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Abstract

Introduction. The use of biocatalysis in the industrial synthesis of intermediates, metabolites and
products has grown rapidly over the past decade. In the field of fine chemicals, the application of
enzyme-catalyzed-processes has obtained significant interest because of their properties with
respect to chemo-, regio- and stereoselectivity for the synthesis of enantiomerically pure
compounds. Among them, hydrolases are by far the most prominent group of enzymes used
because they do not require cofactors and are often active in organic solvents. Another
industrially relevant class of enzymes are oxidoreductases which are widely used in the synthesis
of chiral alcohols, hydroxy acids, or amino acids. But most oxidoreductases require cofactors
which means that efficient cofactor-regenerating systems are needed for preparative purposes.
Even though a large number of enzymes are known, it may still be necessary to screen for
new biocatalysts with possible technical applications. Here, the diversity of microorganisms from
natural habitats and their potential as a source for unknown enzymes has received increasing
attention. The traditional approach to isolate novel enzymes by cultivation of microorganisms
from environmental samples (e.g. soil) revealed to be incomplete as only a minor proportion of
microorganisms are culturable under standard laboratory conditions ('great plate count anomaly',
Staley and Konopka, 1985 (18)). The immense reservoir of untapped microbial diversity is
regarded as a source for new enzymes. In order to circumvent the inability to culture the majority
of microorganisms from environmental samples, the access to the genomes of microbial
communities via gene banks is an important key. By this approach, microbial DNA can be
extracted directly, e.g. from soil matrix, and inserted into a vector propagated in bacterial host
strains such as E. coli. Therefore, the isolation of nucleic acids from environmental samples and
their analytics are essential for the generation of gene banks and, consequently, important for the

discovery of biocatalysts.

Technological difficulties of direct cloning of soil-DNA. In the present work, the principle
approach for the generation of genomic preparations from microbial communities involved the
recovery of DNA from soil samples, the quantification of double-stranded DNA, the purification
of the soil-DNA, and its subsequent cloning into culturable organisms in order to establish a gene
bank. Generally, it is important to consider some critical issues before cloning DNA extracted
from soil. Various steps of the procedure, namely the extraction of the collective genomes of all
microorganisms in a given habitat (metagenome) as well as the preparation and cloning of the

DNA, include some challenges on the methods applied.
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The technological difficulty for the DNA extraction method consists in the cell lysing
process which should disrupt most of the microorganisms in the environmental sample without
shearing the macromolecular structure of the genomic DNA. Further, the resulting crude DNA
extract contains significant amounts of impurities and requires purification before cloning. In the
case of lysed soil samples, crude extracts are contaminated predominantly by humic substances
which are the major components of soil organic matter and which consist of a mixture of plant
and animal residues resulting from chemical and/or biological decomposition. Characteristic
features of humic substances are their structural heterogeneity, their ability to bind metal ions by
complex formation, and their tendency to interact with a variety of organic compounds. Based on
their solubility in alkalic and acidic solutions, humic substances may be classified as three
fractions: (a) fulvic acids that are soluble in alkali and acid, (b) humic acids (HA) that are derived
from alkaline extracts precipitate by acidification, and (c) humin that cannot be extracted by
alkali or acid from soil. Owing to these properties, crude DNA extracts from soil or sediment
samples are often contaminated by fulvic acids and HA. It is important to emphasis the
characteristics of humic substances because they interfere with many molecular biological
applications (enzymatic DNA modification, DNA quantification and amplification). Although
humic substances (fulvic acids and HA) and nucleic acids belong to different classes of
compounds, both show similar properties with regard to water solubility, interaction with cationic
substances, and their high molecular-weight. Thus, purification of crude soil-extracts in order to

obtain high-quality DNA could be a rate-limiting step in cloning studies.

At last, the success of the described approach depends upon the ability to clone sufficiently
large contiguous fragments of soil-DNA into an appropriate vector, the ability to express the
diverse DNA effectively and to screen a large number of recombinant clones by a reliable

screening system.

Aim of the work. The main objective of this work was to establish methods for the construction of
a soil-DNA gene bank which should be screened for novel enzymes useful for technical biocata-
lysis. The isolation of high-molecular-weight DNA, which is necessary for an efficient cloning, is
a difficult process. Therefore, the disruption of microorganisms in complex soil matrix by
supercritical carbon dioxide was investigated. As already mentioned, crude DNA extracts are
contaminated by humic substances which interfere with DNA quantification. But the latter can be
important for generation of soil-DNA gene banks and for development of new DNA extraction
methods. For this reason, the interaction of DNA with the fluorescent dye SYBR Green I was

investigated. Based on these results, a new method for DNA quantification in crude DNA extracts
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could be established. Both studies showed that the knowledge of underlying mechanisms is
crucial to determine the limits of a technology and to help find solutions to overcome problems of
an assay.

Another aim of the work was to establish an efficient purification method to remove humic
substances from crude DNA extracts. Finally, a gene bank should be constructed in E. coli DHS5 «
using the plasmid pJOE930 and screened for genes encoding enzymes with hydrolytic and

oxidative activities.

Considering the different aspects, the summary can be structured as follows. After studying
the interaction between SYBR Green I and DNA, the underlying mechanisms are used to develop
a novel method for DNA quantification in crude extracts. Subsequently, the experiences made
with humic substances are used to establish an effective DNA purification, and, in the end, the

construction as well as the analysis of the gene bank are described.

Investigations on DNA intercalation and surface binding by SYBR Green I, its structure
determination and methodological implications

The detection of DNA by SYBR Green I has become increasingly important in many molecular
biology applications including gel electrophoresis, real time PCR, and DNA quantification in
solution. The latter techniques are mainly based on the DNA selectivity of SYBR Green 1. This
selectivity may be founded on different fluorescent yields of SYBR Green I when bound to
different nucleic acids, e.g. DNA, single-stranded DNA (ssDNA), RNA, etc., its binding
specificity, or both. It has been proposed that SYBR Green I binding to DNA may be described
by at least two binding modes. However, it is not clear, whether intercalation, surface binding, or
both binding modes occur. Binding studies are impaired, because the molar concentration of the
dye in the SYBR Green I reagent and its structure are not given by the supplier. To elucidate the
chemical structure mass spectrometric (MS) and nuclear magnetic resonance (NMR) experiments
were performed with the commercially available reagent. MS-fast atom bombardment analysis
revealed the relative molecular mass of SYBR GreenI to be (509.273 £0.005) amu. By
additional MS/MS- and NMR-studies, the core structure was found to be based on a benzazo-
lintum ring linked to a 4-quinolinium ring by a single methine bridge: 2-[N-(3-dimethyl-
aminopropyl)-N-propylamino]-4-(2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methylidene)-1-
phenylquinolinium. The structure exactly corresponds to that of Molecular Probes cyanine dye
937. As SYBR Green I is a positively charged ion, the molar concentration in the reagent was
evaluated to be around 18.5 mM (~10 mg/ml) by counter-ion determination. Chloride (14 mM),

nitrate (1.4 mM) and sulfate (3.4 mN) were detected as counter-ions. Only trace amounts of
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sodium ions (0.3 mM) were found. Consequently, a molar absorption coefficient of about 73 000
(M-cm)™" at 494 nm was deduced. These findings allowed for interaction studies by generating
SYBR Green I/DNA complexes with defined dye/base pair (dye/bp) ratios. Fluorescence
intensity and differential absorption spectroscopy measurements at different ratios confirmed the
notion that at least two binding modes are expressed. Differential absorption investigations led to
a more complex dependence compared to fluorescence intensity studies. The latter showed that a
significant increase in fluorescence was only observed, when the dye/bp ratio exceeded a value of
about 0.1. After reaching a value of around 2, fluorescence quickly approached a maximum.
According to these results, fluorescence intensity is insensitive to changes in dye/bp ratios as long
as the ratio is around or above 4. For the investigation of the binding mode at low dye/bp ratios
hydrodynamic studies were performed. Intercalation of an agent increases the length of rod-like
DNA and thus the viscosity of a DNA solution rises. A continuous increase of the dye/bp ratio up
to 0.2 resulted in an enhancement of the relative viscosity indicating that binding of SYBR
Green I to DNA caused a lengthening of the nucleic acids. SYBR Green [/DNA complexes at a
dye/bp ratio of 0.1 showed increased viscosity which was similar to settings with the well-known
intercalator ethidium bromide. In contrast, the minor groove-binding dye Hoechst 33258 did not
increase viscosity. Experiments with DNA and ssDNA at defined conditions revealed not only a
higher yield in fluorescence intensity (15 to 25fold) for the SYBR Green /DNA complex, but
also a broadening and a dye/base dependent bathochromic shift of the emission band for the
SYBR Green I/ssDNA complex.

The analytical data support the occurrence of intercalation or semi-intercalation followed
by allosteric surface binding, which is in agreement with the attributes of the determined structure
of SYBR Green I (Zipper et al., 2004) (179). These investigations also showed that SYBR
Green I bound to the surface of DNA appears to be the ultimate fluorophor, whereas intercalated
dye does not noticeably contribute to fluorescence. Studies with poly(dA)epoly(dT) and
poly(dG)+poly(dC) homopolymers indicated minor groove binding.

