldehydgruppe flankiert  (Tsuchii  & Takeda,

1990).  Durch  eine  Peptidsequenz-Analyse  von  RoxA  konnten  zwei  typische  Cytochrom c
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Hämbindemotive (CXXCH) gefunden werden, die es als ein Dihäm c-Typ Cytochrom ausweisen

(Jendrossek & Reinhardt, 2003). Bei Versuchen mit 18O2 gelang der Nachweis des Einbaus beider

Sauerstoffatome in ODTD (Abb. 2), bei der katalytischen Reaktion handelt es sich also um einen

Dioxygenase-Mechanismus  (Braaz  et  al.,  2005a).  Weiterhin  konnten  neben  dem

Hauptabbauprodukt ODTD andere Nebenprodukte nachgewiesen werden (C10 bis C30-Moleküle),

die sich nur in der Anzahl der vorhandenen Isopreneinheiten voneinander unterscheiden. Diese

werden  im  Vergleich  zu  ODTD  aber  wesentlich  seltener  gebildet,  das  am  häufigsten

anzutreffende Nebenprodukt ist das C20-Molekül mit etwa 11% der relativen Menge von ODTD

(Braaz et al., 2004).

Abb.  2: RoxA-abhängige Spaltung
von  poly(cis-1,4-isopren). Bei  der
Reaktion  handelt  es  sich  um einen
Dioxygenase-Mechanismus.  Haupt-
abbauprodukt ist ODTD, es konnten
aber  auch  weitere  Nebenprodukte
nachgewiesen werden (n = 0 - 4).

Durch die Aufreinigung des nativen Enzyms aus dem Kulturüberstand von Xanthomonas sp. 35Y

konnte  eine  spektroskopische  Charakterisierung  vorgenommen  werden  (Braaz  et  al.,  2004).

Hierbei zeigte sich im UVvis-Spektrum, dass RoxA sowohl im „as isolated“ Zustand als auch im

chemisch  reduzierten  Zustand  (Dithionit)  typische  Merkmale  eines  c-Typ  Cytochroms

innewohnen. Eine Besonderheit stellen die eng beieinander liegenden, nahezu gleich intensiven

Absorptionsmaxima bei 549 nm und 553 nm dar, die RoxA als ein Cytochrom mit einer split-α-

Bande ausweisen (Abb. 3).
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Abb. 3: UVvis-Spektren von RoxA „as isolated“ (grau) und Dithionit-reduziert (schwarz), rechts ist
der  Bereich  der  Q-Banden  (ca.  500  -  600  nm)  vergrößert  dargestellt. Die  für  RoxA typischen
Absorptionsmaxima liegen „as isolated“ bei 407 nm (Soret-Bande) und 534 nm (β-Bande), auch kann ein
schwaches Signal um 573 nm (α-Bande) erkannt werden. Reduziert sind die Maxima bei 417 nm (Soret-
Bande), 521 nm (β-Bande), 549 nm und 553 nm (beides α-Banden) sichtbar. Die zuletzt Genannten stellen
eine Besonderheit dar, wodurch sich RoxA zur Gruppe der split-α Cytochrome zuordnen lässt.

Die  beiden  Hämgruppen  von  RoxA  sind  für  die  soeben  genannten  spektroskopischen

Eigenschaften  verantwortlich.  Aufgrund  vorhergehender  Untersuchungen  wird  angenommen,

dass das N-terminale, 5-fach koordinierte Hämzentrum von RoxA für die katalytische Aktivität

verantwortlich ist. Wahrscheinlich liegt hier im „as isolated“ Zustand gebundener molekularer

Sauerstoff vor (Schmitt, 2012). Durch Kristallisation und anschließende Strukturaufklärung war

die dreidimensionale Struktur von RoxA (Abb. 4, links) mit einer Auflösung von 1,8 Å verfügbar

(Hoffmann et al., 2008). Es konnte jedoch keine Aussage über ein O2-Molekül getroffen werden,

das  an  der  N-terminalen  Hämgruppe  assoziiert  sein  könnte.  Es  offenbarte  sich  aber  eine

strukturelle  Ähnlichkeit  zu den bakteriellen Cytochrom  c  Peroxidasen (CCPs),  beispielsweise

sind die Lage und der Abstand der Hämgruppen von RoxA nahezu identisch zu CCPs (Abb. 4,

rechts). Des Weiteren sind einige bei CCPs konservierte Aminosäurereste auch in RoxA zu finden

(z. B. H517 und W302, RoxA Nomenklatur). 

CCPs  sind im Periplasma lokalisiert  und schützen  die  Zelle  vor  der  toxischen Wirkung von

Wasserstoffperoxid,  indem sie dessen Reduktion zu Wasser  katalysieren.  Sie  haben mit  einer

Größe von etwa 35 kDa ein deutlich geringeres Molekulargewicht als RoxA (71,5 kDa) (Arciero

& Hooper,  1994; Fülöp et al.,  1995; Shimizu et  al.,  2001). Trotz der genannten strukturellen

Übereinstimmungen  kann  aber  bei  RoxA  keine  Peroxidaseaktivität  nachgewiesen  werden

(Schmitt et al., 2010). Interessanterweise lassen sich die genannten Verwandtschaftsmerkmale mit
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CCPs auch bei MauG wiederfinden, einem Dihäm Cytochrom  c aus  Paracoccus denitrificans.

Dieses  Enzym  ist  an  der  posttranslationalen  Modifikation  der  Methylamin  Dehydrogenase

(MADH) beteiligt.  Im Laufe der  katalytischen Aktivität  werden 3 x 2 Elektronen auf MauG

übertragen und ein Sauerstoffatom in prä-MADH eingefügt, wodurch der Kofakor von MADH,

Tryptophan-Tryptophyl-Chinon (TQQ), gebildet wird. Trotz dieser Ähnlichkeit zu CCPs ist auch

bei MauG nur eine geringe Peroxidaseaktivität feststellbar  (Jensen et al., 2010; Li et al., 2006;

Shin et al., 2011; Wang et al., 2003).

Abb. 4: Links: Cartoon der dreidimensionalen Struktur von RoxA. Die Sekundärstruktur ist geprägt
von Helices und einem relativ hohen Anteil an Loops. Im Bild sind auch die beiden kovalent gebundenen,
tief im Inneren liegenden Hämzentren (schwarz) zu sehen, die RoxA als ein Dihäm  c-Typ Cytochrom
ausweisen.
Rechts:  Überlagerung der Strukturen von RoxA (schwarz)  und einer bakteriellen Cytochrom  c
Peroxidase aus  Nitrosomonas europaea (grau) im Bereich der Hämzentren. Zu erkennen sind die
nahezu  identische  Lage  und  Ausrichtung  der  Hämzentren  sowie  die  auch  in  bakteriellen  CCPs
konservierten  Aminosäurereste  W302  und  H517.  Des  Weiteren  sind  die  axialen  Liganden  der
Hämgruppen dargestellt. Die Nummerierung der Aminosäurereste bezieht sich auf die Position in RoxA.

 1.6 Latex clearing protein (Lcp)

Das Latex clearing protein (Lcp) wurde erstmals im Gram-positiven Bakterium Streptomyces sp.

K30  identifiziert  und  für  die  Klärhofbildung  dieses  Stamms  auf  Latex  overlay  Agarplatten

verantwortlich gemacht.  Auf den Platten konnten nach einer  Inkubation mit  Schiff's-Reagenz

auch deutliche „Aldehydhöfe“ um  Streptomyces-Spezies sichtbar gemacht werden, die auf die

Aktivität von Lcp zurück zu führen sind. Der nicht-klärhofbildende Streptomyces lividans TK23

erhält  durch  heterologe  Expression  von  Lcp  aus  Streptomyces sp.  K30  die  Fähigkeit  der
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Klärhofbildung (Rose et al., 2005b). Die Analyse der Spaltprodukte mittels präparativer GPC und

MALDI-TOF ergab, dass im Gegensatz zu RoxA nicht ein Hauptprodukt entsteht, sondern eine

Produktmischung.  Lcp  spaltet  poly(cis-1,4-isopren)  daher  wahrscheinlich  an  zufälligen

Positionen der Doppelbindungen innerhalb des Polyisoprenstrangs. Die Produkte tragen alle eine

Aldehyd- sowie eine Ketogruppe, unterscheiden sich jedoch in der Anzahl der Isopreneinheiten

voneinander  (Ibrahim et  al.,  2006).  Der  Grundaufbau der  Lcp-Spaltprodukte  (CH3-CO-CH2  -

[CH2-CH=C(-CH3)-CH2]n-CH2-CHO) ist also identisch zu ODTD, dem Hauptspaltprodukt von

RoxA.

Vergleicht  man  Lcp  mit  RoxA lassen  sich  neben  den  Spaltprodukten  weitere  Unterschiede

feststellen. Die beiden Enzyme zeigen keine signifikante Sequenzhomologie, außerdem weichen

die jeweiligen Molekulargewichte erheblich voneinander ab (Lcp: 41 kDa; RoxA:  71,5 kDa).

Auch ist bei Lcp kein Cytochrom c Hämbindemotiv in der Aminosäuresequenz codiert. Weitere

Unterschiede  sind  bei  der  Sekretion  beider  Enzyme  vorzufinden.  Lcp  wird  über  einen  TAT-

abhängigen Mechanismus transportiert  (Yikmis et al., 2008), während bei RoxA vermutlich das

Sec-System zum Einsatz kommt. 

Bisher  konnte  Lcp  in  allen  darauf  untersuchten  Kautschuk-verwertenden  Gram-positiven

Bakterien nachgewiesen werden. Bemerkenswert ist, dass lcp-Gene in Spezies vorkommen, die

keine Klärhöfe auf Latex overlay Agarplatten bilden, sondern adhäsiv darauf wachsen. Hierzu

gehören beispielsweise  Gordonia  polyisoprenivorans und  Gordonia  westfalica (Bröker  et  al.,

2008). Manchmal ist im Chromosom Kautschuk-abbauender Stämme auch mehr als eine  lcp-

Variante  vorhanden.  Bereits  eines  der  Gene  ist  aber  ausreichend,  um  ein  Wachstum  mit

Kautschuk zu ermöglichen (Hiessl et al., 2012). 

Die Expression und Reinigung von Lcp aus dem homologen Wirtsstamm Streptomyces sp. K30

war bisher problematisch. In anderen Bakterienstämmen wie beispielsweise Escherichia coli oder

Pseudomonas putida führte die Expression zu einem inaktivem Enzym (Yikmis & Steinbüchel,

2012a).  So  konnte  eine  molekularbiologische  Charakterisierung  von  Lcp  bisher  nicht

durchgeführt werden.
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 1.7 Ziel der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist es, weiterführende Einblicke in den mikrobiellen Abbau von Kautschuk zu

erhalten.  Die  Enzyme  der  initialen  Spaltung  von  poly(cis-1,4-isopren)  sollen  dazu  näher

untersucht werden. 

Für RoxA wird hierfür die Umgebung des N-terminalen, aktiven Hämzentrums genauer studiert.

Hierbei sollen Aminosäurereste identifiziert werden, die für eine Interaktion mit den Substraten

verantwortlich  sind  oder  einen  anderen  Einfluss  auf  die  Aktivität  von  RoxA ausüben.  Die

entsprechenden, zu untersuchenden Aminosäurereste sollen anhand der bekannten RoxA-Struktur

ausgewählt,  molekularbiologisch  verändert  und  die  Muteine  später  in  Xanthomonas sp.  35Y

überexprimiert  werden.  Zur  genaueren  Untersuchung der  Muteine  werden Methoden wie  die

UVvis-Spektroskopie,  die  CD-Spektroskopie  und  die  EPR-Spektroskopie  herangezogen,  da

RoxA außergewöhnliche  spektroskopische  Eigenschaften  zeigt,  womit  sich  präzise  Aussagen

über  den aktuellen Zustand der Hämgruppen und deren Umgebung treffen lassen.  Außerdem

sollten  aus  Myxobakterien  stammende,  zu  RoxA-orthologe hypothetische  Proteine  auf  die

Fähigkeit  der  Spaltung  von  poly(cis-1,4-isopren)  geprüft  werden.  Hierzu  werden  diese  in

Xanthomonas sp.  35Y  ΔroxA heterolog  exprimiert.  Durch  Vergleiche  der  Substrat-  und

Inhibitorspezifitäten könnten bei einem direkten Vergleich der Aminosäuresequenzen und auch

der  dreidimensionalen  Strukturen  in  Zukunft  Erkenntnisse  über  die  bis  jetzt  unbekannte

Polyisopren-Bindestelle gefunden werden.

Des Weiteren wird die Expression von Lcp mit  Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA erprobt. Dieses in

einigen Gram-positiven Bakterien vorzufindende, poly(cis-1,4-isopren)-spaltende Enzym konnte

in der Vergangenheit lediglich in geringen Mengen funktionsfähig exprimiert werden, wodurch

eine genaue Beschreibung bisher nicht möglich war. Daher sind bis jetzt die dreidimensionale

Struktur, die Anwesenheit von Kofaktoren und auch der Reaktionsmechanismus nicht bekannt.

Bei  erfolgreicher  Expression  soll  Lcp  gereinigt  und  charakterisiert  werden,  wodurch  sich

Erkenntnisse  im  initialen  Schritt  der  Polyisoprenspaltung  durch  Gram-positive  Bakterien

gewinnen ließen.
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 2 Ergebnisse

 2.1 Der Aminosäurerest Phenylalanin an Position 317 ist essentiell für die 

Aktivität von RoxA (Birke et al., 2012)

Aufgrund  der  Kenntnis  der  dreidimensionalen

Struktur  von  RoxA  war  es  möglich,  die  N-

terminale  Hämgruppe  (rot)  genauer  zu

untersuchen.  Hier  wurde  das  Zentrum  der

katalytischen Aktivität von RoxA vermutet. Dabei

erwies  sich  der  Aminosäurerest  F317  (blau)  als

besonders interessant. In der distalen N-terminalen

Häm-Bindetasche  ist  neben  Histidin  195  (grau)

kein  zweiter  axialer  Ligand  am  Eisenatom

(magenta) zu finden, wodurch dieser Bereich als

besonders wahrscheinlich für eine Substratinteraktion angesehen wurde. Hier besitzt F317 von

allen  Aminosäuren  mit  5  Å den  geringsten  Abstand  zum Eisenatom.  Diese  räumliche  Nähe

suggeriert  eine  wichtige  Rolle  bei  der  Substratinteraktion,  weshalb  diese  Position  genauer

untersucht wurde.

 2.1.1 Klonierung und Expression der RoxA-F317-Muteine

Fünf  verschiedene  RoxA-F317-Muteine  (F317A,  F317H,  F317L,  F317W,  F317Y)  wurden

hergestellt und in Xanthomonas sp. 35Y überexprimiert. Dabei ergaben sich Schwierigkeiten mit

dem zuvor beschriebenen Expressionsvektor p4872.1::roxA (Hambsch et al., 2010), so dass von

Nadja Hambsch die Deletionsmutante  Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA hergestellt wurde. Anstelle

der chromosomalen roxA-Sequenz fand sich nun eine attB-Sequenz, über die ein entsprechender

Vektor  (pNH1)  mit  attP-Sequenz  und  codierender  PhiC31  Integrase  zielgerichtet  in  das

bakterielle Chromosom integriert werden konnte. Dadurch war eine erfolgreiche und zuverlässige

Rhamnose-abhängige roxA-Expression gewährleistet.
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Die  entsprechenden  roxA-F317-Muteinsequenzen  wurden in  den  Expressionsvektor  pNH1

eingefügt, dieser wurde durch Konjugation von Escherichia coli S17-1 in Xanthomonas sp. 35Y

ΔroxA überführt. Die erfolgreiche Expression der Muteine bei vergleichbarer Ausbeute konnte

durch eine SDS-PAGE der unkonzentrierten Kulturüberstände mit anschließender Hämfärbung

gezeigt  werden.  Die  Xanthomonas sp.  35Y  Stämme  mit  den  entsprechenden  RoxA-F317

Muteinen  wurden  dann  auf  Latex  overlay  Agar  überführt  und  mit  Rhamnose  induziert,

anschließend für sechs Tage bei 30°C inkubiert. Die unterschiedlich großen Klärhöfe der Muteine

könnten auf verschiedene Aktivitäten schließen lassen, da die Ausbeute, wie zuvor beschrieben,

vergleichbar war (Abb. 5, links).

 2.1.2 Reinigung von RoxA-F317A und RoxA-F317L

Die Muteine RoxA-F317A und RoxA-F317L wurden über zwei Stufen Tag-frei gereinigt. Die

erste Reinigung erfolgte über einen Anionenaustauscher (Q-Sepharose Fast Flow 50/11, Tris-HCl

pH 8,5), RoxA konnte mit 50 mM NaCl eluiert wurden. Nach erfolgter Umpufferung in 10 mM

Kaliumphosphatpuffer (KPP, pH 6,8) erfolgte  die zweite Reinigung über  eine Hydroxyapatit-

Säule (CHT5-I),  bei  der  gereinigtes  RoxA mit  Hilfe  eines KPP-Gradienten bei  etwa 40 mM

eluiert  werden  konnte. Der  Reinigungserfolg  der  Muteine  wurde  über  eine  SDS-PAGE  mit

anschließender Coomassiefärbung überprüft (Abb. 5, rechts). 

 2.1.3 Bestimmung der relativen Aktivität von RoxA-F317A und RoxA-F317L

Die gereinigten Muteine RoxA-F317A und RoxA-F317L zeigten eine relative Aktivität von 3%

bzw.  10%  zu  RoxA-Wt.  Die  Bestimmung  erfolgte  über  einen  Aktivitätsassay,  die  Enzyme

inkubierten  hier  für  drei  Stunden  bei  37°C  mit  Latexmilchemulsion  (0,2%  Polyisopren).

Anschließend wurde das Hauptabbauprodukt ODTD mittels Ethylacetat extrahiert, getrocknet, in

Methanol aufgenommen und über eine eine HPLC analysiert (RP-8 Säule). Die dabei ermittelten

Flächen für das ODTD-Signal von RoxA-Wt (festgelegt auf 100% relative Aktivität) und der

Muteine wurde anschließend miteinander verglichen.
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Abb.  5:  Links:  Xanthomonas sp.  35Y Expressionskulturen  der  RoxA-F317-Muteine  auf  Latex
overlay Agarplatten. Die Inkubation der Kulturen erfolgte für sechs Tage bei 30°C. Zu erkennen sind
Klärhöfe unterschiedlicher Größen, ausgelöst durch den entsprechenden Aminosäureaustausch in RoxA an
der Position F317. In der Abbildung notiert ist die Größe des Klärhofs, die eine erste Abschätzung der
relativen  Aktivitäten  zu  RoxA-Wt  ermöglicht.  Auch  aufgeführt  ist  die  relative  Aktivität,  die  für  die
gereinigten Muteine im Vergleich zu RoxA-Wt ermittelt wurde. 
Rechts: SDS-PAGE (Coomassiefärbung) der gereinigten RoxA-Varianten RoxA-Wt, RoxA-F317A
und RoxA-F317L. Zu erkennen ist eine hohe Reinheit aller Proteine.