On the basis of these results it should be possible to explain observations, to determine the
limits of a technology, to help find solutions to overcome problems, and to provide reliable
assays. Thus, it is believed that the novel results are timeliness, because of the potential to apply
them in technologies like real time PCR and especially DNA quantification. The latter was
studied in more detail with crude DNA extracts from soil and aquatic sediments as DNA
quantification can be important for the validation and optimization of standard extraction

protocols and for the development of novel extraction techniques.
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Mechanisms underlying the impact of humic acids on DNA quantification by SYBR Green I
and consequences for the analysis of soils and aquatic sediments

DNA quantification of soils and sediments is useful for the investigation of microbial comm-
unities and for the acquisition of their genomes with the intention to discover new enzymes.
However, in such samples DNA quantification is impaired, e.g. by co-extracted HA, and due to
its lack of specificity and sensitivity, UV spectrophotometry can not be applied. Consequently,
fluorimetric assays applying Hoechst 33258 or PicoGreen are used. In the present study, the
SYBR Green I assay, which was also affected by HA, was investigated and found to be 25- and
1.7-fold more sensitive compared to the Hoechst 33258 and PicoGreen assays, respectively.
Spectrophotometric, fluorimetric, and quenching studies as well as gel mobility shift analysis
suggested that the effect of HA on the SYBR Green I assay was based on an inner filter effect,
collisional quenching, and competitive binding of SYBR Green I by HA and DNA (Fig. 1).

[SG' x DNA] [SGs x SG' x DNA]*
¢ b
Ex Em Ex Em

v

SG
SG + DNA = SG'xDNA _ SGs x SG' x DNA
+ + +
HA HA HA
SG x HA SG' x DNA SGs x SG' x DNA
+ +
SG x HA SG x HA

Fig. 1 Simplified model on the mechanisms underlying the impact of HA on the SYBR Green I (SG) assay
(Zipper et al., 2003) (180). Following aspects are displayed: competition of HA and DNA for binding SG
with respect to (semi-)intercalation of SG (SG') followed by surface binding of SG (SG°) to DNA;
fluorescence quenching of the excited SG/DNA complexes [SG' x DNAJ* and [SG® x SG' x DNAJ* by
HA due to collision and inner filter effect (sparks). As it is supposed that [SG® x SG' x DNAJ* expresses a
much higher fluorescence than [SG' x DNAJ*, the impact of HA on the SG assay is mainly based on the
quenching of [SG® x SG' x DNAJ* ( ). For reasons of clarity, stoichiometric coefficients and
fluorescence excitation and emission of HA are not shown. (Ex, excitation; Em, ~ emission)

This competition appeared to be based on the withdrawal of intercalated or semi-
intercalated and surface-bound SYBR Green I from DNA. It is assumed that the latter strongly
impairs the assay, as surface-bound SYBR Green I mainly accounts for fluorescence in contrast
to the (semi-)intercalated dye (see above). Consequently, the standard assay with 3.1 uM
SYBR Green I (Vitzthum et al., 1999) (52) was optimized to 9.8 uM in the novel assay reducing
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the influence of competition. Although the sensitivity of the optimized SYBR Green I assay was
decreased by a factor of 1.3, the interfering effect of HA could be reduced up to 22-fold.

Finally, the performance of the modified SYBR GreenI assay and the corresponding
evaluation methods were verified by the determination of DNA recoveries and concentrations of
standards as well as environmental samples (marine, flatland, estuarine and limnic sediments,
soil) in comparison to the PicoGreen and Hoechst 33258 assays. Due to the lack of sensitivity,
Hoechst 33258 was not applicable in crude extracts. Apart from the general consistency of the
DNA concentrations determined by the novel assay with respect to the data found in literature
and to theoretical considerations, the high recoveries indicated the reliability of this assay.
Although the PicoGreen assay appeared to be robust, higher sensitivity, markedly lower costs,
and a better reliability, with respect to the recoveries observed, favoured the modified
SYBR Green I assay. Therefore, the novel assay should be useful for the investigation of DNA
directly extracted from soils and sediments (Zipper et al., 2003) (180).

Construction of a soil-DNA gene bank and its screening for novel enzymes
Beside the investigation on the mechanism of SYBR Green I binding to DNA and its application
in a novel method for DNA quantification, studies on the extraction, purification and cloning of

soil-DNA as well as on the screening of the gene bank were performed.

Extraction of soil-DNA. For the extraction of DNA from soil microorganisms numerous methods
have been developed varying in the degree of shearing, purity and yield of the isolated DNA.
Disruption of microbial cells can be carried out by mechanical (bead-mill) and non-mechanical
(chemical, enzymatic) treatments as well as by combination of both. Microbial cell disruption by
explosive decompression with supercritical fluids was used for the extraction of nucleic acids
from environmental samples suitable for hybridization and/or amplification by PCR (Nivens et
al., 1997) (36). Supercritical fluids are highly compressed gases which combine properties of
gases and liquids. Due to its physical properties a supercritical fluid can penetrate cell walls at
high pressure and rapture them when pressure is released as fast as possible. In the present study,
this approach was tested with supercritical carbon dioxide at 260 bar and 60 °C using pure
cultures, first. Thereby, genomic DNA could only be extracted from Pseudomonas LU2023 and
Arthrobacter LU9144, whereas no DNA was isolated from Rhodococcus 1L.U9002. Examining
autoclaved soil samples, which were fortified with these model organisms, showed that no DNA
could be recovered. Thus, the soil matrix significantly influenced the lysis efficiency of the
Pseudomonas and Arthrobacter strains. Surprisingly, the treatment of not-autoclaved and not-

seeded soil samples revealed that DNA could be released from soil by supercritical carbon
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dioxide. But as the method failed to disrupt the examined model organisms, this extraction
technique was said to be not suitable for the generation of gene banks which should reflect most
of the genomes present in a given habitat. So, the soil-DNA used for the generation of a gene
bank was extracted according to the method of Zhou et al. (1996) (76) which was modified by
Kauffmann et al. (2002) (90). Usually, the obtained crude DNA extracts were contaminated by

co-extracted humic substances and had to be purified.

Purification and digestion of soil-DNA. Four different DNA purification methods (anion
exchange and adsorption chromatography, gel filtration, precipitation of humic substances with
guanidinium hydrochloride) were evaluated for removal of humic substances and DNA recovery.
Pure high-molecular-weight soil-DNA, which could be digested by EcoRI, was obtained with gel
filtration columns. But in some cases, the purified DNA extracts were still contaminated by
residues of humic substances. This behaviour could be explained by their heterogeneity. In order
to prevent inhibition of restriction enzymes, bovine serum albumin (BSA) was added to digestion
reactions. Band shift experiments in agarose gels showed that BSA binds to HA revealing the
possibility to protect the enzymes by an excess of BSA in the reaction mixture. E.g. the enzyme
Sau3 Al was inhibited by 0,4 ug/ml HA from Fluka in the absence of BSA, whereas no inhibition
effect was observed up to 80 ug/ml HA after addition of 10 mg/ml BSA. Consequently, soil-
DNA was digested in the presence of BSA.

Approximately 6 ug of pure and high-molecular-weight soil-DNA per g soil (wet weight)
were obtained applying the modified extraction method of Zhou et al. (76) in combination with
gel filtration. After digestion of the soil-DNA with EcoRI (supplemented with BSA), the DNA
molecules were size fractionated by gel electrophoresis and DNA fragments between 3 and 10 kb

were eluted from the agarose gel.

Cloning of soil-DNA. The eluted DNA fragments were ligated into EcoRI-digested pJOE930
plasmid. pJOE930 is a positive selection vector and was used because of its two inducible /ac-
promotors on both sides of the multiple cloning site revealing the possibility to facilitate gene
expression from the cloned fragments (Altenbuchner et al., 1992) (88). The recombinant
plasmids were transferred to the host E. coli DH5« by electrotransformation. Around 43 000
recombinant clones were plated directly on tributyrin agar plates. Roughly 500 to 2 000 clones
were obtained per each ul of transformed ligation reaction. Transformation of all ligation
reactions would result in around 60 000 to 240 000 recombinant clones. The average insert-size
was between 3.2 to 5.2kb with a minimum and maximum insert-size of 2.4 and 10 kb,

respectively. According to restriction digestion experiments, 36 to 60 % of the white colonies
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carried a recombinant plasmid with insert-DNA. Based on these data roughly 70 to 750 Mbp of
soil-DNA were cloned into pJOE930. Surprisingly, recombinant plasmids without insert-DNA,
which were prepared from white colonies, could not be digested with EcoRI anymore. This
observation was assumed to be the result of deletion of the palindromic sequences of pJOE930
(Altenbuchner et al., 1992) (88). Permanent stocks of approximately 13 000 recombinant clones

were prepared in a DMSO-containing medium in microtiter plates and stored at -80 °C.

Screening of the gene bank for new enzymes. The established gene bank was screened for
different activities using agar-plate-based assay systems which allowed a cheap and rapid screen-
ing of a high number of recombinant clones. The sequencing of the plasmids and the biochemical
characterisation of the lipolytic enzymes were performed by the BASF Corporation (Ludwigs-
hafen). The identified insert-DNAs were compared to the sequences in public databases by the
software package PEDANT.

The gene bank was screened on indicator plates for various activities (lipase/esterase,
amylase, protease, phosphatase, phytase, oxidoreductase) and revealed 57 positive E. coli
colonies. After confirming the specific phenotype of some positive clones, the insert-DNA (=
soil-DNA) of 26 recombinant plasmids with a total size of around 138 kb was sequenced. The
GC-content of the insert-DNA was between 42 and 73 %, with an average of 62 %. 118 complete
and nine incomplete open reading frames (sum: 127) were found. With one exception, where the
deduced protein HZ27-orf3 revealed 100 % amino acids sequence identity to a transposase from
Salmonella enterica, the deduced proteins of 78 genes showed amino acids sequence identities
only between 22 and 76 % to known proteins from microorganisms of a wide variety of
taxonomical classes (a-, [-, y~Proteobacteria, Actinobacteria, Deinococci, Bacilli, Flavo-
bacteria, Archaeabacteria). No similarities to known proteins were found in 48 deduced proteins.
Finally, it can be summarised that all sequences, which were cloned from soil-DNA into
pJOE930, were not described before (except for the predicted transposase activity of HZ27-orf3)

and that there is no evidence indicating from which species the cloned DNA was derived.

Approximately 43 000 clones were screened for esterase/lipase activity on tributyrin-
containing agar plates. 22 positive clones were detected during the initial screening, but revealed
that five clones had the same insert-DNA as previously in the screening discovered clones (three
of these clones came from the same transformation reaction; two clones were detected in different
ligation reactions). Thus, 19 lipolytic clones were discovered, resulting in a hit rate of one
positive per 2 300 clones for the screened gene bank. Most of the cloned inserts carried genes

where the deduced amino acid sequences showed similarities to lipolytic enzymes. The sequences
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were often characterized by the sequence motif 'GxSxG' which is often found in hydrolases. In
addition, four of these deduced proteins showed a 'GGGx'-pattern. Carboxylesterases containing
this sequence motif are reported to hydrolyse esters of tertiary alcohols (Henke et al., 2003)
(111). The substrate specificity was investigated for the clones HZ01, HZ02, HZ04, HZ05 and
HZ07. The studies revealed that e.g. the clone HZ04 was able to hydrolyse different para-
nitrophenyl-(pNP)-esters like pNP-butyrate, -caproate, -caprylate, -laurate and -palmitate,
-acrylate, -methacrylate and to a minor extent pNP-trimethylacetate (Fig. 2). The HZ04-orf2 gene
product is characterized by a GDSAG- and GGGx-motif and showed an amino acid sequence
identity of 42 % to the esterase EST(Pc) from Pyrobaculum calidifontis VA1 which was shown
to hydrolyse the tertiary alcohol ester fert-butyl acetate (Hotta et al., 2002) (115).
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Fig. 2 Substrate specificity of the clone HZ04 with respect to pNP-esters.

Around 13 000 clones were screened for protease, amylase and phosphatase activities.
Clones expressing protease activity were not found, whereas the initial screening for amylases
revealed 16 positive clones which were not further characterized. Three positive clones were
found during the initial screening for phosphatase-producing clones. In additional tests, one of
these clones also showed a phytase activity with a specific activity of 1.47 U/mg protein at 37 °C,
0.94 U/mg at 50 °C and 0.74 U/mg at 60 °C. No activity was detected in the crude extract after

incubation for 10 min at 90 °C.

The screening for genes conferring oxidoreductase activity was based on a hierarchical
approach. In the first step, the ability of the recombinant clones to form carbonyls from 1,2-
propanediol was tested during the growth on pararosaniline-sodium-bisulfit agar plates where
positive colonies showed a dark red phenotype. Roughly 20 000 colonies were screened for the

formation of carbonyls. 91 positive clones were identified during the initial screening. In the



Abstract XXV

second step, all positive clones were tested for carbonyl-formation using the purpald-assay in
microtiter plates (Zurek et al., 1997) (128). Here, 19 clones showed again a positive reaction. The
plasmids of four clones (HZ13, HZ25 to HZ27) were sequenced and further characterized.
Analysis of the amino acid sequences deduced from the genes of the plasmids pHZ13 and pHZ27
revealed that two genes encoded novel putative alcohol/aldehyde dehydrogenases and one gene
encoded a putative aldo/keto reductase. In contrast, the amino acid sequences deduced from the
genes of pHZ25 and pHZ26 showed no similarities to known oxidoreductases. Therefore, these
plasmids may contain entirely new genes encoding biocatalysts which mediate the described

reactions.

During the activity-based screening of the gene bank, two clones were noticed because of
their brown-coloured phenotype which differed from the phenotype of E. coli DH5 a/pJOE930.
The catalase/peroxidase encoding gene HZ20-orf2 was detected during the screening for lipolytic
enzymes, indicating a hit rate of one clone per 43 000 screened clones. Interestingly, the deduced
protein of the gene HZ20-orf2 showed an amino acid sequence identity of 76 % to the catalase/
peroxidase BpKatG from Burkholderia pseudomallei which was crystallized by Carpena et al.
(2003) (130) (Fig. 3). The second coloured colony was found during the screening for genes
conferring alcohol-oxidoreductase activity. The corresponding plasmid revealed a gene product

with a considerable amino acids similarity to an aminolevulinic acid synthase.

Thr330-Val340
8\ Gly181-Tyr186
Glu169-Trp173

Fig. 3 Comparison of the monomer structure of BpKatG from B. pseudomallei and the theoretical
structure of HZ20-orf2. The crystallized enzyme of BpKatG consists of two identical domains, each with
one modified heme group (green) and one metal ion, likely sodium (orange), per subunit. The super-
imposition reveals three regions which differ in the tertiary structure (BpKatG: red; HZ20-orf2: blue).
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Conclusion

In the present work, the recombinant approach showed the feasibility of direct cloning of soil-
DNA to exploit microbial biodiversity for the discovery of new genes conferring lipolytic (19
clones) and amylolytic (16 clones) activities as well as phytase (1 clone), catalase/peroxidase
(1 clone), aminolevulinic acid synthase (1 clone) and carbonyl-forming (19 clones) activities
using the plasmid pJOE930 and E. coli DH5« as host. This approach enabled the access to an
enormous pool of genes from microorganisms that have not been cultivated yet. It should be
mentioned that studies dealing with DNA analytics were of considerable importance for the
generation of the gene bank. Thus, the work shows basic studies on the mechanisms underlying
the interaction between SYBR Green I and DNA. These investigations were of significant value
when it came to develop a new method for DNA quantification in soils and sediments which is
useful for the acquisition of microbial genomes that are exploited for the production of novel
enzymes. Finally, the efficient removal of humic substances and the cloning of the soil-DNA into
pJOE930 together with activity-based agar plate screening systems allowed for the discovery of a
considerable number of new biocatalysts. Thus, it is possible, that a substrate, which is interesting

for industrial purposes, can be tested with various enzymes to find the most suitable candidate.
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Zusammenfassung

Das grofe Artenreichtum mikrobieller Organismen in der belebten Natur hat im Verlauf der
Evolution zu einer Vielzahl unterschiedlicher Enzyme gefiihrt. Da weniger als ein Prozent der
Bodenmikroorganismen mit den heutigen Methoden kultivierbar ist (Amann et al., 1995) (16),
wird in neueren Verfahren versucht, die genomische DNA aus Bodenproben zu isolieren, in einen
geeigneten Expressionswirt zu klonieren und die erstellte Genbank nach neuen Genen zu durch-
mustern, die z.B. fiir Enzyme mit industriell relevanten Eigenschaften kodieren. Diese moderne
Vorgehensweise ist aber mit einer Reihe von technologischen Problemen verbunden. Um hier
Losungen bereitzustellen, wurden in der vorliegenden Arbeit zunidchst Methoden zur Charakteri-
sierung, Isolierung und Reinigung von Boden-DNA untersucht und darauf aufbauend eine in
E. coli erstellte Genbank nach neuen Enzymen (Hydrolasen, Oxidoreduktasen) fiir technische
Anwendungen durchmustert.

Im ersten Teil der Arbeit galt besonderes Interesse der Entwicklung einer Methode zur
DNA-Quantifizierung in Boden-Extrakten mittels SYBR-Green-I-Fluoreszenz, die durch co-
extrahierte Huminsduren gestort wird. Diese Methode kann z.B. im Rahmen der Optimierung von
Verfahren zur DNA-Isolierung aus Bodenproben eingesetzt werden. Die Aufkldrung der Struktur
von SYBR Green I und der Konzentration des kommerziell erhdltlichen Reagenz bildete die
Basis fiir Interaktionsstudien zwischen SYBR Green I, DNA und Huminsduren. Die Unter-
suchung der Wechselwirkung zwischen SYBR Green I und DNA zeigte, dass der Farbstoff in
Abhéngigkeit vom Farbstoff/Basenpaar-(bp)-Verhiltnis einen biphasischen Bindungsmodus an
DNA aufweist. Anhand von hydrodynamischen Messungen in einem Farbstoff/bp-Bereich
zwischen 0 und 0,2 konnte eine (Semi-)Interkalation von SYBR GreenI zwischen die bp
nachgewiesen werden, wobei der Komplex hier nur eine geringe Fluoreszenz zeigte. Steigende
SYBR-Green-I-Konzentrationen ergaben eine maximale Fluoreszenz ab einem Farbstoff/bp-
Verhiltnis von zwei bis vier. Die Charakterisierung dieses zweiten Bindungsmodus erfolgte mit
den Homopolymeren Poly(dA)+Poly(dT) (dAdT) und Poly(dG)+Poly(dC) (dG+dC), die sich u.a.
in der kleinen Furche unterscheiden. Der an dA+dT gebundene Farbstoff zeigte 83 bis 86 % und
das an dG+dC gebundene SYBR Green I nur 40 % der Fluoreszenz des SYBR Green [/ADNA-
Komplexes bei einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von zehn. Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf,
dass SYBR Green I sich bei hohen Farbstoff/bp-Verhéltnissen in die kleine Furche einlagert.