 2.1.4 UVvis-spektroskopische Untersuchung von RoxA-F317A

Das Mutein RoxA-F317A wurde UVvis-spektroskopisch genauer untersucht und mit RoxA-Wt

verglichen (Abb. 6). Bei der Soret-Bande erfolgte für das Mutein eine leichte Verschiebung von

406,5 nm zu 405,5 nm, weiterhin war eine leichte Erhöhung der Absorption zwischen ~350 nm

und 380 nm zu erkennen. Eine besonders deutliche Veränderung ergab sich im Bereich der Q-

Banden (500 nm - 600 nm), wobei zunächst eine generell schwächere Absorption bei dem Mutein

erkennbar war. Des Weiteren zeigte RoxA-F317A eine Blauverschiebung des 536 nm Maximums

auf 530 nm, auch war die schwache Absorptionsschulter um 573 nm nicht mehr erkennbar. Im

reduzierten  Zustand  (Dithionit)  ergab  sich  für  RoxA-F317A  ebenfalls  eine  Erhöhung  der

Absorption  zwischen  ~350  nm  und  380  nm,  außerdem  war  bei  549  nm  eine  leichte

Abschwächung des Signals sichtbar.
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Abb.  6: UVvis-Spektren von RoxA-Wt (A) und RoxA-F317A (B),  rechts  ist  der Bereich der Q-
Banden jeweils vergrößert dargestellt.
Oben: „as isolated“.  Das Mutein zeigt bei der Soret-Bande eine Blauverschiebung von etwa 1 nm und
auch  eine  erhöhte  Absorption  zwischen  ~350  nm  und  380  nm.  Die  Q-Banden  sind  weniger  stark
ausgeprägt und etwas in den kürzeren Wellenlängenbereich verschoben. 
Unten: Dithionit-reduziert (Stickstoff-Atmosphäre)
Die Soret-Bande hat in beiden Fällen ein Maximum bei 418 nm. Wie auch im „as isolated“ Zustand fällt
bei RoxA-F317A eine leichte Erhöhung der Absorption zwischen ~350 nm und 380 nm auf, außerdem ist
bei 549 nm eine leichte Abschwächung des Signals sichtbar.
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Eine weitere UVvis-spektroskopische Untersuchung wurde in Gegenwart des bekannten RoxA

Inhibitors Pyridin durchgeführt  (Abb.  7).  Hier zeigten sich erhebliche Unterschiede zwischen

dem Mutein und dem Wildtyp.  Bei  RoxA-Wt wurde durch Pyridin eine scheinbare teilweise

Reduktion eines der Hämzentren erreicht, sichtbar an den entstehenden Q-Banden bei 549 nm

und 521 nm sowie einer Verschiebung/Verbreiterung der Soret-Bande mit einem neuen Maximum

bei 413 nm. Dieser Effekt von Pyridin auf RoxA-Wt wurde bereits zuvor beschrieben (Schmitt,

2010).  Bei  RoxA-F317A war  hingegen  nahezu  keine  Veränderung  im  UVvis-Spektrum  zu

bemerken. 

Abb. 7: UVvis-Spektren von RoxA-Wt und RoxA-F317A „as isolated“ (A) und in Anwesenheit von
5 mM Pyridin (B), rechts ist der Bereich der Q-Banden jeweils vergrößert dargestellt.
Oben: RoxA-Wt.  In Gegenwart  von Pyridin ist  eine deutliche Verschiebung/Verbreiterung der Soret-
Bande mit einem neuen Maximum bei 413 nm sichtbar. Außerdem werden neue Signale im Bereich der
Q-Banden bei 549 nm und 521 nm deutlich, die eine teilweise Reduktion von RoxA zeigen. Zu beachten
ist das Fehlen der 553 nm Bande, die im Falle einer vollständigen chemischen Reduktion mit Dithionit zu
sehen ist (vgl. Abb. 6)
Unten: RoxA-F317A. Pyridin hat im Gegensatz zu RoxA-Wt nur eine sehr schwache Auswirkung auf das
Mutein.
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 2.2 Das Mutein RoxA-F317Y

Das Mutein RoxA-F317Y konnte neben RoxA-F317A und RoxA-F317L ebenfalls gereinigt und

charakterisiert werden. Das Vorgehen erfolgte analog zu RoxA-F317A (siehe Kapitel  2.1, Seite

27ff).  Die Aktivität  wurde über  die  HPLC-basierte  Analyse von ODTD bestimmt,  sie  betrug

weniger als  1% der Aktivität  von RoxA-Wt. Es zeigte sich kein Klärhof der entsprechenden

Expressionskultur  auf  Latex  overlay  Agar  (vgl.  Abb.  5).  Die  korrekte  Faltung  und  eine

vergleichbare  Hitzestabilität  wie  für  RoxA-Wt  konnte  mittels  CD-Spektroskopie  und

Schmelztemperaturbestimmung (beide um 55°C) gezeigt werden. Eine UVvis-spektroskopische

Untersuchung  von  RoxA-F317Y „as  isolated“  ergab  insgesamt  ähnliche  Ergebnisse  wie  für

RoxA-F317A, auch hier war keine Absorptionserhöhung bei 573 nm erkennbar, wie es für RoxA-

Wt charakteristisch ist (Abb. 8, rechts). Zu beobachten war jedoch eine sehr schwache Erhöhung

der Absorption um 600 nm, die bei keiner der anderen untersuchten RoxA-Varianten (RoxA-Wt,

RoxA-F317A, RoxA-F317L) detektiert werden konnte (Abb. 8, links und Abb. 6, Seite 30). Eine

Inkubation  von  RoxA-F317Y  mit  Pyridin  zeigte  nur  schwache  Auswirkungen  im  UVvis-

Spektrum.  Es  ergab  sich  nahezu  keine  Soret-Verschiebung zu  längeren  Wellenlängen  und es

zeigten sich nur geringe Auswirkungen im Bereich der Q-Banden bei 521 nm und 549 nm, was

dieses Mutein von RoxA-Wt unterscheidet (Abb.  8,  rechts).  Insgesamt ähneln die Ergebnisse

denen von RoxA-F317A (siehe dazu Abb. 7, Seite 31).

Eine  Untersuchung  von  RoxA-F317Y  über  die  EPR-Spektroskopie  zeigte  deutliche

Veränderungen  im Vergleich  zu  RoxA-Wt,  da  hier  drei  neue,  scharf  abgetrennte  Signale  zu

erkennen  waren  (gz=2,67,  gy=2,22,  gx=1,81),  die  auf  eine  zusätzliche  rhombische  Spezies

schließen lassen (Abb. 9). 
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Abb. 8 : UVvis-Spektren von RoxA-Wt (schwarz), RoxA-F317Y (grün) und RoxA-F317L (rot). Die
Q-Banden sind vergrößert dargestellt.
Links: „as isolated“. Die Muteine haben weniger ausgeprägte Q-Banden mit einer Blauverschiebung um
3 - 4 nm. Bei 573 nm erscheint bei RoxA-Wt ein Maximum, welches in allen gereinigten RoxA-F317-
Muteinen fehlt. Erkennbar ist auch eine leichte Erhöhung der Absorption um 600 nm bei RoxA-F317Y.
Rechts: Mit Pyridin (5 mM, 1 h bei RT). Eine Behandlung von RoxA-Wt mit Pyridin wird im Spektrum
durch eine teilweise scheinbare Reduktion von RoxA sichtbar. Deutlich wird dies vor allem durch das
Auftreten der Signale bei 521 und 549 nm. Dieser Effekt war bei allen RoxA-F317-Muteinen deutlich
weniger ausgeprägt.

Abb.  9:  EPR-Spektrum  von  RoxA-
Wt (schwarz) und RoxA-F317Y (rot)
„as  isolated“. Messparameter:
Temperatur  10  K,  Frequenz:  9,478
GHz,  Gain:  105. Zu  sehen  sind
deutliche Unterschiede in den Spektren.
RoxA-F317Y  weist  eine  zusätzliche
intensive  low-spin-Spezies mit scharfer
rhombischer Signalaufspaltung auf (gz=
2,67; gy=2,22; gx=1,81). 
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 2.3 RoxA: Die Position F301

Durch spektroskopische Untersuchungen an RoxA-Wt wurde bereits vermutet, dass molekularer

Sauerstoff am N-terminalen Hämzentrum gebunden ist (Schmitt, 2012). Die zu diesem Zeitpunkt

bekannte  RoxA Struktur  erlaubte  jedoch  keine  Aussage  über  ein  mögliches  assoziiertes  O2-

Molekül.  Erst durch weitere kristallographische Analysen wurde die O2-Bindung an RoxA „as

isolated“ zur Gewissheit (Seidel et al., 2013). 

Neben  dem  bereits  vorgestellten

Aminosäurerest  Phenylalanin  an  Position

317 konnte ein weiteres Phenylalanin (F301)

identifiziert  werden,  welches  auf  der

gegenüberliegenden  Seite  von  F317

lokalisiert  und  etwa  1 Å  weiter  vom

Eisenatom  (magenta)  des  N-terminalen

Hämzentrums  (rot)  entfernt  ist.  Eine

genauere  Betrachtung  des  N-terminalen

Hämzentrums  zeigt,  dass  die  beiden  Reste  F301  und  F317  (blau)  in  auffallender  Nähe  und

Ausrichtung  zu  dem  gebundenen  O2-Molekül  (grün)  stehen.  Aufgrund  der  Bedeutung  von

Position F317 auf die Aktivität von RoxA wurden die Muteine RoxA-F301L und RoxA-F301Y

exprimiert und gereinigt. 

Die Expression der Muteine konnte über eine SDS-PAGE nachgewiesen werden. Die Aktivitäten

von gereinigtem RoxA-F301L (20%) und RoxA-F301Y (11%) wurden ermittelt, ferner konnte

für RoxA-F301L über die CD-Spektroskopie die Integrität der Struktur des Proteins verifiziert

werden.

Untersuchungen im UVvis-Spektrum wurden in gleicher Weise durchgeführt wie mit den RoxA-

F317-Muteinen  (vgl.  Kapitel  2.1.4).  Für  RoxA-F301L  ergaben  sich  hierbei  vergleichbare

Ergebnisse wie für die RoxA-F317-Varianten, allerdings etwas weniger stark ausgeprägt (siehe

dazu Abb. 8, Seite 33), was auch mit der relativ hohen Aktivität korrelierte. RoxA-F301Y wies

jedoch einige bemerkenswerte Eigenschaften auf, die im Folgenden näher gezeigt werden sollen.
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 2.3.1 RoxA-F301Y

Bei  einer  Betrachtung  der  Aktivität  von  RoxA-F301Y in  Anwesenheit  der  bekannten  RoxA

Inhibitoren Pyridin und Imidazol ließen sich erhebliche Unterschiede zu RoxA-Wt feststellen.

Wie bereits beschrieben, löst der RoxA Inhibitor Pyridin eine teilweise Reduktion des Enzyms

aus, sichtbar an den neuen Signalen bei 521 nm und 549 nm im UVvis-Spektrum (vgl. Abb. 7,

Seite  31).  Imidazol  zeigt  ähnliche  Auswirkungen,  ist  jedoch  ein  etwas  schwächerer  RoxA-

Inhibitor  und  benötigt  für  die  Veränderungen  im  UVvis-Spektrum  von  RoxA eine  längere

Zeitspanne.  Die  Aktivität  von  RoxA-F301Y wurde  durch  Pyridin  und  Imidazol  wesentlich

weniger  inhibiert  als  die  des  Wildtyps.  Besonders  deutlich  sind  diese  Unterschiede  bei  der

Hemmung mit Pyridin, das im Fall von RoxA-Wt einen nahezu vollständigen Aktivitätsverlust

verursachte (4%), RoxA-F301Y zeigte hingegen noch eine residuale Aktivität von 45%  (Abb.

10). 

Abb.  10: Relative Aktivitäten von RoxA-Wt und
RoxA-F301Y  in  Anwesenheit  der  Inhibitoren
Pyridin  und  Imidazol  (je  1  mM). Die  relativen
Aktivitäten der Inhibitoren beziehen sich auf 100%
Aktivität des jeweiligen Enzyms ohne Inhibitor. Zu
erkennen ist, dass das Mutein deutlich weniger von
den  Inhibitoren  beeinflusst  wird,  als  es  für  den
Wildtyp der Fall ist.

Die Interaktion  von  RoxA-F301Y  mit  den  beiden Inhibitoren  wurde  auch  durch  die  UVvis-

Spektroskopie  untersucht.  Im  „as  isolated“  Zustand  war  das  Mutein  mit  dem  Wildtyp

vergleichbar. Die bekannte Auswirkung der teilweisen Reduktion durch Imidazol trat bei RoxA-

Wt im Laufe von etwa 100 Minuten ein, bei RoxA-F301Y verblieb das Spektrum hingegen im

„as isolated“ Zustand. Nach Zugabe von 2 mM Pyridin zu diesem Ansatz war für RoxA-F301Y

nach 20 Minuten eine langsame, teilweise Reduktion feststellbar. Bei RoxA-Wt konnte dagegen

nur noch eine schwache Erhöhung des Signals bei 549 nm erkannt werden, da zu Beginn bereits

eine hohe Absorption vorlag. Die gesamte Absorptionszunahme der beiden Proteine im Bereich

von 549 nm war in etwa vergleichbar (Abb. 11). 
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Abb. 11: Spektren von RoxA-Wt (links) und RoxA-F301Y (rechts) im Bereich der Q-Banden.
Oben: „as isolated“ (schwarz) nach Zugabe von 2 mM Imidazol (grau). Auch nach 100 Minuten ist
bei dem Mutein keine Veränderung im Spektrum feststellbar, der Wildtyp zeigt hingegen eine langsame
teilweise  Reduktion  mit  einem  deutlichen  Signal  bei  549  nm.  Der  Pfeil  zeigt  die  Richtung  des
Reaktionsverlaufs über 100 Minuten.
Unten: RoxA-Wt (links) und RoxA-F301Y (rechts) mit Imidazol (grau) nach Zugabe von 2 mM
Pyridin (gestrichelt). Gibt man zu dem oben genannten Ansatz nach 100 Minuten 2 mM Pyridin hinzu,
lässt sich auch bei dem Mutein eine langsame, teilweise Reduktion feststellen, bei RoxA-Wt ist dagegen
nur  noch  eine  schwache  Erhöhung  der  Reduktionsbande  bei  549  nm  zu  erkennen.  Die  absolute
Absorptionszunahme  bei  549  nm  fällt  nach  der  gesamten  Inkubationszeit  bei  beiden  Proteinen
vergleichbar aus. Der Pfeil zeigt die Richtung des Reaktionsverlaufs über 20 Minuten.
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 2.4 RoxA: Die Position W291

Eine  weitere  Aminosäure,  die  untersucht

wurde,  befindet  sich  ebenfalls  am  N-

terminalen  Hämzentrum  (rot),  jedoch  an  der

proximalen  Seite,  nicht  wie  die  bisher

vorgestellten Reste  F301 und F317 (blau) an

der  distalen  Seite.  Es  handelt  sich  hier  um

W291 (cyan), das auffallend parallel zu H195

(orange) ausgerichtet ist. 

Erstellt wurden die Muteine RoxA-W291A, RoxA-W291F, RoxA-W291H und RoxA-W291Y,

die  alle  im  unkonzentrierten  Kulturüberstand  von  Xanthomonas sp.  35Y  eine  stark

eingeschränkte Aktivität zeigten (maximal 8% für RoxA-W291A).  Die Expression der Muteine

konnte mittels  SDS-PAGE nachgewiesen werden. RoxA-W291Y wurde gereinigt,  die relative

Aktivität betrug 5% zu RoxA-Wt. 

Untersuchungen  von  RoxA-W291Y ergaben  im  UVvis-Spektrum Unterschiede  zu  RoxA-Wt

(Abb.  12). Im Zustand  „as isolated“ war vor allem eine schwächere 573 nm Bande und eine

leichte Verengung der Soret-Bande zu bemerken. Im anaeroben, mit Dithionit reduzierten Mutein

offenbarte sich im Vergleich zum Wildtyp auch eine leichte Änderung im Verhältnis der beiden α-

Banden zueinander. 
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Abb. 12: UVvis-spektroskopische Untersuchung von RoxA-W291Y. Das Differenzspektrum zeigt den
Abzug des RoxA-W291Y-Signals vom RoxA-Wt-Signal.
Links: Spektrum „as isolated“. Erkennbar ist eine schwache Verengung der Soret-Bande an der rechten
Flanke, was im Differenzspektrum in einer Absorptionszunahme bei 415 nm sichtbar wird. 
Mitte:  Vergrößerung  der Q-Banden  aus  dem „as  isolated“  Spektrum.  Es  fällt  bei  573  nm eine
schwächere Absorption bei dem Mutein auf.
Rechts: Reduziertes Spektrum (Dithionit) unter anaeroben Bedingungen im Bereich der Q-Banden.
Bei dem Mutein zeigt die Bande bei 549 nm im Vergleich zur benachbarten 553 nm Bande eine leichte
Erhöhung der Absorption. 

Neben den gezeigten UVvis-spektroskopischen Untersuchungen wurde das Experiment mit den

Inhibitoren Pyridin und Imidazol durchgeführt,  analog zu den Experimenten mit  dem Mutein

RoxA-F301Y. Interessanterweise konnten hier vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Imidazol

hatte keinen nennenswerten Effekt auf das Spektrum der Q-Banden (500 – 600 nm). Nachdem zu

diesem Ansatz zusätzlich Pyridin gegeben wurde, konnte eine langsame Zunahme der 549 nm

Bande und somit eine teilweise Reduktion beobachtet werden, wie es auch für RoxA-F301Y

gezeigt werden konnte (vgl. Abb. 11, Seite 36). Die endgültige Absorptionszunahme war hierbei

aber deutlich weniger ausgeprägt als bei RoxA-Wt (etwa 25%), was es dadurch auch von RoxA-

F301Y unterscheidet. 



Ergebnisse: Zusammenfassung der Aktivitäten der RoxA-Muteine            39

 2.5 Zusammenfassung der relativen Aktivitäten aller vorgestellten 

gereinigten RoxA-Muteine

Eine Zusammenfassung der ermittelten relativen Aktivitäten aller bisher vorgestellten gereinigten

RoxA-Muteine ist in der nachfolgenden Tabelle 1 aufgeführt. 