Die neuen Erkenntnisse, die auch von generellem Interesse sind, bildeten die Grundlage fiir
die Entwicklung einer Methode zur DNA-Quantifizierung in huminséurehaltigen Rohextrakten.

Die Untersuchung der Stérmechanismen zeigte, dass die Loschung der SYBR-Green-I-
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Fluoreszenz auf einen inneren Filtereffekt, eine dynamische Fluoreszenz-Loschung und eine
kompetitive Bindung von SYBR Green I zuriickzufiihren ist. Basierend auf den Ergebnissen
dieser Studien wurde ein neuer SYBR-Green-I-Test entwickelt und anhand von Wieder-
findungen, die durchschnittlich bei (98 £ 6 %) lagen (Standardadditionsverfahren), auf seine
Zuverlassigkeit tiberpriift. Die ermittelten DNA-Gehalte in Boden- und Sedimentproben zeigten
eine gute Ubereinstimmung zu Literaturangaben. Gegeniiber dem PicoGreen-Test wurden die
Reagenzienkosten etwa um den Faktor 5,6 reduziert.

Weiterhin wurden auch Techniken zur Gewinnung, Reinigung und enzymatischer Spaltung
von Boden-DNA untersucht. Zur Isolierung von hochmolekularer, genomischer Boden-DNA
wurde zundchst versucht, verschiedene Modellorganismen durch schnelle Dekompression von
tiberkritischem Kohlendioxid aufzuschlieen. Das {tiberkritische Fluid diffundiert bei hohen
Driicken (260 bar) und Temperaturen (60 °C) in die mikrobiellen Zellen. Die anschlieBende
Dekompression der Reaktionskammer fiihrt zum Aufbrechen der Zellwidnde aufgrund der Aus-
dehnung des gasformigen Kohlendioxids. Allerdings zeigte die Bodenmatrix einen erheblichen
Einfluss auf die Aufschluss-Effizienz bestimmter Bakterienarten, so dass dieses Verfahren fiir die
Erstellung einer Genbank nicht geeignet war. Daher erfolgte die DNA-Extraktion aus
Bodenproben nach einer modifizierten Methode von Zhou ef al. (Zhou et al., 1996; Kauffmann et
al., 2002) (76; 90). Ublicherweise waren die DNA-Rohextrakte durch Huminstoffe kontaminiert,
die sich durch den Einsatz von Ausschlusschromatographie-Saulen abtrennen lieBen. Eine
Spaltung der Boden-DNA mit dem Enzym EcoRI war somit in den meisten Féllen moglich. Da
eine Bindung der Huminstoffe an Rinderserumalbumin (BSA) nachgewiesen werden konnte,
wurde der Einfluss eventuell nicht-abgetrennter Huminstoff-Riickstinde auf die enzymatische
DNA-Hydrolyse durch Zugabe von BSA (10 mg/ml) minimiert.

Basierend auf den Vorarbeiten war es nun mdglich, die technologischen Schwierigkeiten,
die mit der Klonierung von Boden-DNA verbunden sind, zu l6sen und eine Genbank
herzustellen. Dazu wurde eine Bodenprobe aufgeschlossen, die DNA gereinigt, mit EcoRI
gespalten und in den Vektor pJOE930, der sich durch zwei gegenldufige /ac-Promotoren
auszeichnet, ligiert. Nach der Transformation in E. coli DH5Sa wurden etwa 43 000 Trans-
formanden mit einer durchschnittlichen Insertgrofe von etwa 3,2 bis 5,2 kb und einer
Inserthdufigkeit von 36 bis 60 % auf Tributyrin-Platten ausplattiert. Bei der priméren
Durchmusterung zeigten 22 Klone eine lipolytische Aktivitit, wobei drei Klone, die aus dem
gleichen Transformationsansatz hervorgingen, und zwei weitere Klone, die aus unabhéngigen
Ligationsreaktionen stammten, die gleiche Insert-DNA aufwiesen. Somit lieBen sich insgesamt

19 lipolytisch aktive Klone selektieren, deren rekombinante Plasmide sequenziert wurden. Zirka
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13 000 dieser Transformanden wurden zur lidngerfristigen Lagerung in 96er-Mikrotiterplatten
abgelegt und mit weiteren Testsystemen untersucht. Auf stirkehaltigen Platten konnten 16
Amylase-aktive Klone identifiziert werden, die nicht ndher charakterisiert wurden. Keiner der
getesteten Klone zeigte eine proteolytische Aktivitit auf kombinierten X-Phosphat-Magermilch-
Platten, wihrend drei Klone in der Lage waren, X-Phosphat zu hydrolysieren. Einer dieser Klone
wies eine reproduzierbare Reaktion im Phytase-Test auf. Die Identifizierung von Oxido-
reduktasen erfolgte zundchst auf 1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-Platten. Von den etwa 20 000
getesteten Klonen zeigten 91 Transformanden durch eine intensive Rotfarbung eine Carbonyl-
bildende Eigenschaft an. Die Untersuchung dieser Kandidaten mit dem Purpald-Test (Zurek et
al., 1997) (128) in Mikrotiterplatten lieferte 19 positive Klone, von denen vier rekombinante
Plasmide sequenziert wurden. Im Verlauf der Arbeiten zeichneten sich zwei Klone durch eine
Braunfirbung aus. Die Analyse der Insert-DNA ergab eine Ahnlichkeit der abgeleiteten Proteine
zu einer Katalase/Peroxidase und zu einer Aminoladvulinsdure-Synthase.

Von den 57 identifizierten Klonen (19x Esterasen/Lipasen, 16x Amylasen, 1x Phytase, 19x
positive Klone im Purpald-Test, 2x Braunfirbung) wurden in 26 Fillen die rekombinanten
Plasmide sequenziert und bioinformatisch analysiert. Die sequenzierte Linge der Boden-DNA
belief sich auf etwa 138 kb und wies einen mittleren GC-Gehalt von 62 % auf. Von den 127
offenen Leserahmen hatten 78 abgeleitete Proteine Aminosduresequenz-Identititen zwischen 22
und 76 % zu bereits in Datenbanken abgelegten Proteinen, wobei es sich in 34 Féllen um hypo-
thetische Proteine handelte. Nur ein abgeleitetes Protein war identisch zu einer Transposase aus
Salmonella enterica. 48 abgeleitete Proteine zeigten keine Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen.

Die biochemische Charakterisierung erfolgte mit fiinf lipolytisch aktiven Klonen (HZOI,
HZ02, HZ04, HZ05 und HZ07). Dabei zeigte der Klon HZ04 interessante Eigenschaften bei der
Hydrolyse verschiedener para-Nitrophenyl-(pNP)-Ester, wie z.B. pNP-Butyrat, -Caproat,
-Caprylat, -Laurat, -Palmitat, -Acrylat, und -Methacrylat sowie in geringem Umfang bei der
Hydrolyse von pNP-Trimethylacetat. Das abgeleitete Protein zeichnete sich durch ein GDSAG-
Motiv im Bereich des vermuteten aktiven Zentrums und ein GGGx-Motiv aus. Letzteres ist
charakteristisch fiir die sog. Oxyanionbindungstasche (Pleiss ez al., 2000) (109).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die in dieser Arbeit entwickelten Verfahren den
Zugang zu einer erheblichen Anzahl an neuen Genen aus Mikroorganismen ermdglicht haben, die
bisher noch nicht kultiviert worden sind. Die Umsetzung von industriell interessanten Substraten
kann nun mit einer Reihe an aktiven Klonen getestet werden, um einen geeigneten Biokatalysator

zu finden.
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1.1 Biokatalyse in der chemischen Industrie

Mikroorganismen bzw. Enzyme - die Biokatalysatoren aller lebenden Organismen - werden seit
Alters her von den Menschen zur Herstellung fermentierter Lebens- und Genussmittel, wie z.B.
Brot, Kése, Wein, Bier, eingesetzt (1). Die Kenntnis iiber ihre Wirkungsweisen wird ferner zur
Haltbarmachung von Lebensmitteln (Pasteurisieren, Sterilisieren) und zur Optimierung von
Herstellungsprozessen (Teigherstellung, Wursttechnologie) genutzt (2). Abgesehen vom Bereich
der Nahrungsmittel stehen Mikroorganismen und Enzyme auch auf anderen Gebieten im Dienste
des Menschen. Fortschritte im Bereich der Mikro- und Molekularbiologie haben dazu gefiihrt,
dass Enzyme in zahlreichen Industriezweigen Anwendung in biokatalytischen Prozessen finden
(Abb. 1.1-1). Dabei erstreckt sich ihr Einsatz iiber die Anwendung in der Textil- und Papier-
industrie bis hin zur Nutzung in der klinischen Diagnostik (Blutzuckerbestimmung) und Umwelt-
analytik (1). Bei einer jéhrlichen Wachstumsrate von vier Prozent wird fiir das Jahr 2005 der
Umsatz mit Enzymen fiir Reinigungsmittel, die Textil-, Leder- und Papierindustrie sowie fiir die
Chemiebranche allein in den USA auf insgesamt 336 Mio. US-$ geschitzt (Business

Communications Comp., 2001).

Lebensmittel (680)

Textil (166)

Leder (43)
Holz und Papiere (19)

Andere (85)
Wasch- und Reinigungsmittel (522)

Abb. 1.1-1 Industrieller Einsatz von Enzymen dargestellt nach Industriebranchen. Der globale Gesamt-
umsatz mit industriellen Enzymen belief sich im Jahr 1997 auf ca. 1,5 Mrd. € (3). Die Anteile in Mio. €
der einzelnen Branchen sind in Klammern aufgefiihrt.

In der chemischen Industrie haben Enzyme vor allem in der stereoselektiven Synthese eine
wichtige Rolle gewonnen. Mit diesen Biokatalysatoren ist es mdglich, chemisch nur schwer zu

synthetisierende Verbindungen z.B. fiir den pharmazeutischen Sektor mit hohen optischen Rein-
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heiten herzustellen (4) und so den seit Anfang der 70er Jahre bestehenden gesetzlichen
Anforderungen' bei der Herstellung von Medikamenten nachzukommen. Da allein in der
Synthese enantiomerenreiner Intermediate im Jahr 2002 14,5 Mrd. US-$ umgesetzt wurden
(D&MD Reports, 2003), verspricht man sich vom Einsatz stereoselektiver Enzyme kosten-
effiziente und ressourcenschonende Herstellungsverfahren. Neben der Stereoselektivitit wird bei
Biokatalysatoren meist auch ein hoher Grad an Substratspezifitit und Regioselektivitit
beobachtet - zwei Eigenschaften, die dem Synthesechemiker gezielte Modifikationen eines
Substratmolekiils ermdglichen. Ferner weisen Enzyme in der Regel unter milden Reaktions-
bedingungen hohe Aktivitdten auf, wie etwa bei niedrigen Temperaturen, nahezu neutralen pH-
Werten oder in wissrigen Losungen (5). In diesem Zusammenhang spielt der Faktor einer
besseren Umweltvertraglichkeit von industriellen Prozessen eine immer grofler werdende Rolle.
So kann z.B. die Umstellung eines chemischen Hydrolyseprozesses auf eine enzymkatalysierte
Anwendung die hohe Salzfracht des Prozessabwassers entscheidend reduzieren, da keine

Neutralisationsschritte mehr notwendig sind (5).

Fiir technische Anwendungen sind Enzyme aus der Klasse der Hydrolasen, Lyasen und Iso-
merasen vorteilhaft, da sie keine externen Cofaktoren fiir die biokatalytische Reaktion bendtigen

(1). Dementsprechend arbeiten die bisher etablierten Verfahren zur Herstellung von Feinchemi-

Hydrolasen (65 %)

Transferasen (<5 %)

Ligasen (<5 %)

Isomerasen (<5 %)
Lyasen (5 %)

Oxidoreduktasen (25 %)

Abb. 1.1-2 Prozentuale Anteile der Forschungstétigkeiten auf dem Gebiet der Biokatalyse verschiedener
Enzymklassen in dem Zeitraum zwischen 1987 und 1988 (6).

kalien fast ausschlieBlich mit hydrolytischen Enzymen, von denen die Lipasen, Esterasen und
Proteasen die groffte Bedeutung erlangt haben (4). Dies ist die Folge jahrelanger, intensiver

Forschung auf dem Gebiet der Hydrolasen (Abb. 1.1-2). Bei biokatalytischen Prozessen, die

! Gesetz iiber den Verkehr mit Arzneimitteln vom 16. Mai 1961; Bundesgesetzblatt Teil I; Seite 533
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Cofaktoren erfordern (z.B. Coenzym-abhingige Redoxreaktionen), wird dagegen der Einsatz von
lebenden Zellen, die eine Regenerierung der Coenzyme ermdglichen, einem Prozess mit dem

isolierten Enzym bevorzugt (5).

Abgesehen von der Wahl eines geeigneten Enzyms und Reaktionssystems (freies Enzym,
lebende Zelle) zeigen Biokatalysatoren einige Nachteile, die eine industrielle Verfahrens-
entwicklung erschweren. Z.B. haben Enzyme hiufig eine mangelnde Stabilitdt unter Produktions-
bedingungen und weisen damit ungeniigende Standzeiten auf. Ferner sind die industriell
interessanten Edukte fiir eine enzymkatalysierte Stoffumwandlung in den meisten Fillen nicht die
natiirlichen Substrate der Biokatalysatoren. Deshalb birgt die hohe Selektivitit der Enzyme
beziiglich ihrer natiirlichen Substrate hdufig den Nachteil, dass die industriell benotigte Substanz
nicht mit der gewlinschten Regio- und Stereoselektivitit umgesetzt wird. Aufgrund dessen haben
sich biokatalytische Verfahren gegeniiber chemischen Prozessen in vielen technischen

Anwendungen bisher nicht durchsetzen kénnen (6).

Die Einfiihrung moderner molekularbiologischer Methoden hat jedoch verschiedene
Moglichkeiten eroffnet, ein bereits bekanntes Enzym gezielt fiir einen biokatalytischen Prozess
zu optimieren. Dadurch gelingt es, diesen Biokatalysator fiir einen industriellen Einsatz im
Vergleich zu einem konventionellen, chemischen Katalysator interessanter zu machen. Die
klassische Vorgehensweise zur Optimierung einer biokatalytischen Stoffumwandlung erfolgt
durch Variation der Reaktionsbedingungen, wie z.B. pH-Wert und Ld&semittel (medien
engineering) (7). Moderne Ansitze versuchen dagegen, durch Anderung der Aminosiuresequenz
die Eigenschaften eines Proteins in die gewiinschte Richtung zu verbessern (protein engineering).
Ist beispielsweise neben der DNA-Sequenz auch die drei-dimensionale Struktur eines Proteins
bekannt, so konnen durch punktgerichtete Mutagenese gezielt ein oder mehrere Aminosduren
ausgetauscht werden, um die Figenschaften des Biokatalysators zu verdndern (rationales
Proteindesign). Eine erfolgreiche Durchfiihrung erfordert allerdings umfangreiche Informationen
iiber die Raumstruktur und den Reaktionsmechanismus des Enzyms (8). Dagegen sind bei der
gerichteten Evolution von Proteinen keinerlei Kenntnisse {iber die Aminosduresequenz, den
rdumlichen Aufbau bzw. Katalysemechanismus erforderlich, um verbesserte Enzymeigenschaften
zu erhalten. Als Ausgangspunkt dient das Gen eines Biokatalysators. Durch Zufallsmutagenese
(z.B. error-prone PCR, gene-shuffling) wird davon eine grofle Anzahl an Varianten hergestellt,
welche anschlieBend mit einem geeigneten Testsystem auf die gewlinschte Eigenschaft
untersucht und auf die besten Enzymvarianten selektiert werden. Die DNA-Sequenz einer

verbesserten Variante kann als Startpunkt fiir eine weitere Zufallsmutagenese genutzt werden.
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Dieser cyclische Prozess kann bis zur Generierung eines idealen Enzyms beliebig oft wiederholt

werden (8; 9).

Neben dem Konzept, die Eigenschaften bereits bekannter Enzyme zu verdndern und so die
Gewinnung optimierter Enzyme fiir die Technik zu erméglichen, bietet die Suche nach neuen,
noch nicht beschriebenen Enzymen eine weitere Moglichkeit, Biokatalysatoren mit industriell
interessanten Eigenschaften zu erhalten. Fiir die Isolierung neuer Enzyme haben sich zwei
prinzipiell unterschiedliche Methoden etabliert, auf die im folgenden Kapitel ndher eingegangen

wird.

1.2 Identifizierung neuer Enzyme

Mikroorganismen haben im Verlauf der biochemischen Evolution eine auBlerordentlich grof3e
Vielfalt an physiologischen Eigenschaften erlangt, die es ihnen erlauben, noch so komplizierte
Verbindungen ganz oder teilweise abzubauen. Dies hat schlielich zu der Annahme gefiihrt, dass
alle mikrobiellen Spezies in ihrer Gesamtheit biochemisch omnipotent sind (10). Die immense
stoffwechselphysiologische Flexibilitdt und Leistung der prokaryotischen Mikroorganismen, zu
denen die Archaea- und Eubacteria zéhlen, hat diesen morphologisch 'einfachen' Lebewesen die
Besiedlung einer groen Anzahl von verschiedenen Lebensrdumen ermdglicht (11). Dies zeigt
sich besonders bei Vertretern aus der Doméane der Archaeabacteria, die in der Lage sind, auch an
extremen Standorten zu {iberleben. Dazu gehoren z.B. Hyperthermophile, die ihr Wachstums-
optimum bei iiber 80 °C besitzen bzw. Halophile, die fiir ihre Existenz hohe Salzkonzentrationen
benétigen (11). Aufgrund der Féhigkeit zur Adaption an &uferst unterschiedliche Umwelt-
bedingungen, wie z.B. extreme Temperaturen oder pH-Bereiche, wird den Mikroorganismen eine
Fiille an noch unbekannten Enzymen zugesprochen, die mit ihren neuen, einzigartigen Eigen-

schaften ein riesiges Potential fiir industrielle Anwendungen in sich bergen kénnen (1; 12).