Tab. 1: Übersicht der relativen Aktivitäten aller bisher vorgestellten gereinigten RoxA-Muteine zu

RoxA-Wt. 

RoxA-Mutein F317A F317L F317Y F301L F301Y W291Y

relative Aktivität zu
RoxA-Wt (%)

3 10 <1 20 11 5
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 2.6 Funktionelle Identifizierung von RoxA-orthologen Proteinen in 

Myxobakterien (Birke et al., 2013)

Die Suche in Datenbanken von sequenzierten Organismen ergab lange Zeit keine signifikante

Homologie von RoxA zu einem anderen (hypothetischen) Protein. Folglich waren RoxA, aber

auch Xanthomonas sp. 35Y als der Wirt dieses Enzyms, etwas Besonderes in der bekannten Welt

der Mikrobiologie. Auch die Fähigkeit eines Gram-negativen Bakteriums zur Klärhofbildung auf

Latex overlay Agarplatten blieb lange Zeit ein Alleinstellungsmerkmal. Erst im Jahr 2011 konnte

mit Methylibium sp. Stamm NS21 (jetzt Rhizobacter gummiphilus sp. Stamm NS21) ein weiteres

Gram-negatives Bakterium gefunden werden, das ebenfalls dazu befähigt ist (Imai et al., 2011).

Im Gegensatz zu vielen Gram-positiven Bakterien können also nur sehr wenige bekannte Gram-

negative Bakterien dieser Gruppe zugeordnet werden. 

Im Jahr 2009 wurde nach einer BLAST Suche erstmals ein Protein gefunden, das mit RoxA eine

Ähnlichkeit  der  Aminosäuresequenz teilt.  Dieses  Protein,  genannt  Hoch_1661,  wurde bei  der

Sequenzierung des Stammes  Haliangium ochraceum (DSM 14365) als hypothetisches Protein

annotiert  (Ivanova  et  al.,  2010).  Kurze  Zeit  später  folgten  weitere  zu  RoxA-orthologe

hypothetische Proteine, die zu RoxA eine signifikante Aminosäuresequenzhomologie von über

60% zeigen  (Tab.  2). Es handelt sich hierbei, wie auch im Falle von Hoch_1661, offenbar um

Dihäm-Cytochrom  c Proteine  aus  verschiedenen  Myxobakterien  (Myxococcus  fulvus,

Corallococcus coralloides und Chondromyces apiculatus).  Die entsprechenden Gene codieren

außerdem alle für eine potentielle Sec-Signalsequenz von etwa 30 bp. 

All  diese  Merkmale  treffen  auch  auf  RoxA zu,  die  Funktion  der  genannten  hypothetischen

Proteine ist jedoch noch unklar. Bei den entsprechenden Myxobakterien stellt sich die Frage, ob

sie durch die RoxA-orthologen Proteine zu einem Abbau von Latex befähigt sein könnten. Im

positiven Fall ließen sich diese Bakterien der kleinen Gruppe von Gram-negativen Bakterien mit

der Fähigkeit zur Klärhofbildung zuordnen. Um dieser Fragestellung nachzugehen, sollten die

RoxA-orthologen Proteine in Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA exprimiert und auf ihre Fähigkeit zur

poly(cis-1,4-isopren)-Spaltung untersucht werden.
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Im  Folgenden  werden  die  RoxA-orthologen  Proteine  ebenfalls  als  RoxA  bezeichnet,  die

tiefgestellten  Buchstaben  bezeichnen  den  jeweiligen  Stamm,  aus  dem das  Gen  ursprünglich

stammt (beispielsweise RoxAMfu für RoxA aus Myxococcus fulvus).

Tab. 2: Identität (weiß hinterlegt) und Ähnlichkeit (grau hinterlegt) der Aminosäuresequenzen von
RoxA aus verschiedenen Organismen. RoxAXsp.: RoxA aus Xanthomonas sp. 35Y; RoxACco: RoxA aus
Corallococcus coralloides Stamm BO35; RoxACco

T: RoxA aus Corallococcus coralloides (DSMZ 2259);
RoxAMfu: RoxA aus  Myxococcus fulvus  HW1; RoxACap: RoxA aus  Chondromyces apiculatus; RoxAHoc:
RoxA aus Haliangium ochraceum.

 2.6.1 Modellierung der dreidimensionalen Struktur der RoxA-orthologen Proteine

Bei einem Alignment der Sequenzen aller bekannten RoxA-orthologen fielen neben den zuvor

genannten  Gemeinsamkeiten  weitere  auf:  Neben  den  beiden  vorhandenen  CXXCH

Hämbindemotiven  sind  auch  die  Aminosäurereste  H517  und  W301  konserviert,  die  bei

bakteriellen  Cytochrom  c Peroxidasen  eine  wichtige  Rolle  einnehmen  und  auch  in  RoxAXsp.

vorhanden sind. Die Aminosäurereste F317, F301 und W291 sind ebenfalls konserviert. Für diese

wurde in der vorliegenden Arbeit bereits ein direkter Einfluss auf die RoxA-Aktivität festgestellt. 

Eine dreidimensionale Modellierung wurde auf Basis der bekannten Kristallstruktur von RoxAXsp.

vorgenommen (SWISS-Model Server). Bei einem Vergleich der erhaltenen Modelle offenbarte

sich ein ähnlicher Aufbau aller RoxA-orthologen Proteine. 
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 2.6.2 Klonierung und Expression der RoxA-orthologen Proteine

Da mit dem zuvor beschriebenen Expressionssystem für RoxA auch verschiedene RoxA-Muteine

zuverlässig  und  mit  guter  Ausbeute  erhalten  werden  konnten,  sollte  dieses  für  einige  der

genannten  RoxA-orthologen  eingesetzt  und  die  Proteine  anschließend  charakterisiert  werden.

Ausgewählt wurden hierfür: 

RoxACco: RoxA aus Corallococcus coralloides Stamm BO35

RoxAMfu: RoxA aus Myxococcus fulvus HW1

RoxAHoc: RoxA aus Haliangium ochraceum

Zunächst  erfolgte  eine  PCR  mit  den  entsprechenden  Genen.  Die  jeweiligen  Gensequenzen

wurden dann in den Expressionsvektor  pNH1 überführt  und dieser  in  Xanthomonas sp.  35Y

ΔroxA eingebracht.  Die  entsprechenden  Stämme  wurden  auf  Latex  overlay  Agarplatten

ausgestrichen und bei  22°C sowie  bei  30°C inkubiert  (Abb.  13).  Hier  bildeten  RoxACco und

RoxAHoc bei  22°C größere  Klärhöfe  als  bei  30°C.  RoxAXsp. und RoxAMfu hatten  hingegen  in

diesem Test bei 30°C die größten aller beobachteten Klärhofe. So konnte bereits die Fähigkeit der

Polyisoprenspaltung durch diese Proteine gezeigt werden. Eine SDS-PAGE mit anschließender

Hämfärbung  der  unkonzentrierten  Kulturüberstände  verifizierte  die  Anwesenheit  von

Hämgruppen des  c-Typs in allen untersuchten RoxA-orthologen Proteinen (RoxAMfu,  RoxACco

und RoxAHoc).

 2.6.3  Reinigung von nativem RoxAMfu und RoxACco

Die  Expression  der  RoxA-orthologen  erfolgte bei  22°C  über  92  Stunden  in  5-11  Liter

modifiziertem LB-Medium. Die Reinigung wurde in gleicher Weise durchgeführt, wie es bereits

für RoxAXsp. beschrieben wurde (2 Stufen: Anionenaustauscher-Säule, Hydroxyapatit-Säule). Die

Reinheit wurde mit der SDS-PAGE (Silberfärbung) auf über 98% geschätzt. Die Ausbeuten nach

der Reinigung betrugen (in Milligramm Protein je Liter Kulturüberstand): 

RoxAXsp.: 3,5; RoxAMfu: 0,1; RoxACco: 1,5
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Abb. 13: Expression der RoxA-orthologen durch Xanthomonas sp. 35Y auf Latex overlay Agar bei
22°C und 30°C für 21 Tage. RoxACco: RoxA aus  Corallococcus coralloides  Stamm BO35;  RoxAMfu:
RoxA aus  Myxococcus fulvus  HW1;  RoxAHoc: RoxA aus  Haliangium ochraceum; RoxAXsp.: RoxA aus
Xanthomonas  sp.  35Y;  ΔRoxA: Xanthomonas sp.  35Y  mit  roxA-Deletion;  Xanth  sp.  35Y  wt:
Xanthomonas sp. 35Y Wildtyp (roxA unter Kontrolle des nativen Promotors).
RoxACco und RoxAHoc zeigen bei 22°C größere Klärhöfe, RoxAXsp. und RoxAMfu hingegen bei 30°C. Die
beiden zuletzt genannten verursachen die größten aller beobachteten Klärhofe. Dieser Test zeigt, dass bei
einer Expression der RoxA-orthologen größere Klärhöfe entstehen als bei der roxA-Deletionsmutante, was
bereits eine poly(cis-1,4-isopren)-Spaltung durch diese Proteine vermuten lässt.

 2.6.4 Die poly(cis-1,4-isopren)-Spaltung durch die gereinigten RoxA-orthologen Proteine

Mit den gereinigten Proteinen RoxAMfu und RoxACco wurden in vitro Aktivitätstests durchgeführt.

Hierbei wurden die RoxAs mit poly(cis-1,4-isopren) bei Raumtemperatur 18 Stunden inkubiert.

Die potentiellen Spaltprodukte wurden mit Ethylacetat extrahiert und schließlich über eine HPLC

mit RP8 Säule aufgetrennt. Hierbei konnte für beide RoxA-orthologen Proteine ein Hauptsignal

identifiziert werden, das die gleiche Retentionszeit besaß wie ODTD, das Hauptabbauprodukt

von RoxAXsp..  Bei einem Aktivitätstest  mit  dem Kulturüberstand eines  roxAHoc-exprimierenden

Xanthomonas sp. 35Y Stammes wurde dieses Signal ebenfalls beobachtet. Alle der genannten

RoxAs scheinen also ODTD als Hauptabbauprodukt zu bilden. Die Fläche des ODTD-Signals

und  damit  die  relative  Aktivität  der  RoxA-orthologen  RoxAMfu und  RoxACco belief  sich  bei

gleicher eingesetzter Enzymmenge nur auf etwa 10% der Aktivität von RoxAXsp.. Die Inhibitoren

Pyridin,  α-Tocopherol  und  Squalen hatten  vergleichbare  Auswirkungen  auf  RoxAXsp. und

RoxACco,  ein Unterschied zeigte sich jedoch bei  β-Carotin (RoxAXsp.:  55% Aktivität; RoxACco:

10% Aktivität). 
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 2.6.5 UVvis-spektroskopische Untersuchungen von RoxACco und RoxAMfu

Mit  gereinigtem RoxACco wurden  UVvis-spektroskopische  Untersuchungen  durchgeführt.  Die

Spektren „as isolated“, chemisch reduziert (Dithionit) und in Gegenwart von Pyridin waren mit

den bereits bekannten Spektren von RoxAXsp. vergleichbar. Besonders auffällig war bei RoxACco

wie auch bei RoxAXsp. das Vorhandensein einer split-α-Bande nach chemischer Reduktion (549

nm und 553 nm). Eine teilweise Reduktion nach einer Inkubation mit Pyridin, bei der nur die 549

nm Bande,  nicht  aber  die  553 nm Bande sichtbar  wird,  konnte  ebenfalls  für  beide  Proteine

beobachtet werden  (Abb.  14). Für RoxAMfu war ein nahezu identisches Verhalten zu bemerken.

Nach einer chemischen Reduktion konnten die α-Banden im Bereich um 550 nm jedoch nicht

voneinander diskriminiert werden, sie scheinen also geringfügig näher beieinander zu liegen. Die

genannten Effekte für RoxACco ließen sich auch mit dem konzentriertem Kulturüberstand einer

Xanthomonas sp. 35Y pNH1::roxAHoc Expressionskultur beobachten.

Abb. 14: UVvis-Spektren von gereinigtem RoxACco.
Links: „as isolated“ (schwarz) und Dithionit-reduziert (gestrichelt). Die Spektren sind mit RoxAXsp.

vergleichbar.  Im Zustand „as  isolated“  ist  ein  Soret-Maximum bei  407  nm zu  beobachten,  reduziert
werden Maxima bei 418 nm (Soret-Bande), 522 nm (β-Bande), 549 nm und 553 nm (beides α-Banden)
deutlich. Besonders auffällig ist  das Auftreten einer split-α-Bande, was auch für RoxAXsp. beschrieben
wurde.
Rechts: RoxACco „as isolated“ (schwarz) inkubiert mit 2 mM Pyridin (gestrichelt). In Gegenwart von
Pyridin tritt  eine  teilweise  Reduktion  des  Enzyms  ein,  die  ebenfalls  für  RoxAXsp. beschrieben wurde.
Bemerkbar ist dies an der Verschiebung der Soret-Bande von 407 nm zu 415 nm und im Bereich der Q-
Banden, hier werden Signale bei 549 nm und 522 nm sichtbar.
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Eine  Zusammenfassung  der  UVvis-spektroskopisch  erhaltenen  Ergebnisse  für  die  RoxA-

orthologen Proteine findet sich in der nachfolgenden Tabelle 3. 

Tabelle  3: Übersicht der UVvis-spektroskopischen Ergebnisse der RoxA-orthologen Proteine „as
isolated“ und Dithionit-reduziert.

Für alle Proteine wurden die Ergebnisse mit gereinigtem Enzym erhalten, mit Ausnahme von RoxAHoc (in
der  Tabelle  durch  „*“ markiert).  Für  RoxAMfu können  nach  chemischer  Reduktion  die  α-Banden  im
Bereich um 550 nm nicht voneinander diskriminiert werden.
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 2.7 Die Expression und Charakterisierung von nativem Lcp (Birke & 

Jendrossek, 2014)

Wie in der Einleitung bereits  geschildert,  wurde Lcp als  das verantwortliche Enzym für eine

Klärhofbildung auf Latex overlay Agarplatten bei Gram-positiven Bakterien identifiziert (Bröker

et al., 2008; Hiessl et al., 2012; Rose et al., 2005b; Rose & Steinbüchel, 2005). Die heterologe

Expression von Lcp erwies sich in der Vergangenheit als schwierig, wodurch eine Reinigung in

signifikanten  Mengen  bisher  nicht  durchgeführt  werden  konnte.  Infolgedessen  war  eine

Charakterisierung  von  Lcp  bisher  nicht  durchführbar,  weswegen  die  molekularbiologische

Beschreibung  von  Lcp  im  Vergleich  zu  RoxA weniger  weit  fortgeschritten  ist.  Auch  die

heterologe Expression von RoxA war mit Schwierigkeiten verbunden und nur im natürlichen

Wirt  Xanthomonas sp. 35Y erfolgreich  (Hambsch et al., 2010). Daher war es naheliegend, die

Expression von lcp mit Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA zu versuchen.

 2.7.1 Klonierung und Expression von Lcp

Die  bekannte  lcp-Sequenz  wurde  manuell  an  die  codon  usage von  Xanthomonas sp.  35Y

angepasst. Ein entsprechendes lcp-codierendes DNA Fragment wurde über GeneArt (Darmstadt)

bezogen, in den Expressionsvektor pNH1 eingebracht und das Plasmid pNH1::lcp anschließend

in Xanthomonas sp. 35Y ΔroxA überführt.

Der erhaltene Stamm  Xanthomonas sp.  35Y pNH1::lcp  wurde auf Latex overlay Agarplatten

ausgestrichen und drei Wochen bei Raumtemperatur inkubiert (Abb. 15A). Nach dieser Zeit war

im  Gegensatz  zur  Kontrolle  ein  kleiner  Klärhof  um die  entsprechende  Kolonie  sichtbar.  Es

konnte  nach  einer  Behandlung  mit  Schiff's-Reagenz  ein  deutliche  violette  Färbung  um  die

Kolonie  beobachtet  werden.  Mit  dieser  Methode  können  Aldehyde  nachgewiesen  werden,

wodurch schon zuvor die  Aktivität  von Lcp durch den Nachweis  der  Spaltprodukte  sichtbar

gemacht wurde  (Bröker et al., 2008; Rose et al., 2005b). Hier offenbarte sich die funktionelle

Expression von Lcp mit Xanthomonas sp. 35Y. 
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Abb.  15(A):  Xanthomonas sp.  35Y pNH1::roxA und  Xanthomonas sp.  35Y pNH1::lcp auf  Latex
overlay  Agarplatten. Die  Inkubation  der  Platten  erfolgte  drei  Wochen  bei  Raumtemperatur. ΔroxA:
Xanthomonas sp. 35Y mit roxA-Deletion; RoxA: Xanthomonas sp. 35Y pNH1::roxA; Lcp: Xanthomonas
sp. 35Y pNH1::lcp.  Oben:  Stämme auf Latex overlay Agarplatten. Ein deutlicher Klärhof ist bei RoxA
sichtbar, Lcp zeigt nur eine kleine Aufklarungszone. Unten: Stämme auf Latex overlay Agarplatten, die
nach  drei  Wochen  mit  Schiff's-Reagenz  behandelt  wurden.  Der  violette  „Fuchsinhof“  der  Lcp-
Expressionskultur ist deutlich sichtbar und lässt sich bei den anderen nicht beobachten.
(B): Schneller Aktivitätsnachweis von Lcp. Werden Lcp-haltige Fraktionen mit  poly(cis-1,4-isopren)
inkubiert,  entstehen Spaltprodukte mit  Aldehydgruppen,  die mit  Schiff's-Reagenz  zu einem sichtbaren
Farbumschlag von orange zu violett  führen.  Küvette rechts: 0,2%  poly(cis-1,4-isopren) ohne Lcp;
Küvette links: 0,2%  poly(cis-1,4-isopren) mit Lcp. Durch diesen Test wird ein Screening von Lcp-
beinhaltenden Fraktionen während der Reinigung von nativen Lcp innerhalb von einer Stunde ermöglicht.

 2.7.2 Reinigung von nativem Lcp aus dem Kulturüberstand von Xanthomonas sp. 35Y 

pNH1::lcp

Für die Reinigung von Lcp musste ein Protokoll etabliert werden. Da Lcp im Kulturüberstand

von  Xanthomonas sp. 35Y pNH1::lcp zu finden ist, erfolgte zunächst eine Konzentrierung des

Kulturüberstands (Volumen: 12 l) mit einer Querstrom-Ultrafiltration (Amersham KVICKLAB,

10  kDa  Ausschlussgrenze).  Dabei  wurde  in  Tris-HCl  umgepuffert  (20  mM,  pH  8)  und

darauffolgend über eine Anionentauschersäule gereinigt, wobei Lcp mit 120 mM NaCl eluiert

wurde (Q-Sepharose Fast Flow 50/11, 210 ml Säulenbettvolumen). Nach einer Umpufferung in

Kaliumphosphatpuffer  (KPP:  1  mM,  pH  6)  wurde  Lcp  mit  einer  Hydroxyapatitsäule  weiter

gereinigt  (CHT5-I;  Säulenbettvolumen:  20  ml).  Lcp  konnte  hier  mit  einem  linearen  KPP-

Gradienten von 1-200 mM bei etwa 75 mM eluiert werden (Abb. 16, links). Erhalten wurden 1,5

mg Lcp aus  12 Liter  Kultur.  Die Reinheit  wurde  durch  eine  SDS-PAGE mit  anschließender

Silberfärbung überprüft  (Abb.  16, rechts). Es konnte auch ein Schnelltest etabliert werden, der
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eine Bestimmung der Lcp-beinhaltenden Fraktionen schon während der Reinigung durch eine

Farbreaktion ermöglichte. Durch Zugabe von Schiff's-Reagenz nach einstündiger Inkubation von

Lcp mit poly(cis-1,4-isopren) bei Raumtemperatur ließ sich ein Farbumschlag von orange zu

violett  erkennen,  ausgelöst  durch  die  Aldehydgruppen  an  den  Lcp-Spaltprodukten.  Dieses

Verfahren erleichterte die Auswahl der relevanten Fraktionen während der Reinigung (Abb. 15B).

Abb.  16:  Reinigung  von  nativem  Lcp  aus  dem  Kulturüberstand  von  Xanthomonas sp.  35Y
pNH1::lcp. 
Links:  Elutionsprofil  der  Lcp-beinhaltenden  Anionentauscher-Fraktion  auf  Hydroxyapatit  (2.
Reinigungsschritt). Schwarz: Absorption bei 280 nm;  gestrichelt: Leitfähigkeit. Die Lcp-beinhaltende
Fraktion ist mit einem Pfeil markiert.
Rechts:  SDS-PAGE  (Silberfärbung)  von  verschiedenen  Schritten  der  Lcp-Reinigung. HyAp:
Hydroxyapatit-Säule (2. Reinigungsstufe);  QFF: Q-Sepharose Fast Flow-Säule (1. Reinigungsstufe). Zu
sehen ist Lcp auf einer Höhe von etwa 40 kDa (mit einem Pfeil markiert).

 2.7.3 Aktivitätsnachweis von gereinigtem Lcp

Mit  gereinigtem  Lcp  wurde  ein  Aktivitätstest  durchgeführt.  Lcp  wurde  mit  verdünnter

Latexmilch versetzt und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, die Spaltprodukte dann mit

Ethylacetat extrahiert  und mittels HPLC aufgetrennt. Für Lcp wurden mit dieser Methode 11

verschiedene  Spaltprodukte  nachgewiesen,  im  Gegensatz  dazu  waren  bei  RoxA  das

Hauptabbauprodukt  ODTD sowie kleine Nebenproduktsignale sichtbar  (Abb.  17).  Durch eine

LC-MS Analyse konnten die Massen der ersten 4 Signale ermittelt werden. Das erste erkennbare

deckte  sich  mit  der  Retentionszeit  und auch der  Masse  eines  bekannten  Nebenprodukts  von
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RoxA.  Dieses  C20-Molekül  besitzt,  wie  auch  das  RoxA-Hauptabbauprodukt  ODTD,  eine

flankierende Keto- sowie eine Aldehydgruppe und unterscheidet sich davon nur darin, dass eine

zusätzliche Isopreneinheit im Molekül vorhanden ist. 

Die untersuchten weiteren Spaltprodukte von Lcp unterschieden sich voneinander ebenfalls in

der Masse von jeweils einem Isopren Molekül, das gebunden vorliegt. Es ist daher anzunehmen,

dass  sich  die  Spaltprodukte von Lcp nur  durch ihre  Anzahl  an Isopreneinheiten  voneinander

unterscheiden  und  jeweils  von  einer  Keto-  und  einer  Aldehydgruppe  flankiert  sind.

Interessanterweise ließen sich die extrahierten Lcp-Spaltprodukte teilweise durch RoxA weiter

umsetzen,  was  an  einen  entstandenen  ODTD-Signal  bei  gleichzeitiger  Abnahme  der  Lcp-

Produktsignale gezeigt werden konnte.

Abb. 17: HPLC-basierte Auftrennung der poly(cis-1,4-isopren)-Spaltprodukte von RoxA (schwarz)
und  Lcp  (grau). Das  Lcp  Signal  wurde  zur  besseren  Übersicht  50  Absorptionseinheiten  versetzt
dargestellt. Im Fall von Lcp lassen sich 11 verschiedene Signale erkennen, für RoxA lässt sich ODTD bei
15,3 Minuten und ein Nebenprodukt bei 18,8 Minuten Retentionszeit erkennen. Das zuletzt genannte liegt
auf gleicher Höhe wie das erste erkennbare Signal von Lcp und besitzt auch die identische molekulare
Masse (bei n = 3; m/z: 305). Die molekularen Massen wurden mit Hilfe einer LC-MS Analyse bestimmt
(nicht gezeigt). Die Signale bei 20,8 Minuten (n = 4; m/z: 373), 22,0 Minuten (n = 5; m/z: 441) und 22,9
Minuten (n = 6; m/z: 509) unterscheiden sich in ihrer Masse jeweils um eine Isopreneinheit (m/z: 68). Für
die anderen Signale konnten die Massen nicht bestimmt werden, möglicherweise sind die Moleküle mit
zunehmender Größe nicht für eine LC-MS Analyse geeignet.
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 2.7.4 Charakterisierung von gereinigtem Lcp

Da nun  genügend  gereinigtes  Lcp  zur  Verfügung  stand,  konnte  eine  erste  Charakterisierung

vorgenommen werden. Zunächst erfolgte eine Untersuchung und Optimierung des Puffersystems.

Hierzu wurde die Aktivität von Lcp zwischen pH 4 bis pH 11 in verschiedenen Puffern ermittelt

(Acetat-,  Phosphat-,  Carbonat-,  HEPES-  und Tris-Puffer;  Abb. 18).  Die  Auswertung erfolgte

durch die HPLC-basierte Analyse der Fläche des Produktsignals bei 22,9 Minuten (vgl. Abb. 17,

Seite 49), was Rückschlüsse auf die Aktivität von Lcp erlaubte. Als optimal erwies sich 100 mM

Kaliumphosphatpuffer mit einem pH Wert zwischen 7 und 8 (Abb. 18). 

Abb. 18: pH Profil der Aktivität von Lcp in verschiedenen Puffern.  Die Aktivität wurde anhand der
Fläche  des  Produktsignals  bei  22,9  Minuten  Retentionszeit  bestimmt,  das  bei  einer  Auftrennung  der
Produkte  durch  die  HPLC  Analyse  entsteht.  Lcp  hat  unter  den  hier  untersuchten  Bedingungen  ein
Optimum bei einem pH Wert zwischen 7 und 8 in 100 mM Kaliumphosphatpuffer. 

Unter diesen Bedingungen wurden die spezifischen Aktivitäten von RoxA und Lcp bestimmt.

Hierfür wurde eine Clark-Elektrode verwendet, die mit einem Aktivitätstest in Verbindung stand.

Der Reaktionsansatz wurde ohne Enzym als zu 100% Sauerstoff-gesättigt betrachtet und hierfür

eine  O2-Konzentration  von  275  µM  (22°C)  bzw.  235  µM  (30°C)  angenommen.  Über  das

Verhältnis  von  verbrauchtem  Sauerstoff  über  die  Zeit  kann  mit  Hilfe  der  eingesetzten

Enzymmenge die spezifische Aktivität berechnet werden. Für 22°C ergaben sich so 0,26 U/mg

(RoxA) und 0,7 U/mg (Lcp), bei 30°C konnte für RoxA eine spezifische Aktivität von 0,48 U/mg

bestimmt werden.
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Bei  einem Test,  in  dem Lcp  und  RoxA für  verschiedene  Zeiträume bei  37°C inkubiert  und

anschließend  für  einen  Aktivitätstest  eingesetzt  wurden,  zeigte  sich,  dass  Lcp  weit  weniger

hitzestabil als RoxA ist. RoxA wurde auch nach 22 Stunden nicht temperaturabhängig inaktiviert,

bei Lcp konnte ein Aktivitätsverlust von etwa 80% verzeichnet werden. 

 2.7.5 Einfluss verschiedener Substanzen auf die Aktivität von Lcp

Eine Untersuchung auf Inhibitoren der Lcp-Aktivität erfolgte durch die HPLC-basierte Analyse

der Flächen eines Produktsignals. Jeweils 1 mM der entsprechenden Komponente wurde dem

Aktivitätstest  hinzugefügt  und  vermischt,  bevor  Lcp  hinzugegeben  und  damit  die  Reaktion

gestartet  wurde.  Von  allen  untersuchten  Substanzen  zeigten  Imidazol  (35%  Inhibition),

Dithiothreitol (65%  Inhibition)  und  Diethyldithiocarbamat  als  einziger  Chelatbildner  (50%

Inhibition) die stärksten Auswirkungen auf die Aktivität von Lcp (Abb. 19). Weitere untersuchte

Chelatbildner waren Phenanthrolin, Tiron, EDTA, Ethylxanthogenat und Bipyridin.

Eine Metallanalyse wurde für die Elemente der Ordnungszahlen 23 – 30 durchgeführt (Vanadium

– Zink). Es wurden keine Metalle in gereinigtem Lcp gefunden. Allerdings konnte aufgrund der

geringen  Enzymmenge  Eisen  nicht  ausgeschlossen  werden,  da  hierfür  im  Vergleich  zu  den

anderen Elementen eine höhere Proteinkonzentration erforderlich ist.

Abb.  19:  Effekt  von
potentiellen  Inhibitoren  auf
die  Aktivität  von  Lcp
(5 µg/ml). Jeweils  1  mM der
entsprechenden  Substanz
wurde  dem  Aktivitätstest
zugesetzt  (wenn  nicht  anders
angegeben),  bevor  die
Reaktion  durch  Zugabe  von
Lcp gestartet wurde. Deutliche
Auswirkungen  können  für
Imidazol,  Dithiothreitol  und
Diethyldithiocarbamat  gezeigt
werden.  Bis  auf  die  zuletzt
genannte  Verbindung  haben
Chelatbildner  keine  Auswirkung  auf  die  Aktivität,  Detergenzien  inhibieren  hingegen  die  katalytische
Aktivität von Lcp vollständig.
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 2.8 Lcp aus Streptomyces sp. K30 ist ein b-Typ Cytochrom (Birke et al., 2015)

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden in Lcp alle Metalle bis auf Eisen ausgeschlossen.

Zeitgleich mit den hier vorgestellten Ergebnissen zu Lcp in Kapitel  2.7, Seite  46ff, wurde eine

zweite  Arbeit  veröffentlicht,  in  der  eine  Expression  von  His-Tag-Lcp  (His-Lcp)  in  E.  coli

beschrieben  wurde  (Hiessl  et  al.,  2014).  Die  lcp-Sequenz  entstammte  hier  Gordonia

polyisoprenivorans Stamm  VH2,  die  Aminosäuresequenz  ist  zu  52% identisch  mit  Lcp  aus

Streptomyces sp. K30. Die Ergebnisse deuteten auf die Anwesenheit von Kupfer in His-Lcp hin.

Zur  Klärung  der  unterschiedlichen  Aussagen  über  die  Anwesenheit  von  Metallionen  sollte

zunächst die Ausbeute von Lcp gesteigert werden. Dies wurde durch eine Reinigung von Lcp mit

einem Strep-Tag angestrebt.

 2.8.1 Klonierung und Expression von Strep-Lcp

Über eine PCR erfolgte mit geeigneten Primern das Ersetzen der TAT-abhängigen Signalsequenz

von Lcp durch den Strep-Tag. Die Sequenz  strep-lcp wurde in den Expressionsvektor p4782.1

kloniert. Dieser Vektor erlaubte eine induzierbare rhamnoseabhängige Expression von strep-lcp.

Nach anschließender Transformation des Vektors in  E. coli JM109 erfolgte die Expression bei

22°C über 20 Stunden. 

 2.8.2 Reinigung von Strep-Lcp

Die  Expressionskultur  E.  coli JM109  p4782:1::strep-lcp wurde  abzentrifugiert  (4,8  l),  das

Zellpellet  resuspendiert  und  mittels  French-Press  aufgeschlossen.  Nach  einem

Ultrazentrifugationsschritt  wurde  der  lösliche  Überstand  des  Zellaufschlusses  auf  eine  Strep-

Tactin-HC-Säule gegeben (10 ml Säulenbettvolumen). Bei diesem Schritt konnte eine deutliche

Rotfärbung des Eluats beobachtet werden, das Maximum der Absorption lag bei 412 nm. Das

Strep-Lcp-Eluat wurde umgepuffert in KPP (1 mM , pH 6). Der zweite Reinigungsschritt erfolgte

mit einer Gelfiltration über eine Superdex-Säule, 200 16/600 (Abb. 20, rechts). Die Ausbeute von
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Lcp  wurde  so  im  Vergleich  zur  Xanthomonas sp.  35Y Expression  etwa  um den  Faktor  40

gesteigert (5,4 mg pro Liter Zellkultur). Der Reinigungsverlauf wurde mit einer SDS-PAGE und

anschließender Silberfärbung überprüft (Abb. 20, links).

Abb. 20: Reinigung von Strep-Lcp. 
Links:  SDS-PAGE (Silberfärbung)  verschiedener Reinigungsschritte  von Strep-Lcp.  M: Marker;
Spur 1: lösliches  Zellextrakt;  Spur 2: Strep-Lcp nach dem ersten Reinigungsschritt  mit  einer  Strep-
Tactin-HC-Säule;  Spur 3: Strep-Lcp nach dem zweiten Reinigungsschritt durch Gelfiltration (Superdex
200).
Rechts: Verlauf der Absorption bei 280 nm und 412 nm während des zweiten Reinigungsschritts
durch die  Gelfiltration  mit  Superdex  200. Zu  erkennen  ist,  dass  das  Signal  bei  412  nm mit  dem
stärksten Signal bei 280 nm korreliert.

 2.8.3 Bestimmung der Aktivität von Strep-Lcp

Die  Aktivität  von  gereinigtem  Strep-Lcp  wurde  durch  den  HPLC-basierten  Nachweis  der

Spaltprodukte gezeigt, in gleicher Weise, wie es zuvor für natives Lcp aus Xanthomonas sp. 35Y

durchgeführt wurde. Für Strep-Lcp konnten ebenfalls 11 Produktsignale nachgewiesen werden,

wie zuvor bereits für natives Lcp (siehe dazu Abb. 17, Seite 49).

Weiterhin  wurde die  spezifische  Aktivität  von Strep-Lcp über  einen optischen Nachweis  des

Sauerstoffverbrauchs  bestimmt.  Hierzu  wurde  ein  Sensorspot,  der  einen  speziellen  Farbstoff

enthält, in eine Glasküvette eingeklebt. Die prozentuale Sauerstoffsättigung konnte so über diesen

Sensorspot ausgelesen werden. Die errechneten Werte für die spezifische Aktivität von Strep-Lcp

betrugen mit dieser Methode 1,5 U/mg (23°C) und 4,6 U/mg (37°C).
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 2.8.4 UVvis-spektroskopische Untersuchung von Strep-Lcp

Während  der  Reinigung  von  Strep-Lcp  fiel  bereits  eine  deutliche  rote  Färbung  der

Elutionsfraktion  auf,  weshalb das  gereinigte  Enzym UVvis-spektroskopisch untersucht  wurde

(Abb. 21). Für Strep-Lcp „as isolated“ ergaben sich Maxima bei 412 nm und 544 nm, chemisch

reduziert durch Dithionit bei 430 nm, 532 nm und 562 nm. Hier fiel bereits eine Ähnlichkeit zu

Cytochromen auf. 

Abb.  21: UVvis-Spektren von Strep-Lcp „as isolated“ (schwarz) und nach chemischer Reduktion
mit Dithionit (grau). „As isolated“ ist ein Maximum bei 412 nm und 544 nm zu sehen, reduziert ergeben
sich Maxima bei 430 nm, 532 nm und 562 nm. 

 2.8.5 Die Anwesenheit von Metallionen in Lcp

Zur Bestimmung von Metallionen von gereinigtem Strep-Lcp wurden zwei  Proben analysiert

(Vanadium bis Zink wurden getestet). Hierbei ergaben sich pro Lcp Molekül 1,16 mol Eisen bzw.

1,04 mol Eisen. Kupfer konnte nur in sehr geringen Konzentrationen von unter 0,056 mol pro

Lcp nachgewiesen werden.

 2.8.6 Bestimmung des Häm-Typs von Strep-Lcp

Um die  Ähnlichkeit  von Strep-Lcp  mit  Cytochromen  zu  untersuchen,  wurden Cytochrom  c,

RoxA  (beides  c-Typ  Cytochrome)  und  Hämoglobin  (b-Typ  Cytochrom)  sowie  Strep-Lcp

spektroskopisch auf ihre Zugehörigkeit zu den verschiedenen Cytochrom-Typen untersucht (nach

Berry  &  Trumpower,  1987).  Hierbei  wurden  die  Enzyme  chemisch  denaturiert  und  die
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Hämgruppen axial durch Pyridin ligiert. Die α-Banden erlaubten eine Aussage über den Häm-Typ

des entsprechenden Proteins [Häm a (584-588 nm), Häm b (550 nm) und Häm c (556 nm)]. Für

Cytochrom c, RoxA und Hämoglobin konnte so der jeweilige Häm-Typ verifiziert werden. Für

Strep-Lcp offenbarte sich die Zugehörigkeit zu Cytochromen des b-Typs (Abb. 22, links). Diese

spektroskopisch  basierte  Zuordnung  für  Strep-Lcp  sollte  nun  mit  einer  weiteren  Methode

bestätigt  werden. Hierzu wurden Cytochrom  c,  RoxA und Hämoglobin tryptisch verdaut  und

anschließend  über  MALDI-TOF  untersucht.  Dadurch,  dass  die  Hämgruppen  typische

Isotopenmuster  besitzen  (Yang et  al.,  2013),  können diese voneinander unterschieden werden

(Häm c (m/z: 617,2) und Häm b (m/z: 616,2)). Die Methode bestätigte die Häm-Typen der bereits

bekannten  untersuchten  Proteine  Cytochrom  c,  RoxA  und  Hämoglobin  und  konnte  die

spektroskopische Einordnung von Strep-Lcp als b-Typ Cytochrom verifizieren (Abb. 22, rechts). 