Die traditionelle Vorgehensweise zur Identifizierung neuer Biokatalysatoren basiert auf der
Isolierung von bislang unbekannten Mikroorganismen aus natiirlichen Standorten (Boden, Klér-
schlamm, Wasser, usw.) unter Anwendung spezieller Protokolle zur Anreicherung bzw. Selektion
(13). Die derart in Reinkultur zugénglichen Mikroorganismen konnen anschlieBend charakte-
risiert und fermentiert werden. Die gebildeten Enzyme mit der gewiinschten Aktivitidt kdnnen
entweder direkt oder nach einer Isolierung, Klonierung und Expression des fiir die Aktivitét

kodierenden Gens erhalten werden (Abb. 1.2-1 A).
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Probe eines |
A)r natiirlichen Standortes B)

Isolierung
(Anreicherung bzw. Selektion)

v

Kultivierung, Charakterisierung
und Fermentation der Reinkultur

v

Aktivititstest, Enzym-
Charakterisierung

v v

| DNA-Préparation aus Reinkultur | DNA-Préparation aus Umweltprobe
- in situ Zellyse (direkte DNA-Extraktion)
- ex situ Zellyse (nach Zellseparation)

h 4 +

| DNA-Genbank | | Metagenom-DNA-Genbank

Durchmusterung der Genbank
nach rekombinanten Enzymen

Abb. 1.2-1 Prinzipielle Vorgehensweisen bei der Gewinnung neuer Biokatalysatoren aus einer Umwelt-
probe nach dem traditionellen (A) bzw. dem Metagenom-Ansatz (B).

In der Literatur sind viele Beispiele beschrieben, in denen diese Vorgehensweise zum
Auffinden von industriell relevanten Biokatalysatoren gefiihrt hat (14). Allerdings kann diese
Methode nur dann erfolgreich sein, wenn der Mikroorganismus mit der gewiinschten Aktivitit in
der Lage ist, unter den gegebenen Kultivierungsbedingungen (ndhrstofthaltige, selektive Medien)
zu wachsen. Auch wenn sich der gesuchte Organismus in einer Umweltprobe befindet, gibt es
verschiedene Faktoren, die eine erfolgreiche Isolierung des Biokatalysators unterbinden konnen
(15). Liegt z.B. das Zielbakterium im Vergleich zur gesamten Mikroflora der Probe zahlenméaBig
in der Minderheit vor, kann es durch die anderen Organismen stark iiberwachsen werden, so dass
seine Aktivitdt nicht mehr nachweisbar ist. Des Weiteren ist bei einer erfolgreichen Kultivierung
die Expression des gesuchten Gens nicht garantiert, da u.U. eine Induktion erforderlich ist. Ferner
ist das Wachstum von Mikroorganismen hdufig an spezielle Bedingungen (pH-Wert, Temperatur,
Nahrmedium, Sauerstoffpartialdruck, usw.) gekniipft, die im Labor nur schwer zu imitieren sind.
So haben molekularbiologische Untersuchungen (16S-rDNA-Vergleich, DNA-Hybridisierung)
gezeigt, dass mit Hilfe von Kultivierungstechniken bisher weniger als 1 % der in einer Umwelt-
probe enthaltenen Mikroorganismen kultiviert und klassifiziert werden konnten (Tab. 1.2-1) (16).
Daher sind selbst eingehend untersuchte Umweltproben (z.B. Boden, Wasser) als Quelle fiir neue
Enzyme bisher weitgehend ungenutzt geblieben und stellen somit eine bedeutende Ressource dar
(17). Aufgrund der Diskrepanz zwischen der mikroskopisch beobachteten Héufigkeit von

Mikroorganismen in einer Umweltprobe und der relativ geringen Anzahl an Kulturen, die
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schlieBlich auf Agarplatten wachsen (great plate count anomaly (18)), wird die direkte Isolierung
der mikrobiellen DNA als eine unverfilschte Abbildung der in einem natiirlichen Habitat
vorkommenden Genome angesehen (19). Unter optimalen Bedingungen enthilt eine solche
DNA-Priparation einen Grofiteil der gesamten genomischen Information einer mikrobiellen
Gemeinschaft, das sog. 'Metagenom' (20). Daher ist man neuerdings dazu iibergegangen, die in
einer Umweltprobe enthaltene DNA nach Lyse der vorhandenen Mikroorganismen ohne jegliche
Anreicherung zu extrahieren und diese anschlieBend nach neuen Enzymen zu untersuchen (Abb.
1.2-1 B). Hierdurch wird erreicht, dass die urspriingliche Vielfalt auf DNA-Ebene erhalten bleibt,
da keine Diskriminierung bzw. Verlust an genetischer Information wie bei der Kultivierung
auftritt (21; 22). Dieser Ansatz zur Gewinnung neuer Enzyme aus Umweltproben ist bereits in

mehreren Studien aufgegriffen worden (23; 24; 25; 26; 27).

Tab. 1.2-1 Prozentualer Anteil der kultivierbaren Mikroorganismen im Vergleich zu der darin enthaltenen
Gesamtzellzahl in verschiedenen Lebensrdumen. Die kultivierbaren Mikroorganismen wurden hierbei als
kolonienbildende Einheiten (KBE) gemessen. (nach Amann et al. (16))

Lebensraum Anzahl der kultivierbaren Mikroorganismen [%]

Meer- bzw. Seewasser 0,001 -0,1

SiuRwasser 0,25

Seewasser (mesophil) 0,1-1

unbelastetes Mundungswasser 0,1-3

Belebtschlamm 1-15

Sediment 0,25

Boden 0,3

Die Vorgehensweise sowie die notwendigen Arbeitsschritte zur Gewinnung neuer Enzyme
aus einer DNA-Priparation einer natiirlich vorkommenden Mikrobengemeinschaft sind in Abb.
1.2-2 schematisch dargestellt. Die Voraussetzung fiir diesen Ansatz ist die direkte Isolierung von
intakten und klonierbaren Nukleinsduren aus einer Umweltprobe (13). Die technologische
Schwierigkeit liegt zunichst darin, mdglichst alle mikrobiellen Spezies einer Probe unter Erhalt
der hochmolekularen Struktur der Nukleinsduren aufzuschlieBen, die DNA zu extrahieren und
charakterisieren sowie coextrahierte Hemmstoffe quantitativ zu entfernen. Nach der Klonierung
der préiparierten Umwelt-DNA in einen geeigneten Vektor und der Transformation eines
bakteriellen Wirts ldsst sich die hergestellte Umwelt-Genbank anschlieBend auf der Basis von
konservierten Sequenzmotiven mit entsprechenden DNA-Sonden untersuchen (z.B. Polymerase-
Kettenreaktion (PCR), Hybridisierung). Es ist allerdings vorzuziehen, eine derartige Genbank mit
Hilfe eines Aktivitéts-basierten Testsystems nach neuartigen Enzymen zu durchmustern, da diese
Vorgehensweise z.B. keine Informationen iiber konservierte Sequenzmotive benotigt (13). Die in

Abb. 1.2-2 aufgefiihrten Arbeitschritte implizieren allerdings einige methodische Probleme, die
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mit der komplexen Matrix einer Umweltprobe zusammenhédngen und mit den géngigen Labor-
methoden nur schwer zu bewiltigen sind. In den folgenden Abschnitten wird auf diese

Problematik ndher eingegangen.

Prinzip Arbeitsschritte

Bodenprobe

Umwelt-DNA-Rohextrakt — Aufschluss der Mikroorganismen

L 0/ O/ 0/ — Quantifizierung der Umwelt-DNA

DNA-Praparation

gereinigte Umwelt-DNA — Reinigung der Umwelt-DNA

o,' a/ 0/ — (Normalisierung)

Vektor-DNAH onstrukt

b 4 O O ( O — Klonierung in einen Vektor
DNA-Klonierung

rekombinante Klone . . .
i T — Transformation eines Wirts

v Genbank — nach Sequenzhomologie
Durchmusterung der (PCR, Hybridisierung)
TN y
— nach gewiinschter Aktivitéit

— Enzym-Charakterisierung

Abb. 1.2-2 Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Gewinnung von Enzymen durch
Klonierung von Umwelt-DNA.