Abb.  22:  Bestimmung  des  unbekannten  Häm-Typs  von  Strep-Lcp.  Als  Kontrolle  dienten  die
bekannten hämhaltigen Proteine Cytochrom c, RoxA (beides c-Typ Cytochrome) und Hämoglobin (b-Typ
Cytochrom).
Links: spektroskopischer Nachweis mit dem bi-Pyridyl-Assay. Durch die charakteristische Absorption
der α-Bande kann der Typ eines hämhaltigen Proteins (a-,  b- oder  c-Typ) bestimmt werden. Strep-Lcp
zeigt  hier  das  gleiche  Maximum der  α-Bande  wie  Hämoglobin  (556 nm),  wodurch  es  als  ein  b-Typ
Cytochrom klassifiziert werden kann. 
Rechts: MALDI-TOF Analyse von tryptisch verdauten hämhaltigen Proteinen. Durch die spezifische
molekulare Masse der Hämgruppen von Häm a, b oder c lässt sich für ein hämhaltiges Protein der genaue
Typ bestimmen. Die Methode bestätigt die Einordnung von Strep-Lcp zu den b-Typ Cytochromen.
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 2.8.7 Untersuchung des aktiven Zentrums von Lcp

Aus den vorangegangenen Versuchen ließ sich Lcp den  b-Typ Cytochromen zuordnen.  Auch

RoxA  ist  ein  hämhaltiges  Protein,  das  sauerstoffhaltige  Spaltprodukte  mit  dem  gleichen

Grundaufbau  erzeugt  wie  Lcp.  Lcp  könnte  also  einen  ähnlichen  „as  isolated“  Zustand  der

Hämgruppe besitzen. Von RoxA war bereits bekannt, dass bei einer Inkubation von Pyridin oder

Imidazol eine teilweise Reduktion eintritt, erkennbar an den entstehenden Signalen bei 521 nm

und 549 nm. Um dies für Lcp zu untersuchen, wurde eine Inkubation mit Imidazol durchgeführt,

da hierfür  bereits  ein  Einfluss  auf  die  Aktivität  festgestellt  wurde (siehe Abb.  19,  Seite  51).

Auswirkungen im UVvis-Spektrum blieben jedoch aus (Abb. 23A).

Weiterhin wurde die Interaktion von Kohlenstoffmonoxid (CO) mit Lcp und RoxA untersucht.

Eine Bindung von CO an die Hämgruppe eines Proteins lässt sich im UVvis-Spektrum an einer

Änderung der Absorptions-Charakteristika erkennen  (Hirata et al., 1977). RoxA und Strep-Lcp

wurden  deshalb  mit  CO-haltigem  Puffer  versetzt.  Für  RoxA  ließ  sich  daraufhin  eine

Absorptionserhöhung  bei  415 nm,  518 nm und 557 nm feststellen.  Für  Strep-Lcp  war  nach

Inkubation mit CO keine Änderung im Spektrum zu bemerken (siehe Abb. 23B)

Die zuvor gezeigte Inhibierung von Lcp durch Diethyldithiocarbamat (Abb. 19, Seite 51) wurde

ebenfalls  UVvis-spektroskopisch  untersucht.  Hier  konnte  auch nach längerer  Inkubation  kein

Einfluss auf das Spektrum festgestellt werden.

Abb.  23A: Effekt von Imidazol (1 mM) auf das UVvis-Spektrum von Strep-Lcp (links) und RoxA
(rechts). Gezeigt sind die Spektren der beiden Proteine im Bereich der Q-Banden in Abwesenheit und in
Gegenwart von Imidazol. Im Fall von RoxA zeigen sich Absorptionsmaxima bei 521 nm und 550 nm. Im
Gegensatz dazu lassen sich bei Strep-Lcp nahezu keine Änderungen beobachten. 
B: Effekt von Kohlenstoffmonoxid (CO) auf das UVvis-Spektrum von RoxA und Strep-Lcp. 
Gezeigt sind die Differenzspektren der beiden Proteine in Abwesenheit und in Gegenwart von CO. Zu
sehen sind deutliche Änderungen im Spektrum von RoxA. Bei Strep-Lcp lassen sich keine Änderungen
beobachten.
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 3 Diskussion

 3.1 RoxA – Wichtige Aminosäurereste im Bereich der N-terminalen 

Hämgruppe 

Das  N-terminale  Hämzentrum stellt  das  aktive  Zentrum von  RoxA dar.  Auf  Grundlage  der

dreidimensionalen Struktur wurden verschiedene Aminosäurereste, die in der direkten Umgebung

dieses  Hämzentrums  liegen,  ausgewählt  und  zielgerichtet  mutiert.  So  sollten  Erkenntnisse

gewonnen  werden,  welche  Reste  eine  essentielle  Rolle  bei  der  Substratbindung  oder  der

katalytischen Umsetzung von Polyisopren einnehmen. Im Rahmen dieses Vorhabens konnte in

der  vorliegenden  Arbeit  für  die  Positionen  W291,  F301  und  F317  ein  Einfluss  auf  die

katalytische Aktivität  gezeigt werden. Die erhaltenen Ergebnisse für die einzelnen Positionen

werden im Folgenden genauer diskutiert.

 3.2 RoxA: Die Position F317

Das  Substituieren  des  Phenylalaninrests  an  Position  317  (F317)  durch  fünf  verschiedene

Aminosäurereste (A, L, H, W, Y) hatte unterschiedlich stark ausgeprägte Klärhöfe der jeweiligen

Xanthomonas sp. 35Y Expressionskulturen zur Folge. Da das Expressionsniveau dieser RoxA-

Muteine vergleichbar war, wurde zunächst davon ausgegangen, dass anhand der Klärhofgröße

bereits die Aktivität der Muteine abgeschätzt werden kann. Nach einer Reinigung von drei RoxA-

F317-Muteinen (A,  L,  Y)  wurde  deutlich,  dass  die  erste  Abschätzung der  Aktivität  über  die

Klärhofgröße  nur  einen  Anhaltspunkt  darstellt.  Beispielsweise  waren  die  Klärhöfgrößen  von

RoxA-Wt und RoxA-F317L nahezu identisch, der Abstand der entsprechenden Xanthomonas sp.

35Y Kultur vom Rand der Aufklarungszone betrug jeweils 2,3 mm und 2,0 mm. Die relativen

Aktivitäten unterschieden sich jedoch beträchtlich voneinander (100% und 10%). Eine Erklärung

hierfür  könnte  in  einer  erhöhten  Stabilität  des  Muteins  vermutet  werden,  da  sich  die

Inkubationszeit  auf  Latex  overlay  Agar  (6  Tage)  über  einen  wesentlich  längeren  Zeitraum
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erstreckte als bei dem HPLC-basierten Aktivitätstest mit Latexmilch (3 Stunden). Eine erhöhte

Stabilität  von  RoxA-F317L  würde  dazu  führen,  dass  das  weniger  aktive  Enzym  die

Polyisoprenspaltung über einen längeren Zeitraum katalysiert als RoxA-Wt, was eine geringere

Aktivität auf Latex overlay Agar maskieren könnte. Eine höhere Stabilität eines anderen RoxA-

Muteins (RoxA-H312R) im Vergleich zu RoxA-Wt konnte in der Vergangenheit bereits gezeigt

werden (Gassner, 2014). Dies sollte also für die Diskrepanz zwischen Klärhofgröße und Aktivität

in  Betracht  gezogen  werden.  Eine  andere  Erklärung  findet  sich  vielleicht  in  der

diffusionsabhängigen  Verteilung  von  RoxA auf  Latex  overlay  Agar  und  der  Aufnahme  der

Spaltprodukte in die  Zellen.  Der Klärhof um die Kultur  wird nach heutiger Erkenntnis nicht

direkt  durch  die  RoxA-abhängige  Spaltung  von  Polyisopren  sichtbar,  sondern  durch  die

Aufnahme der Spaltprodukte in Xanthomonas sp. 35Y. Da in den hier durchgeführten Versuchen

die  RoxA-Varianten  überexprimiert  wurden,  lag  lokal  eine  sehr  hohe  RoxA Konzentration

außerhalb  der  Zellen  vor.  Dadurch  könnte  die  Polyisoprenspaltung  schneller  bewerkstelligt

worden sein als die Verteilung von RoxA auf den Latex overlay Agarplatten oder die Aufnahme

der Spaltprodukte in die Zellen. Hierdurch würde die Klärhofgröße nicht von der enzymatischen

Aktivität  bestimmt,  sondern  von  der  diffusionsabhängigen  Verteilung  von  RoxA sowie  der

Aufnahme und Metabolisierung von den Spaltprodukten durch Xanthomonas sp. 35Y. 

Für eine genauere Charakterisierung der RoxA-F317-Muteine erfolgten UVvis-spektroskopische

Untersuchungen. Alle Muteine zeigten „as isolated“ ein zu RoxA-Wt verändertes, untereinander

jedoch sehr ähnliches  Spektrum. Vergleichbares war für RoxA-Wt nach einer  Inkubation mit

Pyrogallol (Schmitt,  2012, Differenzspektrum, Abb. 3.39, Seite 167) und nach Inkubation mit

geringen  Mengen  an  Wasserstoffperoxid  erkennbar  (Schmitt,  2012,  Differenzspektrum,  Abb.

3.41,  Seite  169).  Die  Ergebnisse  wurden  so  interpretiert,  dass  ein  möglicherweise  Häm-

gebundenes O2-Molekül durch diese Substanzen von RoxA-Wt entfernt wird und ein oxidiertes

N-terminales Hämzentrum zurückbleibt. Diese Sauerstoffverdrängung vom Hämzentrum ist im

UVvis-Differenzspektrum an einer Absorptionsabnahme bei 438 nm und 573 nm zu erkennen.

Ähnliche  Ergebnisse  konnten  bereits  für  die  Autooxidation  und  damit  den  O2-Verlust  von

hämhaltigen  Proteinen  gezeigt  werden  (Avila  et  al.,  2003).  Den  UVvis-spektroskopischen

Eigenschaften  der  RoxA-F317-Muteine  im  „as  isolated“-Zustand  liegt  ebenfalls  diese

verminderte  Absorption  bei  438  nm  und  573  nm  zugrunde,  was  an  den  schwächeren,

verschobenen Q-Banden (~ 500 - 600 nm) im Vergleich zu RoxA-Wt zu sehen war. Somit lässt
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sich  für  die  RoxA-F317-Muteine  ein  oxidierter  (Fe3+)  und  sauerstofffreier  Zustand  des  N-

terminalen Hämzentrums vermuten. 

Bei  Anwesenheit  vom Inhibitor  Pyridin verhalten  sich  die  UVvis-Spektren  der  RoxA-F317-

Muteine im Vergleich zu RoxA-Wt unterschiedlich. Bei RoxA-Wt wird eine teilweise Reduktion

deutlich, unter anderem erkennbar an der  α-Bande bei 549 nm. Bei den RoxA-F317-Muteinen

war  hingegen  durch  Pyridin  nur  eine  schwache  Auswirkung  auf  das  UVvis-Spektrum  zu

erkennen.

Bei RoxA können die beiden Signale der split-α-Bande jeweils einem Hämzentrum zugeordnet

werden  (N-terminales,  aktives  Hämzentrum:  549  nm;  C-terminales  Hämzentrum:  553  nm)

(Schmitt, 2012). Durch die Inkubation mit Pyridin wird also das N-terminale Hämzentrum von

RoxA beeinflusst. Für eine Erklärung der genannten Auswirkung von Pyridin war die verbesserte

RoxA-Struktur,  zusammen  mit  der  spektroskopischen  Charakterisierung,  von  entscheidender

Bedeutung.  Die  Ergebnisse  offenbarten  ein  reduziertes  N-terminales  Hämzentrum,  an  dem

molekularer  Sauerstoff  gebunden  wird  (Schmitt,  2012;  Seidel  et  al.,  2013).  Das  Eisen  liegt

Mesomerie-stabilisiert als Fe3+--O2
-  ↔ Fe2+--O2 vor, was im UVvis-Spektrum oxidiert erscheint.

Die Reaktion von RoxA mit Pyridin kann man sich so wie folgt erklären: Pyridin (und auch

Imidazol)  sind  bekannte  Hämliganden,  die  an  eine  freie  axiale  Position  eines  Hämzentrums

binden können (Du et al., 2008; Viola et al., 1996; Wei et al., 2002). Durch diese Bindung wird

das  zuvor  an  RoxA gebundene  O2-Molekül  verdrängt,  wodurch  ein  reduziertes  Hämzentrum

(Fe2+) zurückbleibt.  Dieser  Zustand  ist  im  Spektrum  als  eine  Reduktion  des  N-terminalen

Hämzentrums (α-Bande bei 549 nm) zu erkennen (Schmitt, 2012; Schmitt et al., 2010; Seidel et

al., 2013). Im Falle der RoxA-F317-Varianten findet nur eine geringe Veränderung im Spektrum

statt und bekräftigt die damit bereits genannte Vermutung eines überwiegend oxidierten (Fe3+),

sauerstofffreien Zustands des N-terminalen Hämzentrums dieser Muteine. Das Phenylalanin an

Position 317 scheint demnach in RoxA eine essentielle Rolle bei der Bindung und Stabilisierung

von  molekularem  Sauerstoff  einzunehmen.  Diese  Vermutung  steht  im  Einklang  mit  den

Ergebnissen,  die  für  Myoglobin-L29F  angeführt  wurden.  Der  genannte  Aminosäureaustausch

führte  zu  einer  wesentlich  stärkeren  Bindung  von  molekularem  Sauerstoff  an  das  Protein.

Zurückgeführt wurde dies auf eine 10-fach geringere O2-Dissoziationskonstante, ausgelöst durch

die Wechselwirkung des negativen O2-Dipols mit dem positiven Anteil des Phenylring-Multipols

(Carver et al., 1992).
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Dithionit-reduziert  schien im UVvis-Spektrum aller RoxA-F317-Muteine die  α-Bande bei 549

nm eine geringere Absorption aufzuweisen als bei RoxA-Wt. Da Dithionit den Sauerstoff aus der

Reaktionslösung und vermutlich auch von RoxA entfernt  (Dalziel & O’brien, 1957; Morello et

al.,  1964;  Vandegriff  &  Olson,  1984),  kann  folglich  im  reduzierten  UVvis-Spektrum  kein

Unterschied der O2-Bindungsfähigkeit erkannt werden. Da sich Phenylalanin 317 sehr nahe am

Eisenatom des N-terminalen Hämzentrums befindet, ist denkbar, dass dieser Rest einen direkten

Einfluss  auf  die  UVvis-spektroskopischen  Absorptionscharakteristika  und  damit  auf  die

entsprechende  α-Bande  bei  549  nm  ausübt.  Die  Substitution  dieses  Restes  durch  andere

Aminosäuren könnte dann Unterschiede im reduzierten Spektrum zur Folge haben.

Das Mutein RoxA-F317Y zeigt neben den auch für die anderen RoxA-F317-Muteine genannten

UVvis-spektroskopischen Eigenschaften einige Besonderheiten, auf die nun genauer eingegangen

werden soll.

 3.2.1 RoxA-F317Y

Im SDS-Gel zeigte sich, dass RoxA-F317Y in vergleichbaren Mengen wie RoxA-Wt exprimiert

wurde. Für RoxA-F317Y konnte jedoch kein Klärhof der entsprechenden Xanthomonas sp. 35Y

Expressionskultur auf Latex overlay Agar erkannt werden. Die ermittelte relative Aktivität zu

RoxA-Wt betrug < 1% und war damit im Bereich der Nachweisgrenze, was im Einklang mit dem

nicht  vorhandenen Klärhof  steht.  Die Reinigung für  RoxA-F317Y, wie  auch für  die  anderen

RoxA-Muteine,  wurde  ohne  Tag  durchgeführt  und  das  Reinigungsprotokoll  im  Vergleich  zu

RoxA-Wt nicht verändert.  Es kann also davon ausgegangen werden, dass die Oberfläche und

damit die Faltung der RoxA-Varianten mit RoxA-Wt vergleichbar ist, was für eine native Faltung

aller  gereinigten  Proteine  spricht.  Dies  konnte  für  das  Mutein  RoxA-F317Y  mittels  CD-

Spektroskopie verifiziert werden.

Im Unterschied zu den anderen RoxA-F317-Muteinen fiel für RoxA-F317Y bereits im UVvis-

Spektrum  eine  schwache  Absorptionsschulter  um  600  nm  auf.  Auch  das  EPR-Spektrum

offenbarte  Unterschiede  zu  anderen  RoxA-Varianten.  Hier  ließen  sich  drei  neue,  scharf

abgetrennte Signale erkennen, die auf eine rhombische  low-spin-Spezies hindeuteten (gz= 2,67,

gy=2,22,  gx=1,81).  Da  das  EPR-Spektrum  von  RoxA ausschließlich  durch  die  vorhandenen
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Eisenatome zustande kommt, muss die Substitution F317Y also einen direkten Einfluss auf eines

der  Eisenatome  ausüben.  Da  der  Aminosäureaustausch  im  Bereich  des  N-terminalen

Hämzentrums erfolgte, muss die dreidimensionale Struktur in diesem Bereich für eine Erklärung

der gezeigten Ergebnisse zunächst genauer betrachtet werden (Abb. 24). Wie in der modellierten

Struktur  zu  sehen  ist,  könnte  sich  die  Hydroxylgruppe  des  eingefügten  Tyrosin-Rests  in

räumlicher  Nähe  zum  N-terminalen  Eisenatom  befinden.  Die  genannten  Ergebnisse  lassen

vermuten,  dass das Sauerstoffatom des Tyrosins direkt mit  dem Eisenatom interagiert  und so

Tyrosinat  als  distaler  axialer  Ligand  der  N-terminalen  Hämgruppe  dient.  Durch  diese  neue

Konfiguration wäre die Sauerstoffbindestelle in RoxA blockiert, was den vollständigen Verlust

der Aktivität von RoxA-F317Y erklären würde. Ein Beispiel für eine Tyrosinat-Ligation an einer

Hämgruppe findet  sich bei  dem Dihäm Cytochrom  c Enzym MauG, das  Tyrosin  als  nativen

axialen Liganden an einem der Hämzentren besitzt. Die EPR-Signale für diese Koordination sind

gz=2,54 gy=2,19 gz=1,87 und korrelieren gut mit den zuvor genannten Signalen für RoxA (Abu

Tarboush et al., 2012). Die bereits genannte Absorptionsschulter um 600 nm im UVvis-Spektrum

könnte ebenfalls durch die Tyrosinat-Koordination ausgelöst werden. 

Abb.  24: N-terminales Hämzentrum von RoxA-F317Y.  Die Abbildung wurde mit PyMOL auf Basis
der  RoxA-Wt  Struktur  erstellt. Rot: N-terminale  Hämgruppe;  magenta: Eisenatom;  blau: F301  und
Y317. Durch die O--Gruppe (grün) des Tyrosinat-Rests könnte eine distale axiale Ligation des Eisenatoms
verursacht werden, wodurch eine Bindung von molekularem Sauerstoff nicht mehr stattfinden kann. 
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 3.3 RoxA: Die Position F301

Phenylalanin 301 (F301) liegt im aktiven Zentrum gegenüber der Position F317 und zeigt eine

ebenso interessante Ausrichtung zur N-terminalen Hämgruppe (Kapitel 2.3, Seite 34). Mit einem

Abstand von 5,9  Å  ist es allerdings etwas weiter vom Eisenatom der Hämgruppe entfernt als

F317 (5,0 Å).  Die Aktivität  der gereinigten nativen RoxA-F301-Muteine betrug 20% (RoxA-

F301L) und 11% (RoxA-F301Y). Auch dieser Position konnte so bereits eine wichtige Rolle in

der katalytischen Aktivität von RoxA zugeschrieben werden. Vergleichbar zu RoxA-F317L zeigte

sich in den UVvis-Spektren von RoxA-F301L ein eher oxidiertes, sauerstofffreies N-terminales

Hämzentrum. Dies war für RoxA-F301L allerdings etwas schwächer ausgeprägt als für RoxA-

F317L,  was  mit  der  höheren  Restaktivität  korreliert.  Beide  Phenylalanine  (F301,  F317)  sind

folglich für eine stabile Bindung von molekularem Sauerstoff an die N-terminale Hämgruppe von

RoxA erforderlich. Die im Vergleich zu den RoxA-F317-Muteinen etwas höhere Aktivität beider

RoxA-F301-Muteine  lässt  aber  die  Vermutung  zu,  dass  F317  eine  wichtigere  Rolle  bei  der

Sauerstoffbindung einnimmt.

Die  UVvis-spektroskopischen  Untersuchungen  von  RoxA-F301Y (Abb.  25)  werden  im

Folgenden genauer erörtert, da die Ergebnisse im Vergleich zu RoxA-F301L, aber auch zu den

F317-Muteinen, höchst ungewöhnlich waren. Das Mutein war in den Zuständen „as isolated“ und

Dithionit-reduziert mit RoxA-Wt vergleichbar. Es konnte auch hier eine leichte Signalschulter bei

573 nm erkannt werden, was es von den anderen F317- und F301-Muteinen unterscheidet. Diese

Beobachtungen  deuten  auf  ein  gebundenes  O2-Molekül  in  RoxA-F301Y.  Die  Inkubation  mit

Imidazol und Pyridin zeigte allerdings eine schwächere Wirkung auf die Aktivität des Muteins als

auf den Wildtyp (siehe Abb.10, Seite 35). Das veränderte Verhalten zu Pyridin und Imidazol ließ

sich auch im UVvis-Spektrum nachweisen.  Bei RoxA-F301Y war Imidazol auch nach langer

Inkubation nicht zu einer scheinbaren Reduktion des N-terminalen Hämzentrums fähig (549 nm),

anders  als  bei  RoxA-Wt.  Wurden  die  beiden  Enzyme  anschließend  zusätzlich  mit  Pyridin

versetzt, setzte für RoxA-F301Y eine langsame, teilweise Reduktion ein, während bei RoxA-Wt

nur  noch  eine  schwache  Steigerung  der  Absorption  festzustellen  war.  Die  gesamte

Absorptionszunahme beider Proteine nach der Behandlung war vergleichbar (siehe Abb. 11, Seite

36). Die scheinbare Reduktion, die durch diese Substanzen ausgelöst wird, kommt vermutlich

durch  ein  Verdrängen  des  an  RoxA  gebundenen  Sauerstoffs  zustande  (siehe  Kapitel  3.1,
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Seite 57),  was  für  eine  ähnliche  Menge  an  gebundenem O2 an  RoxA-Wt  und  RoxA-F301Y

spricht. Da Imidazol im Allgemeinen ein schwächerer Inhibitor von RoxA ist als Pyridin, kann

vermutet werden, dass Imidazol schwächer  an das N-terminale Hämzentrum bindet.  Dadurch

kommt es zu einer langsameren Verdrängung von gebundenem molekularen Sauerstoff, was in

einer  geringeren  Inhibition  der  Aktivität  von  RoxA-Wt  resultiert  (Pyridin:  4%  Aktivität;

Imidazol: 25% Aktivität). Bei RoxA-F301Y scheint also Imidazol nicht zu einer O2-Verdrängung

fähig zu sein. Pyridin ist dazu aber in der Lage. Da aber Pyridin eine längere Zeitspanne benötigt,

um den  molekularen  Sauerstoff  von  RoxA-F301Y zu  verdrängen  als  von  RoxA-Wt,  ist  die

Auswirkung des Inhibitors auf die  Aktivität  des Muteins schwächer ausgeprägt  (Aktivität  für

RoxA-Wt: 4%; für RoxA-F301Y: 45%). 

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass molekularer Sauerstoff stärker am N-terminalen

Hämzentrum von  RoxA-F301Y gebunden  wird  als  bei  RoxA-Wt.  Dies  geht  einher  mit  der

geringeren relativen Aktivität von RoxA-F301Y (11%), da die katalytische Reaktion aufgrund der

stärkeren Sauerstoffbindung wahrscheinlich einen langsameren Substratumsatz zur Folge hat. Für

die  Theorie  der  Stabilisierung  des  molekularen  Sauerstoffs  durch  einen  Tyrosinrest  sprechen

bereits  gezeigte  Ergebnisse  anderer  Cytochrome.  In  HbN,  einem  Hämoglobin  aus

Mycobacterium tuberculosis H37Rv, wird ein Tyrosinrest für die starke Sauerstoffaffinität des

Proteins mit geringer Dissoziationsrate verantwortlich gemacht. Es wird angenommen, dass das

oxygenierte  Protein  Stickstoffmonoxid  zu  Nitrat  umsetzt  und  dadurch  die  Zellen  vor  dessen

toxischer Wirkung schützt (Couture et al., 1999; Yeh et al., 2000). 

Neben der vorgestellten Möglichkeit der erhöhten O2-Affinität von RoxA-F301Y könnte auch

eine Änderung der Struktur um das N-terminale Hämzentrum durch die Substitution F301Y für

die genannten Effekte verantwortlich sein. Dadurch könnte Pyridin, nicht aber Imidazol, zu einer

Bindung am Eisenatom in der Lage sein oder einen Zugang zur Hämgruppe haben.
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Abb.  25: N-terminales Hämzentrum von RoxA-F301Y.
Die Abbildung wurde mit PyMOL auf Basis der RoxA-Wt
Struktur erstellt. Rot: N-terminale Hämgruppe;  magenta:
Eisenatom; grün: molekularer Sauerstoff; blau: Y301 und
F317.  Die  Hydroxyl-Gruppe  (rot) des  Tyrosin-Rests
befindet  sich  nah  am  Eisenatom.  Über  eine
Wasserstoffbrücke  könnte  diese  den  an  der  Hämgruppe
gebundenen  molekularen  Sauerstoff  stabilisieren,  was  in
einer stärkeren O2-Bindung resultieren würde.

 3.4 RoxA: Die Position W291

Die Position W291 befindet sich auf der proximalen Seite des N-terminalen Hämzentrums von

RoxA,  also  gegenüber  der  O2-Bindetasche  (vgl.  Kapitel  2.4,  Seite  37).  Die  Muteine  RoxA-

W291A,  RoxA-W291F,  RoxA-W291H  und  RoxA-W291Y  zeigten  im  unkonzentrierten

Zellüberstand eingeschränkte Aktivität gegenüber RoxA-Wt (maximal 8% für RoxA-W291A).

RoxA-W291Y wies die geringste Aktivität auf, weshalb es gereinigt und daraufhin die Aktivität

bestimmt wurde (5%).

UVvis-spektroskopische Unterschiede zwischen RoxA-W291Y und RoxA-Wt konnten beispiels-

weise im Dithionit-reduzierten  Zustand in  einer  erhöhten Maximalabsorption des  Signals  bei

549 nm beobachtet werden. Somit wird deutlich, dass die Position W291 aufgrund ihrer Nähe

zum N-terminalen Hämzentrum das Absorptionsverhalten beeinflusst, obwohl es vermutlich an

der Substratbindung selbst unbeteiligt ist. Interessanterweise zeigten die RoxA-F317-Muteine im

Vergleich zum Wildtyp hier eine schwächere Absorption. 

Im Zustand „as isolated“ ist  eine leichte Blauverschiebung der Soret-Bande und eine geringere

Absorption  bei  538 nm und 573 nm erkennbar.  Dies  lässt  bereits  vermuten,  dass  an  RoxA-

W291Y weniger Sauerstoff gebunden ist als an RoxA-Wt. Nach einer Inkubation von RoxA-

W291Y mit Pyridin und Imidazol ergaben sich im UVvis-Spektrum Unterschiede zu RoxA-Wt,

die denen von RoxA-F301Y ähneln. Auch hier war nur Pyridin, nicht aber Imidazol, zu einer

Veränderung im UVvis-Spektrum in der Lage, sichtbar an einer scheinbaren Reduktion des N-

terminalen Hämzentrums (549 nm). 
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Wie bei RoxA-F301Y angeführt, könnte eine stärkere O2-Bindung als bei RoxA-Wt vorliegen.

Darauf kann hier  jedoch nicht  direkt  geschlossen werden,  da sich die  Position W291 an der

gegenüberliegenden Seite der Sauerstoffbindetasche befindet. Vorstellbar ist,  dass hierfür eine

Wechselwirkung von W291 mit dem proximalen axialen Hämliganden H195 verantwortlich ist.

Die Positionierung dieses Histidins zum Eisenatom könnte so stabilisiert oder auch im Abstand

modifiziert  werden.  Die  exakte  Lage  des  proximalen  Histidins  ist  in  Häm-Peroxidasen  ein

kritischer Faktor, der zum Beispiel das Redox-Potential der Hämgruppe maßgeblich beeinflusst.

Eine  Erhöhung  des  Abstandes  zwischen  dem  proximalen  Histidin  und  dem  Eisenatom  hat

beispielsweise bei der Prostaglandin H2 Synthase-1 eine Erhöhung des Redoxpotentials zur Folge

(Gupta et al., 2004).

Aber  auch  andere  Faktoren  können  durch  das proximale  Histidin  beeinflusst  werden.  Bei

Hämoglobin wird vermutet, dass hierdurch die allosterischen Effekte nach der Sauerstoffbindung

auslöst werden. Das Eisenatom bei oxy-Hämoglobin befindet sich in der Porphyrinring-Ebene,

bei desoxy-Hämoglobin hingegen nicht. Nach einer Bindung von O2 wird das Eisenatom, und so

auch  das  proximale  Histidin,  in  Richtung  der  Hämebene  bewegt,  was  Änderungen  in  der

Konformation des Proteins zur Folge hat (Barrick et al., 1997; Perutz, 1989).

Aus den genannten Beispielen  wird ersichtlich, dass schon kleine Unterschiede im Bereich des

proximalen  Histidinrests  Auswirkungen  auf  das  Redoxpotenzial,  aber  auch  auf  die  gesamte

Struktur eines Proteins haben können. Bereits die veränderte Positionierung des Eisenatoms oder

eine andersartige Umgebung des N-terminalen Hämzentrums könnte in RoxA-W291Y für neue

Charakteristika bezüglich der O2-Bindung und der katalytischen Aktivität  verantwortlich sein.

Festzuhalten bleibt, dass bei RoxA-W291Y der Gegensatz zwischen weniger gebundenem O2 bei

scheinbar höherer O2-Affinität mit den hier vorliegenden Ergebnissen nicht abschließend geklärt

werden kann. 
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 3.5 Funktionelle Identifizierung RoxA-orthologer Proteine in Myxobakterien

In der hier vorliegenden Arbeit konnten neben RoxAXsp. erstmals drei weitere Proteine aus Gram-

negativen Bakterien beschrieben werden, die zu einer Polyisopren-Spaltung in der Lage sind.

Diese Proteine zeigen zu RoxA eine Aminosäuresequenz-Identität  von über 60% und werden

wahrscheinlich  durch  ihre  postulierte  Sec-Signalsequenz  über  die  Cytoplasmamembran

transportiert. Die extrazelluläre Spaltung von Polyisopren durch diese RoxA-orthologen Proteine

konnte  auf  Latex  overlay  Agar  durch  Klärhöfe  um  die  entsprechende  Xanthomonas-

Expressionskultur gezeigt werden. Alle stammen aus verschiedenen Myxobakterien,  die meist

aus  Meerwasser,  aber  auch  aus  Bodenproben,  isoliert  wurden.  Es  ist  anzunehmen,  dass  die

ursprünglichen Wirtsstämme dieser Proteine (Myxococcus fulvus, Corallococcus coralloides und

Haliangium ochraceum) auch zu einer Metabolisierung von Polyisopren befähigt sind. Bis jetzt

war  bekannt,  dass  Myxobakterien  einige  unlösliche  Biopolymere  wie  Stärke  oder  Cellulose

metabolisieren können (Dworkin, 1966), eine Verwertung von Polyisopren ist bisher aber noch

nicht beschrieben worden.

Die Strukturen der RoxA-orthologen Proteine wurden auf Grundlage von RoxAXsp. modelliert,

alle zeigten hierzu eine sehr hohe Ähnlichkeit. Da die Reinigung der nativen Proteine ohne eine

Veränderung des Reinigungsprotokolls von RoxAXsp. erfolgreich durchgeführt wurde, ist die hohe

vorhergesagte strukturelle Übereinstimmung als sehr wahrscheinlich anzunehmen. Ein Vergleich

aller RoxA-orthologen Aminosäuresequenzen offenbart weiterhin die Konservierung der in dieser

Arbeit bereits vorgestellten Positionen RoxAXsp.-F317, RoxAXsp.-F301 und RoxAXsp.-W291, die die

Wichtigkeit  dieser  Aminosäurereste  unterstreicht.  Neben  diesen  genannten  offensichtlichen

Gemeinsamkeiten  der  Struktur  müssen  jedoch  auch  noch  weitere  vorhanden  sein.  Für  die

Enzyme RoxACco, RoxAHoc und RoxAMfu konnte beispielsweise ein Hauptspaltprodukt identifiziert

werden, das bei einer HPLC-basierten Analyse die gleiche Retentionszeit besaß wie das RoxAXsp.-

Hauptabbauprodukt  ODTD.  Die  RoxA-orthologen  Proteine  scheinen  also  auch  ODTD  als

spezifisches Spaltprodukt zu bilden. Diese Eigenschaft der Bildung eines spezifischen Produkts

ist höchst interessant, da alle  RoxAs die Fähigkeit besitzen müssen, die Länge des Produkts zu

bestimmen.  Aus  dem  Grund  wurde  für  für  RoxAXsp. bereits  ein  interner  „molecular  ruler“
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vorgeschlagen (Seidel et al., 2013). Die aktuelle Vorstellung der Längenmessung beruht darauf,

dass RoxA initial an das Substrat bindet, daraufhin gebunden bleibt und die Spaltung dann immer

bei  der  ODTD-spezifischen  Länge  erfolgt  (exo-cleavage-Mechanismus).  Die  Längenmessung

könnte  am  Produkt  ODTD  durch  eine  Interaktion  der  Carbonylgruppen  mit  speziellen

Aminosäureresten erfolgen. Als wahrscheinlich wurden die Reste H312 und Y462 angesehen

(Seidel et al., 2013), die ungefähr in dem Abstand zum aktiven Zentrum lokalisiert sind, der für

die Länge von ODTD in Frage kommt (16 - 21 Å). Durch Wasserstoffbrücken zwischen diesen

Aminosäuren und einer der Carbonylgruppen des Produkts könnte eine Stabilisierung stattfinden,

wodurch RoxA zu einem Sauerstoffeinbau und damit zu einer Spaltung an einer spezifischen

Position  im  Polymer  befähigt  wird. Diese  für  RoxAXsp. genannten  strukturellen

Grundvoraussetzungen sollten also auch in den RoxA-orthologen Proteinen wiederzufinden sein.

Die für den Produktkanal postulierten Aminosäurereste Y462 und H312 in RoxAXsp.  sind in den

RoxA-orthologen  Proteinen  nicht  konserviert,  was  ihre  Beteiligung  am  „molecular  ruler“

unwahrscheinlich macht. Weitere Untersuchungen ergaben, dass diese Reste in RoxAXsp. nicht für

eine  Stabilisierung von ODTD verantwortlich  sind  (Gassner,  2014).  Die  Ergebnisse deuteten

vielmehr  auf  eine  Struktur-Stabilisierung  durch  Wechselwirkung  mit  benachbarten

Aminosäureresten hin. Das Auffinden des  „molecular rulers“ war bisher also nicht erfolgreich.

Durch Vergleiche der modellierten Strukturen der RoxA-orthologen Proteine könnte die Auswahl

potentieller Reste in Zukunft jedoch weiter eingeschränkt werden.

Festzuhalten ist, dass die RoxA-orthologen Proteine poly(cis-1,4-isopren) spalten und ODTD als

Hauptspaltprodukt bilden. Überraschend ist jedoch die relativ geringe Aktivität dieser Proteine im

Vergleich zu RoxAXsp. (10%). Die UVvis-Spektren von den gereinigten RoxA-orthologen zeigten

insgesamt ähnliche Verläufe wie für RoxAXsp., wodurch von einer vergleichbaren Hämumgebung

ausgegangen werden kann. Die Ursache für die geringe Aktivität ist daher vermutlich nicht am

aktiven  Zentrum  selbst  zu  finden.  Große  Unterschiede  in  der  Struktur  sind  ebenfalls

unwahrscheinlich, wie bereits weiter oben angeführt wurde. Im Rahmen der Bachelorarbeit von

Wolf Röther wurden jedoch für RoxAXsp. und RoxACco unterschiedliche Auswirkungen bei einer

Inkubation  mit  den Inhibitoren  β-Carotin  und Linolsäure festgestellt  (Röther,  2013,  Abb.  41,

Seite 98). Da beide Hämgruppen und so auch das aktive Zentrum im Enzym-inneren liegen, sind

diese  von  außen  nur  schwer  zugänglich.  Die  unterschiedlichen  Auswirkungen  der  beiden

Substanzen  auf  die  Aktivitäten  von  RoxAXsp. und  RoxACco lassen  daher  eine  andere
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Substratspezifität in Betracht ziehen. Es ist also denkbar, dass sich die an der Oberfläche liegende

Substratbindedomäne von RoxAXsp. von den anderen RoxA-orthologen unterscheidet. Hierdurch

ließe sich auch die geringere Aktivität der RoxA-orthologen bei dem Abbau von poly(cis-1,4-

isopren) erklären. 