1.3 Aufschluss von Bodenmikroorganismen mit iiberkritischem Kohlendioxid
zur DNA-Isolierung

Die Gewinnung von Umwelt-DNA aus den in einer Umweltprobe lebenden Mikroorganismen
erfordert den Aufschluss bzw. die Desintegration dieser Mikroorganismen. Die Anforderungen an
das Aufschlussverfahren hidngen dabei stark von den nachfolgenden molekularbiologischen
Schritten ab. Um die Umwelt-DNA in einen Expressionsorganismus klonieren zu konnen, sollte
diese durch die Aufschlussprozedur nicht fragmentiert werden. Damit stellt das relative
Molekulargewicht der isolierten Nukleinsduren ein wichtiges Qualitdtskriterium dar. Weiterhin
sollten alle in einer Probe enthaltenen Mikroorganismen aufgeschlossen werden, damit die
gesamte genomische Information einer mikrobiellen Biozonose in der Umwelt-DNA-Genbank

vertreten ist. Anhand von 16S-rDNA-Analysen konnte jedoch gezeigt werden, dass die
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phylogenetische und genomische Diversitit der isolierten DNA vom Aufschlussverfahren
abhéngt (28). Eigenschaften wie GroBe, Form und Konzentration der Zellen sowie die
Widerstandsfdhigkeit der Mikroorganismen spielen neben dem physiologischen Status der
Individuen eine entscheidende Rolle (29; 30). In der Literatur ist eine Vielzahl unterschiedlicher
Methoden zur direkten Isolierung bakterieller Nukleinséduren aus Bodenproben beschrieben (31).
Die prinzipielle Funktionsweise der Aufschlussverfahren ldsst sich in mechanische, wie z.B.
durch Schiitteln in Kugelmiihlen, und nicht-mechanische Verfahren sowie Kombinationen aus
beiden Methoden einteilen. Bei den nicht-mechanischen Ansétzen wird in biologische, chemische
und physikalische Verfahren unterschieden (29). Biologische Aufschlussverfahren greifen iiber-
wiegend auf Hydrolasen zuriick, die Glykosidbindungen oder Amid- bzw. Peptidbindungen
spalten (32). Chemische Methoden beruhen hédufig auf Detergenzien wie Natriumdodecylsulfat
(SDS) und Triton X-100. Zu den physikalischen Desintegrationsverfahren zdhlen drastische
osmotische und thermische Einwirkungen, wie z.B. Frier-Tau-Zyklen, aber auch Kohlendioxid-
Dekompression nach Behandlung des Probenmaterials mit {iberkritischem Kohlendioxid (33).
Stoffe konnen in verschiedenen Aggregatzustinden existieren: gasformig, fliissig, fest und
tiberkritisch. Diese Zustinde konnen durch Variation von Druck und Temperatur ineinander

iibergehen (Abb. 1.3-1).

R} ! fliissi uberkritisches
e fest g Fluid
X o
S~
aR
||O :' —:%—”— \
9 JR kritischer Punkt
gasformig
T,=31,1°C

Temperatur T [°C]

Abb. 1.3-1 Schematisches Phasendiagramm von Kohlendioxid (1 = Schmelzkurve; 2 = Sublimations-
kurve; 3 = Dampfdruckkurve).

Entlang der Dampfdruckkurve (3) coexistieren der fliissige und gasformige Aggregat-
zustand. Bei Kohlendioxid ist ab einem Druck von 73,7 bar (kritischer Druck p.) und einer
Temperatur von 31,1 °C (kritische Temperatur T.) keine Phasengrenze mehr zu beobachten
(kritischer Punkt), da bei hoheren Driicken und Temperaturen fliissiges und gasformiges

Kohlendioxid identische Eigenschaften besitzen. Temperatur- und Druckidnderungen oberhalb
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des kritischen Punktes fiihren lediglich zu Anderungen der Dichte, aber nicht zu einer Phasen-
umwandlung. Substanzen im tiberkritischen Zustand (liberkritische Fluide) zeichnen sich dadurch
aus, dass sie geringe Viskositdten aufweisen (&dhnlich wie Gase) und im Vergleich zu Fliissig-
keiten deutlich hohere Diffusionskoeffizienten besitzen. Uberkritische Fluide zeigen ein damit
gutes Penetrationsvermogen und eine hohe Mobilitdt, weshalb sie als Extraktionsmittel in der
Lebensmittelindustrie (34) und der Pestizidanalytik (35) sowie zur Desintegration von Mikro-

organismen (36) geeignet sind.

Beim Einsatz von tiberkritischem Kohlendioxid zur Desintegration von Mikroorganismen
diffundiert das Fluid aufgrund der hohen Penetrationseigenschaften in die mikrobiellen Zellen
(37; 38). Eine nachfolgende, schnelle Dekompression der Reaktionskammer fiihrt zu einer
Phasenumwandlung des Kohlendioxids in den gasformigen Zustand, so dass die Zellwand
aufgrund der Gasexpansion aufbricht (39). Mit Hilfe dieser Aufschlussmethode konnten aus
Umweltproben bereits Nukleinséuren isoliert werden, die zur Hybridisierung bzw. Amplifikation

durch PCR geeignet waren (36).

1.4 Struktur und Eigenschaften von Huminstoffen

Beim Aufschluss der in einer Umweltprobe lebenden Mikroorganismen werden neben der
Umwelt-DNA auch Huminstoffe aus der Probenmatrix coextrahiert, insbesondere bei Boden und
Sedimenten. Huminstoffe sind hochmolekulare organische Verbindungen, die durch chemische
und/oder mikrobielle Abbauprozesse wihrend der Humifizierung von abgestorbenem Pflanzen-
und Tiermaterial entstehen (40). Als charakteristische Merkmale zeigen Huminstoffe eine hohe
strukturelle Heterogenitit (41), die Féhigkeit, Metallionen zu komplexieren (42) und die
Eigenschaft, Wechselwirkungen mit einer Reihe organischer Substanzen einzugehen (40). Auf
Basis ihrer Loslichkeit in alkalischen und sauren Losungen werden Huminstoffe in drei
Fraktionen eingeteilt: Fulvosduren, die sowohl in alkalischen als auch in sauren Losungen 16slich
sind, Huminséuren, die aus alkalischen Extrakten durch starke Sduren gefillt werden kénnen und
Humine, die weder durch Laugen noch durch Séuren extrahierbar sind (40).

Aufgrund der chemisch sehr heterogenen Zusammensetzung der Huminstoffe war es bisher
nicht moglich, die chemische Struktur einzelner Vertreter dieser Stoftklasse zu bestimmen.
Gemadl statistischer Berechnungen befinden sich in 1kg einer Huminstoff-Probe nur zwei
identische Huminstoff-Molekiile (41). Trotz der strukturellen Vielfalt weisen Huminstoffe einige
charakteristische Bausteine und funktionelle Gruppen auf, so dass Strukturvorschlidge entwickelt

werden konnten (Abb. 1.4-1). Die hypothetische Struktur eines Huminsdure-Molekiils zeigt
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aromatische, chinoide und heterozyklische Ringe, die kondensiert bzw. durch Ether- oder
Aliphatbriicken miteinander verbunden sind. Polysaccharide, Peptide und aliphatische Reste
sowie funktionelle Gruppen wie Carboxyl- und Carbonylgruppen, phenolische und alkoholische
Hydroxylgruppen bilden die Seitenketten der Huminsduren und bestimmen die Eigenschaften

dieser Substanzklasse.

CHO
(ClH OH), o"'H\o OH

Zucker -

COOH  COOH COOH I
co o COOH
R-C
H 02
C o COOH
o
o OH
R—(‘:H
CO > peptid

NH

R"

Abb. 1.4-1 Hypothetische chemische Struktur einer Huminsdure aus Boden mit wesentlichen Bausteinen
und funktionellen Gruppen nach Stevenson (43).

Die 16slichen Huminstoffe zeigen aufgrund ihrer Eigenschaften eine Reihe negativer
Auswirkungen auf bioanalytische und molekularbiologische Verfahren, so dass ihre Anwesenheit
die Herstellung einer Genbank aus Umwelt-DNA erheblich beeinflussen kann. Methoden, wie
z.B. Quantifizierung von DNA (44), Restriktionsspaltung, Hybridisierung und PCR (45) werden
durch Huminséuren stark behindert. In den folgenden Kapiteln sind einige dieser Aspekte niher

erlautert.
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1.5 Reinigung von Umwelt-DNA-Rohextrakten

Nahezu alle molekularbiologischen Verfahrensschritte zur weitergehenden Charakterisierung von
DNA-Fragmenten, z.B. durch Amplifikation und Hybridisierung, aber auch zur Funktionsanalyse
durch Klonierung in entsprechende Expressionswirte, erfordern moglichst reine Nukleinsdure-
Priparationen (46). Der Rohextrakt eines biologischen Ausgangsmaterials (bakterielle Zell-
suspension, pflanzliches Material) enthdlt nach Aufschluss der Zellen neben den Nukleinsduren
auch weitere Substanzen, die sich negativ auf nachfolgende Prozessschritte auswirken konnen.
Zum FEinen handelt es sich hierbei um die Inhaltsstoffe des verwendeten Aufschlusspuffers
(Detergenzien, Salze, Losungsmittel) und zum Anderen um Zellinhaltsstoffe wie Proteine,
insbesondere Nukleasen, Polysaccharide und andere hochmolekulare Verbindungen. Beim
Aufschluss von Mikroorganismen in Umweltproben kommt hinzu, dass Komponenten der
komplexen Matrix coextrahiert werden. Als duBerst problematisch haben sich hierbei die Humin-
stoffe erwiesen (Kap. 1.4), die insbesondere aus Boden in hohen Konzentrationen herausgeldst
werden (45). Somit ist neben dem Aufschluss der Mikroorganismen die Reinigung des
huminstoffhaltigen Rohextraktes ein weiterer, wichtiger Schritt in der Prozesskette zur
Konstruktion von Genbanken aus Umwelt-DNA.