 3.5.1 Die Metabolisierung von Kautschuk 

Auffallend ist, dass downstream der Region aller hier untersuchten roxA-orthologen-Gene immer

codierende  Sequenzen  für  Proteine  gefunden  wurden,  die  an  der  β-Oxidation beteiligt  sein

könnten  (z.B.  Aldehyd-Dehydrogenase,  Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase,  Acyl-CoA-Acetyl-

transferase).  Vergleicht  man diese Beobachtung mit  den hier  bereits  vorgestellten Kautschuk-

abbauenden Bakterien, lassen sich Parallelen erkennen. In  Xanthomonas sp. 35Y codieren die

Sequenzen downstream von roxAxsp. für die putativen Proteine Enoyl-CoA Hydratase/Isomerase,

Acyl-CoA-Acetyltransferase und Aminoglycosid-Phosphotransferase (Braaz, 2005b). Das zuletzt

genannte  Enzym  besitzt  die  konservierte  Domäne  einer  Acyl-CoA-Dehydrogenase.  In

Streptomyces sp. K30 ist das lcp-Gen zusammen mit einer heterodimeren Molybdän-Hydroxylase

(OxiAB)  in  einem  Operon  organisiert  (Rose  et  al.,  2005b;  Yikmis  et  al.,  2008).  Es  ist

wahrscheinlich, dass über dieses Enzym die Oxidation der Spaltprodukte zu den entsprechenden

Carbonsäuren bewerkstelligt wird. Jedes der genannten Proteine kann in der β-Oxidation beteiligt

sein, durch welche Fettsäuren metabolisiert werden.

Die Beteiligung der β-Oxidation am Abbau von Polyisopren wurde schon früher vermutet. Eine

Disruptionsmutante von Gordonia polyisoprenivorans Stamm VH2, die ein  mcr-Gen betraf (α-

Methylacyl-Coenzym A Racemase), war beispielsweise nicht zu einem Abbau von Kautschuk

und verzweigtkettigen Kohlenwasserstoffen fähig (Banh et al., 2005). Durch die Identifizierung

mehrerer  Zwischenprodukte  des  Kautschuk-Abbaus  gelang  es  bereits,  ein  hypothetisches

Abbauschema  auf  der  Grundlage  der  β-Oxidation  aufzustellen.  Aus  einer  Isopreneinheit  des

Polymers entstehen so die Produkte Acetyl-CoA und Propionyl-CoA (Bode et al., 2001). Später

konnte durch eine Genomanalyse von Gordonia polyisoprenivorans Stamm VH2 ein Abbauweg

für poly(cis-1,4-isopren) postuliert werden, der ebenfalls zu den oben genannten Produkten führt

(Abb.  26).  Auch  wurde  die  Aufnahme  der  extrazellulären  Spaltprodukte  über  einen  ATP-

abhängigen ABC-Transporter  postuliert,  an dem Mce-Proteine beteiligt  sind (mammalian cell
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entry)  (Hiessl et al., 2012). Für die Gram-negativen Bakterien ist bis jetzt nicht viel über den

weiteren  Abbau von Kautschuk bekannt.  Aber  auch hier  müsste  ein  spezifischer  Transporter

vorhanden sein,  der  die  extrazellulären  Spaltprodukte  in  den intrazellulären  Raum überführt.

Interessanterweise  konnte  bei  der  Sequenzierung  von  Xanthomonas sp.  35Y  ein  Protein

identifiziert  werden, welches eine Homologie zu einem Mce-Protein zeigt (contig 49,  14901-

15797).  Auch  in  den  Myxobakterien  mit  roxA-Sequenz  lassen  sich  Mce-orthologe  Proteine

finden.  Ferner  ist  das  an  roxAMfu downstream anschließende  Gen  als  ein  putatives  „ABC-

transporter  substrate  binding  protein“  annotiert,  was  ebenfalls  als  ein  Hinweis  auf  diesen

Transportmechanismus der Spaltprodukte gesehen werden kann. 

Alle  bisher  genannten  Proteine  waren  direkt  an  der  Aufnahme  und  Metabolisierung  von

Kautschuk  beteiligt.  Es  konnte  aber  auch  mit  der  Superoxid  Dismutase  (SodA)  ein  Enzym

identifiziert werden, das  eine wichtige Funktion bei dem bakteriellen Wachstum auf Kautschuk

erfüllt, ohne direkt an der Umsetzung des Polymers beteiligt zu sein.  Bei  Gordonia-Stämmen

wird SodA bei Wachstum auf Kautschuk exprimiert. Der Grund hierfür ist wahrscheinlich der

Schutz der Zelle vor reaktiven Sauerstoffspezies, die bei der initialen Kautschukspaltung durch

Lcp entstehen könnten  (Schulte et  al.,  2008).  In  Xanthomonas sp.  35Y enthält  eine von vier

putativen Superoxid Dismutasen eine vorhergesagte Signalsequenz (SodC2, contig 22, 156799-

157410;  SignalP 4.1-Server).  Es  ist  möglich,  dass  Xanthomonas sp.  35Y bei  Wachstum auf

Kautschuk mit diesem Enzym toxische reaktive Sauerstoffspezies unschädlich macht.
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Abb.  26 (aus  Hiessl  et  al.,  2012):  Postulierter  Abbauweg  für  poly(cis-1,4-isopren)  über  die
β-Oxidation in  Gordonia  polyisoprenivorans Stamm  VH2. CoA und  CoASH:  Coenzym  A.  CM
Cytoplamsa-Membran (mit freundlicher Genehmigung von ASM-Journals).
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 3.6 Die Reinigung und Charakterisierung von Lcp

Lcp wurde als das verantwortliche Enzym für eine Klärhofbildung auf Latex overlay Agarplatten

bei  Gram-positiven  Bakterien  identifiziert  (Hiessl  et  al.,  2012;  Rose  et  al.,  2005b;  Rose  &

Steinbüchel,  2005).  Die  Expression  von  lcp erwies  sich  in  der  Vergangenheit  als  schwierig,

deshalb  konnte  eine  Expression  und  Reinigung  in  signifikanten  Mengen  nicht  durchgeführt

werden. Eine Charakterisierung von Lcp war dadurch bisher nicht möglich.

Mit  Xanthomonas sp.  35Y  ΔroxA und  dem  Expressionsvektor  pNH1::lcp gelang  in  der

vorliegenden Arbeit die funktionelle Expression und eine Reinigung von nativem Lcp mit einer

Ausbeute von ca. 1,5 mg aus 12 Litern Zellkultur. Hierdurch wurde eine erste Charakterisierung

dieses Enzyms ermöglicht.  Einige Spaltprodukte der  von Lcp katalysierten Reaktion konnten

über LC-MS analysiert werden. Es wurden 11 Produkte nachgewiesen, die sich voneinander um

die Masse von jeweils einer Isopreneinheit unterscheiden.  Zu bedenken ist,  dass mit der hier

vorgestellten Methode der Extraktion nur die kleinsten Spaltprodukte von Lcp isoliert werden

können und vermutlich  noch wesentlich  größere  Moleküle  vorhanden sind.  Das  Vorkommen

größerer  Spaltprodukte  konnte  bereits  bei  dem  Polyisopren-Abbau  von  Nocardia  farcinica

gezeigt werden, einem Bakterium, das eine lcp-Sequenz im Genom trägt (Ibrahim et al., 2006).

Die  Lcp-katalysierte  Spaltung  des  Polymers  erfolgt  demnach  scheinbar  zufällig  an  den

Doppelbindungen des Polymers, wodurch sich die verschiedenen Produktgrößen erklären lassen

(endo-Mechanismus).  Im  Gegensatz  dazu  scheint  RoxA initial  an  das  Substrat  zu  binden,

woraufhin es gebunden bleibt und die Spaltung dann immer, ausgehend von den Polyisopren-

Enden, bei der ODTD-spezifischen Länge erfolgt (exo-Mechanismus).

Die Aufnahme der durch Lcp und RoxA erzeugten Spaltprodukte stellt die Bakterien vor eine

Herausforderung.  Wie  zuvor  bereits  beschrieben,  wird  für  Gordonia  polyisoprenivorans ein

ABC-Transporter  angenommen,  der  die  Moleküle  ins  Zellinnere  transportiert  (Hiessl  et  al.,

2012). Für den Transport über die Membran sind vermutlich aber nur Spaltprodukte bis zu einem

bestimmten Molekulargewicht geeignet, wie sich aus den erhaltenen Ergebnissen der Lcp- und

RoxA-Expressionen  annehmen  lässt.  Bei  einem  Vergleich  der  Xanthomonas sp.  35Y

Expressionskulturen von RoxA und Lcp auf Latex overlay Agar fiel auf, dass RoxA einen großen

Klärhof  zeigte,  jedoch konnte  nach Färbung mit  Schiff's-Reagenz kein  „Fuchsinhof“  um die
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Kultur erkannt werden. Für Lcp war hingegen um die Kultur nur ein kleiner Klärhof, jedoch ein

großer „Fuchsinhof“ sichtbar. Diese genannten Beobachtungen lassen sich mit den verschiedenen

Produktgrößen  von  RoxA und  Lcp  erklären.  Der  „Fuchsinhof“  macht  die  Aldehyd-haltigen

Spaltprodukte von Lcp sichtbar. Ein Großteil der Spaltprodukte von Lcp kann möglicherweise

aufgrund  ihrer  Größe  nicht  von  Xanthomonas sp.  35Y aufgenommen  werden  und  verbleibt

dadurch extrazellulär, was zu einem kleinen Klärhof und einem großen „Fuchsinhof“ führt. Da

bei RoxA hauptsächlich das relativ kleine Hauptspaltprodukt ODTD entsteht, werden nahezu alle

Spaltprodukte von Xanthomonas sp. 35Y aufgenommen und metabolisiert. Dadurch zeigt sich ein

großer Klärhof, jedoch kein „Fuchsinhof“ um die entsprechende Kultur. Es bleibt hier die Frage

bestehen,  ob  der  natürliche  Lcp-Wirt  Streptomyces sp.  K30  ebenfalls  nur  die  kleinsten

Spaltprodukte  verstoffwechseln  kann oder  ob  andere  Mechanismen den Anteil  der  nutzbaren

Spaltprodukte erhöhen. Da jedoch auch bei Streptomyces sp. K30 „Fuchsinhöfe“ um die Kulturen

auf Latex overlay Platten sichtbar sind (Bröker et al., 2008), scheint zumindest ein Teil nicht von

den Bakterien genutzt werden zu können. Das bedeutet, dass für RoxA im Vergleich zu Lcp trotz

einer  geringeren  spezifischen  Aktivität  der  Anteil  der  nutzbaren  Spaltprodukte  für  den

Wirtsorganismus ungleich höher ist (RoxA: 0,26 U/mg und Lcp: 0,7 U/mg bei Raumtemperatur).

RoxA ist  also  ein  langsameres,  aber  zugleich  auch  effizienteres  Enzym  für  den  Abbau  von

Polyisopren als Lcp.

Nach Ermittlung der optimalen Pufferbedingungen von Lcp (KPP, 100 mM, pH 7) wurde die

Temperaturstabilität  untersucht.  RoxA wurde  auch  nach  20  Stunden  bei  37°C  nahezu  nicht

inaktiviert, bei Lcp war hingegen ein Aktivitätsverlust von etwa 80% zu bemerken. Die Gründe

hierfür lassen sich eventuell in der Lcp-Struktur finden, die aber noch nicht bekannt ist. In der

Aminosäuresequenz  lassen  sich  jedoch  keine  Cysteinreste  finden,  wodurch  das  Fehlen  von

stabilisierenden  Schwefelbrücken  als  ein  Faktor  für  die  geringere  Stabilität  gedeutet  werden

kann. In RoxA stabilisieren zwei Schwefelbrücken die strukturelle Integrität des Enzyms. Umso

erstaunlicher ist es, dass die Aktivität von Lcp durch Dithiothreitol inhibiert wird, da in Lcp aus

Streptomyces sp. K30 keine Cysteinreste vorkommen und demnach eine Inaktivierung durch das

Reduzieren von Schwefelbrücken durch diese Verbindung nicht als Ursache in Frage kommt. Der

gezeigte vollständige Aktivitätsverlust  von Lcp in Anwesenheit  von  Detergenzien (Tween 20,

SDS, Triton X-100) lässt sich möglicherweise durch eine Störung bei der Interaktion mit dem

Substrat Polyisopren erklären. 
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Für  die  weitere  Charakterisierung  von  Lcp  war  es  erforderlich,  die  Ausbeute  erheblich  zu

steigern. Hierfür wurde die native TAT-abhängige Signalsequenz durch den Strep-Tag ersetzt, das

Konstrukt wurde dann in E. coli JM109 exprimiert.  Die Ausbeute von Strep-Lcp betrug 5,4 mg

pro Liter  Zellkultur  und war hiermit  etwa 40-fach höher  als  mit  dem  Xanthomonas sp.  35Y

Expressionssystem, was die genauere Untersuchung von Lcp ermöglichte. 

 3.6.1 Lcp ist ein b-Typ Cytochrom

Über einen UVvis-spektroskopischen Test und MALDI-TOF Analysen konnte Lcp den  b-Typ

Cytochromen zugeordnet werden. Die Metallanalyse ergab etwa ein Molekül Eisen pro Lcp. Bei

einer Analyse der Auswirkung von Chelatbildnern auf die Lcp Aktivität zeigte sich, dass nur

Diethyldithiocarbamat zu einer Inhibierung führte  (getestet wurden auch Phenanthrolin, Tiron,

EDTA,  Ethylxanthogenat  und  Bipyridin).  Da  bei  einer  Inkubation  von  Lcp  mit

Diethyldithiocarbamat  das  UVvis-Spektrum nahezu  unverändert  blieb,  kann  eine  Abstraktion

oder  Bindung  des  Eisenmoleküls  der  Hämgruppe  durch  diese  Verbindung  ausgeschlossen

werden.  Die  Inhibierung  wird  daher  vermutlich  durch  einen  unbekannten  Mechanismus

hervorgerufen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen bei Lcp aus

Gordonia polyisoprenivorans Stamm VH2 (LcpVH2).  Dort wurde LcpVH2 als ein kupferhaltiges

Enzym beschrieben (Hiessl et al., 2014). Die Aminosäuresequenzen beider Lcps zeigen eine hohe

Identität (52%), was verschiedene aktive Zentren unwahrscheinlich macht. Denkbar ist, dass der

His-Tag, der zur Reinigung von LcpVH2 verwendet wurde, Kupfer aus dem Puffer bindet und so

für ein falsch-positives Ergebnis sorgt. Es ist bekannt, dass Histidin, und so auch der His-Tag

(sechs  hintereinanderliegende  Histidinreste),  eine  hohe  Affinität  zu  Übergangsmetallen  wie

Kupfer zeigt (Astatke, 2008). Die His-Tag-abhängigen Proteinreinigungssäulen mit der höchsten

Affinität  für  den  His-Tag  sind  beispielsweise  nicht  Nickel-  sondern  Kupfer-abhängig  (z.  B.

Goldbio H-311-C8). Da die Spezifität bei einer Kupfer-basierten Reinigung von Proteinen aber

häufig  zu  gering  ist,  werden  von  ThermoFischer  (lifetechnologies.com)  entsprechende

Materialien nicht zur Proteinreinigung eingesetzt. Diese werden beispielsweise zum Fixieren von

His-Tag Proteinen an Oberflächen verwendet, die dann für andere Applikationen zur Verfügung

stehen (z. B. Pierce™ Copper Coated High Capacity Plates, Bestellnummer 15143).
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Die  Ergebnisse  in  der  vorliegenden  Arbeit  zeigen  eindeutig,  dass  es  sich  bei  Lcp  aus

Streptomyces sp. K30 um ein eisenabhängiges, hämhaltiges Enzym handelt. Kupfer konnte nur in

Spuren nachgewiesen werden. Gram-positive Bakterien (Lcp, b-Typ Cytochrom) und auch Gram-

negative Bakterien (RoxA, c-Typ Cytochrom) scheinen also eine Hämgruppe als aktives Zentrum

für  die  Polyisoprenspaltung  einzusetzen.  Des  Weiteren  erzeugen  beide  Proteine  durch  die

katalytische Aktivität sauerstoffhaltige Spaltprodukte mit dem gleichen Grundaufbau. Da sich die

Enzyme hinsichtlich  des  Molekulargewichts  und der  Aminosäuresequenz  unterscheiden,  aber

auch anderen Hämtypen angehören, kann davon ausgegangen werden, dass sie analog jeweils in

Gram-negativen  und  Gram-positiven  Bakterien  entstanden  sind.  Bei  den  genannten

Gemeinsamkeiten  kommt  jedoch  die  Fragestellung  auf,  ob  beiden  Enzymen  der  gleiche

Reaktionsmechanismus  zu  Grunde  liegt.  Zur  Klärung  dieser  Frage  wurde  zunächst  der  „as

isolated“ Zustand von Lcp mit RoxA verglichen. Im Fall von RoxA liegt das N-terminale, aktive

Hämzentrum von RoxA reduziert vor und bindet im „as isolated“ Zustand molekularen Sauerstoff

(Schmitt, 2012; Seidel et al., 2013). Die Bindung von molekularem Sauerstoff im „as isolated“

Zustand ist also auch für Lcp denkbar. Wie bereits zuvor beschrieben führen Pyridin, aber auch

Imidazol, zu einer scheinbaren Reduktion von RoxA. Ausgelöst wird dies durch das Verdrängen

des O2-Moleküls von der N-terminalen Hämgruppe (siehe dazu Kapitel  3.2,  Seite  57ff).  Eine

Inkubation  von  Lcp  mit  Imidazol,  dem  stärkeren  Inhibitor  der  beiden,  resultierte  zwar  in

reduzierter  katalytischer  Aktivität,  jedoch  wurde  keine  signifikante  Änderung  im  UVvis-

Spektrum sichtbar. Ein Lcp-gebundenes O2-Molekül kann hier demnach nicht erkannt werden.

Ein  weiterer  aufschlussreicher  Test  ist  die  Inkubation  von  hämhaltigen  Proteinen  mit

Kohlenstoffmonoxid (CO). CO ist zu einer Bindung an reduziertem Eisen (Fe2+) in der Lage,

jedoch  nicht  an  oxidiertem  Eisen  (Fe3+).  Eine  CO-Bindung  an  Fe2+ führt  bei  hämhaltigen

Proteinen zu einer sichtbaren Veränderung im UVvis-Spektrum (Hirata et al., 1977). Für RoxA

ließ sich nach Inkubation mit CO eine Absorptionserhöhung bei 415 nm, 518 nm und 557 nm

feststellen,  was  aufgrund  des  vorliegenden  reduzierten  Hämzentrums  (Fe2+) im „as  isolated“

Zustand zu erwarten war. Für Lcp war nach Inkubation mit CO keine Änderung im Spektrum zu

bemerken.  Die  Versuche  mit  Imidazol  und  CO  implizieren  ein  oxidiertes,  sauerstofffreies

Hämzentrum von Lcp, was es deutlich von RoxA unterscheidet.
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 3.7 Der Reaktionsmechanismus der RoxA- und Lcp-abhängigen 

Polyisoprenspaltung

Das  C-terminale Hämzentrum  ist  nach  der  aktuellen  Vorstellung  am  RoxA-

Reaktionsmechanismus  unbeteiligt. Es  wäre  möglich,  dass  es  sich  um  ein  Relikt  aus  der

Abstammung  von  bakteriellen  Cytochrom  c Peroxidasen  handelt.  Für  eine  genauere

Untersuchung  wurden  bereits  früher  verschiedene  RoxA-Muteine  hergestellt,  die  diese

Hämgruppe beeinflussen sollten. Beispielsweise ist bekannt, dass durch eine Mutation eines der

Cysteine zu Serin im CXXCH Hämbindemotiv der Einbau einer Hämgruppe an dieser Position

verhindert  wird  (Allen  et  al.,  2002).  Die  entsprechenden  RoxA-Muteine  waren  jedoch  nicht

exprimierbar, wodurch keine Versuche mit den entsprechenden Enzym-Varianten durchgeführt

werden konnten. Auch war der Austausch des axialen C-terminalen Hämliganden Histidin 641 zu

Methionin oder Tyrosin nicht exprimierbar (persönliche Beobachtungen). 

Mutationsanalysen von RoxA im Bereich zwischen den Hämzentren zeigten des Weiteren, dass

die  konservierte  Position  W302  keine  wichtige  Funktion  bei  der  Katalyse  einnimmt.

Beispielsweise  war  das  Mutein  RoxA-W302L in der  Aktivität  gegenüber  dem Wildtyp  nicht

beeinflusst  (Schmitt,  2012). Dieser Tryptophanrest (vgl. Abb.  4, Seite  24) wirkt in CCPs und

MauG als Elektronenüberträger zwischen den beiden Hämzentren (Fülöp et al., 1995; Jensen et

al., 2010; Shimizu et al., 2001). Bei CCP aus Rhodobacter capsulatus und MauG aus Paracoccus

denitrificans führte die Substitution mit anderen Aminosäuren zu einem nahezu vollständigen

Aktivitätsverlust  (Shin et al., 2013; de Smet et al., 2006). Aus den erhaltenen Ergebnissen lässt

sich  schließen,  dass  das  C-terminale  Hämzentrum  für  die  strukturelle  Stabilität  von  RoxA

unabdingbar ist, jedoch keinen direkten Einfluss auf die katalytische Aktivität zu haben scheint.

Im Reaktionsmodell von RoxA (Abb.  27) greift der an die  N-terminale Hämgruppe gebundene

molekulare  Sauerstoff  die  Doppelbindung  von  poly(cis-1,4-isopren) an,  wodurch  eine

Hydroperoxid-Verbindung  gebildet  wird.  Eine  autokatalytische  Spaltung  des  Substrat-

Hydroperoxids könnte über  eine Dioxetan-Zwischenstufe erfolgen,  wodurch am Produkt  eine

Keto- und eine Aldehydgruppe entsteht. Die reduziert vorliegende Hämgruppe von RoxA kann

dann wieder molekularen Sauerstoff aufnehmen und eine weitere sauerstoffabhängige Spaltung

von Polyisopren katalysieren (Schmitt, 2012).
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Abb.  27 (aus  Schmitt,  2012,
verändert):  Hypothetischer
Reaktionsmechanismus  von
RoxA. Dargestellt  ist  das  N-
terminale  Hämzentrum  mit
Eisenatom (rot); Sauerstoff (blau)
sowie  poly(cis-1,4-isopren).  Im
„as  isolated“ Zustand  liegt  ein
reduziertes  Eisenatom  mit
gebundenem  molekularen
Sauerstoff  vor  (1).  Das  O2-
Molekül  wird  auf  Polyisopren
übertragen,  das  Hämzentrum
bleibt hierbei reduziert  zurück  (2
und 3). Die entstandene Substrat-
Hydroperoxid-Verbindung  könnte
dann  über  eine  Dioxetan-
Zwischenstufe  die  Spaltung  des
Polyisoprenmoleküls verursachen,
wodurch  eine  Keto-  und  eine
Aldehydgruppe  entsteht  (4  und
5). Da das Eisenatom reduziert zurückbleibt, kann es wieder molekularen Sauerstoff binden und so die
nächste  poly(cis-1,4-isopren)-Spaltung einleiten.  Die Hämgruppe selbst  ist  in diesem Reaktionsmodell
nicht an der Spaltung beteiligt (dargestellt durch das blass hinterlegte Hämsymbol in 3, 4 und 5).

Für Lcp stellt sich die interessante Frage, wie die katalytische Aktivität initiiert werden kann, da

sich das Hämzentrum „as isolated“ im oxidierten (Fe3+),  sauerstofffreien Zustand zu befinden

scheint. Die Bindung von molekularem Sauerstoff an ein Hämzentrum kann nur erfolgen, wenn

dieses in der reduzierten Form (Fe2+) vorliegt  (Dorman et al., 2002; Maines, 1988). Sollte der

Reaktionsmechanismus  von  Lcp  dem  von  RoxA entsprechen,  müsste  die  Lcp-Hämgruppe

zunächst  reduziert  werden,  um  eine  O2-Bindung  und  so  die  katalytische  Aktivität  der

Polyisoprenspaltung zu ermöglichen. Dies könnte beispielsweise direkt durch eine Oxidation des

Substrats  erfolgen,  möglicherweise  begleitet  durch  eine  Konformationsänderung  von  Lcp.

Hierdurch  könnte  dann  eine  O2-Bindestelle  am  Hämzentrum  freigegeben  werden.  Eine

substratabhängige Bindung von Sauerstoff ist insofern sinnvoll, da ein ständig gebundenes O2-

Molekül schnell oxidative Schäden am Enzym verursachen kann, weswegen beispielsweise den

beiden hämhaltigen Dioxygenasen IDO und TDO ein solcher Mechanismus innewohnt (Thackray

et al., 2008).  Mit gebundenem O2-Molekül sind sie nur in einer Zeitspanne von Sekunden bis

Minuten stabil, bevor eine Autooxidation des Hämzentrums stattfindet  (Batabyal & Yeh, 2009;
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Hirata  et  al.,  1977).  RoxA stellt  als  hämhaltige  Dioxygenase  einen Sonderfall  mit  dauerhaft

gebundenem molekularen Sauerstoff dar, nach einer Lagerung des Enzyms bei 4°C ist auch nach

Monaten nahezu kein Aktivitätsverlust feststellbar.

Neben der bereits angeführten Möglichkeit der direkten Reduktion von Lcp durch die Oxidation

des  Substrates  sind  auch  andere  Mechanismen  denkbar,  die  eine  initiale  Reduktion  der

Hämgruppe und so eine katalytische Aktivität von Lcp einleiten könnten.  Eine abschließende

Klärung ist bei dem aktuellen Stand der Lcp Charakterisierung nicht möglich, jedoch können

verschiedene Theorien dazu genannt werden:

Aktivierung von Lcp durch Wasserstoffatom-Abstraktion vom Substrat

Eine Möglichkeit zur Aktivierung von oxidierten Enzymen zeigen Lipoxygenasen,  eisenhaltige

Enzyme, die keine Hämgruppe enthalten.  Sie katalysieren die Peroxidierung von ungesättigten

Fettsäuren und kommen in Pflanzen und Säugetieren, aber auch in Pilzen und Bakterien vor. In

der Katalyse wird ein Wasserstoffatom vom Substrat abstrahiert und auf eine an Fe3+ gebundene

Hydroxylgruppe übertragen, wodurch Wasser freigesetzt wird und reduziertes Eisen zurückbleibt.

Hierdurch entsteht ein Substratradikal, das mit molekularem Sauerstoff reagiert. Das gebildete

Substrat-Peroxidradikal oxidiert Fe2+, wodurch eine Hydroperoxidverbindung und ein oxidiertes

Fe3+ Molekül entsteht (Andreou & Feussner, 2009; Borowski & Brocławik, 2003). 

Prinzipiell  wäre  ein  solcher  Mechanismus  für  die  Polyisoprenspaltung  denkbar,  da  hierbei

ebenfalls  ein  Substrat-Hydroperoxid  entsteht,  wie  es  auch  im  Reaktionsmodell  von  RoxA

vermutet  wird.  Jedoch  wurde  ein  solcher  Reaktionsmechanismus  noch  nie  für  hämhaltige

Enzyme beschrieben.  Die  in  der  Literatur  geschilderten  „pseudo-Peroxidase“  Aktivitäten  von

hämhaltigen Enzymen wie zum Beispiel Hämoglobin und Cytochrom c beruhen vermutlich auf

anderen  Reaktionsmechanismen,  die  häufig  eine  schnelle  Zerstörung  des  Enzyms  zur  Folge

haben (Iwase et al., 1998; Kühn et al., 1981).
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Aktivierung von Lcp durch Peroxidverbindungen

Bekannt ist eine Reduktion eines oxidierten Eisenmoleküls auch durch Peroxide. Diese kommen

mit Sicherheit  in Polyisoprenverbindungen vor, da molekularer Sauerstoff  zu einem gewissen

Teil mit den darin enthaltenen Doppelbindungen reagiert, woraufhin Hydroperoxide entstehen. 

Die Fenton Reaktion

Ein  Mechanismus,  der  eine  Reduktion  von  oxidiertem  Eisen  über  Peroxidverbindungen

beschreibt, ist ein Teil der Fenton Reaktion. Hierbei entsteht durch die Reduktion des Eisenatoms

ein Peroxidradikal und ein Proton  (Fenton, 1894; Haber & Weiss, 1934; Salgado et al., 2013).

Somit könnten Substratperoxide die initiale Aktivierung des Enzyms bewerkstelligen.

Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + HOO• + H+ 

Aktivierung von TDO über Wasserstoffperoxid

Im Fall der TDO konnte gezeigt werden, dass mit Wasserstoffperoxid ein oxidiertes Hämeisen

reduziert  werden kann.  Die Reaktion setzt  hierbei Wasser frei  und lässt  das Hämzentrum als

oxoferryl-Species (Fe4+=O) zurück, wobei auch ein Porphyrin- und so letztlich ein Proteinradikal

entsteht. Das hämgebundene Sauerstoffatom wird dann an das Substrat Tryptophan abgegeben,

dabei  bleibt  ein  reduziertes  Hämzentrum (Fe2+) zurück.  Das  noch  vorhandene  Proteinradikal

reagiert ebenfalls mit einem Tryptophan, woraufhin ein Tryptophanradikal entsteht. Zwei solche

Tryptophanradikale reagieren dann wiederum zu einem di-Tryptophan-Molekül (Fu et al., 2011). 
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 4 Ausblick

 4.1 RoxA

Zukünftig sollte das Auffinden der unbekannten poly(cis-1,4-isopren)-Bindedomäne von RoxA

ein primäres Ziel darstellen. Da die Hämzentren von RoxA im Inneren des Enzyms verborgen

liegen, muss das Substrat nach erfolgter Bindung zum aktiven Zentrum gelangen. Bis jetzt wird

vermutet, dass bei RoxA drei Loops über dem distalen N-terminalen Hämzentrum involviert sind.

Durch  sogenannte  „hydrophobic  brushes“  wäre  ein  Substratzugang  zu  dem  N-terminalen

Hämzentrum  durch  Rotationsflexibilität  bestimmter  Tryptophanreste  möglich  (W495,  W445,

W450, W449) (Seidel et al., 2013). In Zukunft sollten diese Positionen durch Mutationsanalysen

auf  ihre  Wichtigkeit  an  der  poly(cis-1,4-isopren)-Interaktion  untersucht  werden.  Zwei  der

genannten Tryptophanreste (W449, W450) lassen sich nur in RoxAXsp. finden, jedoch nicht in den

anderen  untersuchten  RoxA-orthologen  Proteinen.  Da  diese  eine  Aktivität  von  nur  10%

gegenüber RoxAXsp. zeigen, wäre es denkbar, dass ein gezielter Austausch der entsprechenden

Aminosäurereste  zu  Tryptophan  bei  den  RoxA-orthologen Proteinen  zu  einer  Steigerung der

Aktivität führt. Hierdurch wäre ein erster Hinweis auf eine Beteiligung dieser Aminosäuren an

der poly(cis-1,4-isopren)-Interaktion gegeben. 

Die angeführte geringe Aktivität  der RoxA-orthologen Proteine könnte auch in einer anderen

Substratspezifität begründet sein, wie die unterschiedlichen Auswirkungen von β-Carotin auf die

Aktivität  von  RoxACco bereits  andeuteten  (siehe  Kapitel  2.6.4,  Seite  43).  Eine  weitere

Vorgehensweise zum Auffinden der Substratbindestelle ergibt sich durch die Ergebnisse, die für

das  Mutein RoxACco-DOM erhalten wurden (Gassner,  2014).  Durch den Austausch von zwei

Positionen (H444T und Y448S) an der Proteinoberfläche durch die jeweiligen Aminosäurereste

aus RoxAXsp. steigerte sich mit Kulturüberstand die Aktivität um den Faktor 1,6. Dieses Ergebnis

muss jetzt auch für das gereinigte RoxACco-Mutein gezeigt werden. Sollte sich dies bestätigen, ist

es  sehr  wahrscheinlich,  dass  die  Aminosäurereste  im  Bereich  der  Polyisopren-

Substratbindedomäne liegen. In weiteren RoxACco-Muteinen, die auf Basis von RoxAXsp. erstellt

werden, sollte dann eine weitere Aktivitätssteigerung möglich sein. Die umgekehrten Mutationen

in RoxAXsp. sollten wiederum für eine Verminderung der Aktivität sorgen. 
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Ein anderer Ansatz für das Auffinden der Substratbindedomäne ist die Kristallisation von RoxA

mit Substrat. In der Vergangenheit war dies nicht möglich. Beispielsweise führen Versuche, RoxA

Kristalle  mit  ODTD  zu  inkubieren,  nicht  zur  gewünschten  dreidimensionalen  Struktur  mit

gebundenem ODTD-Molekül. Das inaktive Mutein RoxA-F317Y eröffnet jedoch zusammen mit

den  Produkten  der  Lcp-Spaltung  neue  Möglichkeiten.  Es  konnte  in  der  vorliegenden  Arbeit

gezeigt werden, dass die Aktivität von RoxA-F317Y praktisch vollständig unterdrückt ist, aber

auch, dass RoxA-Wt einige Produkte der Lcp-Spaltung als Substrat akzeptiert. Eines der Lcp-

Spaltprodukte könnte durch eine präparative HPLC isoliert und anschließend für eine Inkubation

mit RoxA-F317Y eingesetzt werden. Dies könnte zu einer entsprechenden Kristallstruktur mit

gebundenem Substrat führen.

Neben  dem  Substratkanal  muss  auch  ein  Produktkanal vorhanden  sein,  wodurch  die

Spaltprodukte  nach  erfolgter  Katalyse  wieder  freigesetzt  werden  können.  Die  für  diesen

Produktkanal  in  RoxA  postulierten  Aminosäurereste  Y462  und  H312  sind  nicht  für  die

Stabilisierung  von  ODTD verantwortlich,  wie  in  Gassner,  2014 gezeigt  werden  konnte.  Das

Auffinden dieses Kanals ist sehr schwierig, da er aus der Struktur nicht abgeleitet werden kann.

Eine PC-basierte Modellierung mit ODTD im Bereich des N-terminalen Hämzentrums könnte zu

einer  Entdeckung  dieses  Kanals  beitragen.  Da  die  Resultate  eines  solchen  Vorhabens

unvorhersehbar sind und hierfür viel Zeit investiert werden muss, sollte das Hauptziel jedoch

zunächst die Substratbindedomäne darstellen.

 4.2 Lcp

Für Lcp konnte  gezeigt  werden,  dass  es  sich  um ein  b-Typ Cytochrom mit  oxidierter  (Fe3+)

Hämgruppe handelt. Es stellt sich die Frage, ob für Lcp der gleiche Reaktionsmechanismus wie

für RoxA angenommen werden kann oder, ob es sich um einen anderen handeln könnte. Da sich

im Zustand „as  isolated“  die  beiden Enzyme scheinbar  in  unterschiedlichen  Grundzuständen

befinden, müsste im Fall von Lcp zunächst eine initiale Reduktion von Lcp erfolgen, um eine O2-

Bindung zu ermöglichen. Einige Mechanismen hierfür wurden bereits in Kapitel  3.7, Seite  75

aufgezeigt.
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Die EPR-Spektroskopie könnte für eine weitere Charakterisierung von Lcp und auch zur Klärung

der soeben genannten Fragestellung über die Art des Reaktionsmechanismus, analog zu den bei

Schmitt 2012 durchgeführten Versuchen mit RoxA, eingesetzt werden. So könnte das oxidierte

Hämzentrum verifiziert,  aber  auch der  spin-Zustand sowie  die  Art  der  axialen  Liganden des

Eisenatoms festgestellt werden. Durch Inkubation mit Polyisopren ließen sich möglicherweise

spin-  oder  redox-Veränderungen  verfolgen.  Des  Weiteren  könnten  so  mögliche

(Substrat-)Radikale sichtbar werden. Durch die daraus gewonnenen Erkenntnisse wären eventuell

Aussagen für den Reaktionsmechanismus von Lcp möglich, beispielsweise, ob das RoxA-Modell

oder ein anderes in Frage kommt.

Die dreidimensionale Struktur von Lcp wäre für weitere Versuche von großer Hilfe. Hierdurch

ließen  sich  durch  eine  gerichtete  Mutagenese  einzelner  Aminosäurereste  Hinweise  auf  die

Sauerstoffbindung sowie die Interaktion mit Polyisopren finden.
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