Aufgrund der unterschiedlichen Loslichkeit der Huminstoff-Fraktionen (Kap. 1.4), kann
davon ausgegangen werden, dass nach dem Aufschluss die gewonnenen Rohextrakte iiber-
wiegend mit Humin- und Fulvosduren kontaminiert sind. Diese Substanzen werden im Folgenden
als 'geloste Huminstoffe' bezeichnet. Die Herausforderung, die sich an eine Reinigungsprozedur
stellt, ist die Abtrennung dieser geldsten Huminstoffe unter Erhalt der hochmolekularen Struktur
der genomischen DNA. Falls es nicht moglich ist, den DNA-Rohextrakt in ausreichender Qualitit
aufzureinigen, kann sich dieser Verfahrensschritt zu einem schwerwiegenden Hindernis bei der
Erstellung einer Umwelt-DNA-Genbank herausstellen (vgl. Kap. 1.4). Obwohl die genomische
DNA und Huminstoffe zu unterschiedlichen Verbindungsklassen gehoren, haben sie dennoch
vergleichbare Eigenschaften im Hinblick auf das hohe Molekulargewicht, die iiberwiegend
negative Nettoladung, das Loslichkeitsverhalten in wissrigen Losungen und die mdglichen
Interaktionen mit kationischen Substanzen. Basierend auf diesen Voriiberlegungen lassen sich die
Nachteile der iiblichen DNA-Reinigungsmethoden aus huminstoffhaltigen Losungen leichter

erklaren (Tab. 1.5-1).
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Reinigungsmethode, die erfolgreich bei einem bestimmten DNA-Rohextrakt angewendet wurde,
Konzentration, ab der sich die Auswirkung eines Hemmstoffes auf eine enzymatische Umsetzung

Einsatz einer bereits etablierten Reinigungsprozedur lediglich zu einer Verminderung des
enzymatischen DNA-Modifikationen negativ beeintrichtigen, da bereits geringe Gehalte an

Huminstoff-Gehaltes

bei DNA-Préparationen aus anderen Proben die gleichen Ergebnisse liefert (51). So kann der
Huminséuren z.B.

bemerkbar macht, wird als 'geringste inhibierende Konzentration' bezeichnet.
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1.6 Einsatz von DNA-Fluoreszenzfarbstoffen in analytisch-molekular-
biologischen Verfahren

Der quantitative Nachweis von Nukleinsduren mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen ist bei vielen
molekularbiologischen und bioanalytischen Verfahren von zentraler Bedeutung. Diese Verfahren
enthalten z.B. Arbeitsschritte zur Bestimmung von Nukleinsduren, im Speziellen doppelstrangige
DNA (DNA bzw. dsDNA), in Losung (52) und in der Echtzeit-Evaluierung von PCR-Proben
(real time PCR) (53). Die Quantifizierung von Nukleinsduren spielt aber auch fiir eine Reihe
weiterer Anwendungen eine wichtige Rolle. Hierzu gehort z.B. die Untersuchung von
Okologischen Netzwerken, biochemischen Stoffwechselwegen (54) und das Monitoring der
genotypischen Diversitit in mikrobiellen Okosystemen (45). Ferner kann die Bestimmung der
RNA/DNA-Verhiltnisse als Indikator fiir die metabolische Aktivitit von mikrobiellen
Standortgemeinschaften herangezogen werden (55). Als Summenparameter in Toxizitdtstests
dient der DNA-Gehalt zur Beurteilung der Auswirkungen von Xenobiotika auf Boden-
mikroorganismen (56) und erlaubt auBerdem, die Anzahl der Mikroorganismen in einer
Umweltprobe abzuschitzen (57). Die DNA-Quantifizierung in Rohextrakten hédngt jedoch stark
vom eingesetzten Aufschlussverfahren ab, welches aus einer Probe ausreichende DNA-Mengen
jeder darin vertretenen Spezies liefern sollte (58). Die quantitative Bestimmung der extrahierten
DNA ist somit auch wesentlich fiir die Validierung und Optimierung von Aufschlussverfahren
sowie fiir die Entwicklung neuer Extraktionstechniken (45) und ist damit letztendlich wichtig bei
der Konstruktion von Genbanken aus Umwelt-DNA (Abb. 1.2-2).

Neben der quantitativen DNA-Bestimmung ist die Normalisierung ein weiteres Einsatz-
gebiet fiir DNA-Fluoreszenzfarbstoffe (Abb. 1.2-2). Die Durchfiihrung einer Normalisierung
kann aus mehreren Griinden erforderlich sein. So sind in einem natiirlichen Habitat in der Regel
nicht alle darin enthaltenen mikrobiellen Spezies zahlenméBig in der gleichen Haufigkeit
vertreten (59). Ferner werden beim Lyseschritt manche Mikroorganismen vollstindig, andere
dagegen nur teilweise und wiederum andere gar nicht aufgeschlossen, da die eingesetzten
Aufschlussverfahren nicht bei allen Organismen gleich effizient sind (30). Diese Faktoren kdnnen
dazu flihren, dass in einer isolierten Nukleinsdure-Population einige DNA-Fragmente nur selten
vertreten sind und andere dagegen viel hdufiger. Damit die seltener vorkommenden DNA-
Fragmente bei der Klonierung in geeignete Vektoren nicht verloren gehen, muss diese unter-
repriasentierte DNA relativ zu den hdufig vorkommenden DNA-Spezies angereichert werden.
Dies kann durch die Normalisierung erreicht werden (60). Hierbei wird die dsDNA zunichst
thermisch in ihre Einzelstrdnge (ssDNA) denaturiert. Anschlieend reassoziiert die ssDNA unter

definierten Bedingungen {iber einen gewissen Zeitraum. Eine relative Anreicherung wird dadurch
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erzielt, dass sich die passenden ssDNA-Fragmente einer hidufig vorhandenen DNA-Art mit viel
hoherer Wahrscheinlichkeit treffen und somit schneller reassoziieren als die unter-repriasentierten
ssDNA-Fragmente. Die Reassoziation kann durch eine Selektion auf die verbleibenden ssDNA-
Fragmente mit Hydroxyapatit beendet und die unter-reprisentierten ssDNA-Fragmente damit
relativ angereichert werden (61). Entscheidend fiir die Effizienz der Normalisierung ist die Wahl
des richtigen Zeitpunktes zur Beendigung der Reassoziation, um ein optimales Verhiltnis
zwischen selten und haufig vorkommenden DNA-Spezies zu erzielen. Wird die Reassoziation zu
friih abgebrochen, besteht immer noch ein Grofiteil der ssDNA aus gleichartigen, haufig
vorkommenden DNA-Molekiilen. Erfolgt die Reassoziation zu lange, liegt womdglich die
gesamte ssDNA bereits wieder doppelstrangig vor. Daher wire es vorteilhaft, die Reassoziation
der ssDNA-Fragmente mit einem Fluoreszenzfarbstoff, der selektiv mit dsDNA-Fragmenten
interagiert, zeitlichen verfolgen zu konnen. Diese Vorgehensweise wiirde die Selektion auf
ssDNA-Fragmente in Abhéngigkeit vom Reassoziationsgrad der Nukleinsdure-Population

ermdglichen.

Bei der Auswahl eines Fluoreszenzfarbstoffs fiir eine bestimmte Anwendung (DNA-
Quantifizierung, Normalisierung) sind seine spezifischen Eigenschaften zu beriicksichtigen.
Abgesehen von der Bindungsaffinitit und Empfindlichkeit konnen Informationen beziiglich
seines Bindungsmodus relevant sein. Der Phenanthridinium-Farbstoff Ethidiumbromid inter-
kaliert zwischen die DNA-Basenpaare, so dass es zu einer Interaktion der aromatischen Systeme
kommt (62). Aufgrund seiner mangelnden Spezifitit und der begrenzten Linearitdt ist der
Ethidiumbromid-Test fiir die DNA-Quantifizierung nicht optimal (63). Fiir den Fluoreszenz-
farbstoff Hoechst 33258 wurde dagegen eine Wechselwirkung mit der kleinen Furche (64) und
eine selektive Bindung an AT-reiche Regionen der DNA (65) nachgewiesen. Letztere wirkt sich

ebenfalls nachteilig fiir die DNA-Bestimmung aus.

Der monomere Cyaninfarbstoff SYBR Green I wird aufgrund seiner hohen Bindungs-
affinitdt und der gilinstigen photophysikalischen Eigenschaften in vielen molekularbiologischen
Verfahren eingesetzt (66). Hierbei hat sich der Farbstoff zur Detektion von dsDNA in Gelen (67),
zur Quantifizierung von dsDNA-Losungen (52) und in der real time PCR (68) als besonders
geeignet erwiesen. Die letztgenannten Anwendungen sind auf die Spezifitit von SYBR Green I
fiir dSDNA zuriickzufiihren. Trotz seiner vielfaltigen Einsatzmoglichkeiten ist bei SYBR Green I
der zugrundeliegende Bindungsmodus bisher nicht genauer untersucht worden, da lediglich die

Grundstruktur von SYBR Green I veroffentlicht ist (Abb. 1.6-1).
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A
N+\ / Rs

Abb. 1.6-1 Die Grundstruktur von SYBR Green I basiert auf einem Benzazolium-Ring, der iiber eine
Methinbriicke mit einem 4-Quinolinium verkniipft ist (69). GemaB der Patentschrift kann es sich bei den
Resten R; (t = 1 - 4) um Wasserstoffe und Rest R, um eine Alkylgruppe (1 - 6 C-Atome) handeln (69).
Das Heteroatom kann ein Sauerstoff- oder ein Schwefel-Atom sein. Fiir das Gegenion Y kommen
Chlorid, Iodid, Perchlorat bzw. verschiedene Sulfonate in Frage. R; wird aus einer C-Kette mit ein oder
zwel sekunddren bzw. tertidren Aminen gebildet. R, ist wahrscheinlich ein cyclischer Substituent,
wihrend Rs vermutlich ein Wasserstoff-Atom ist.

2 Zielsetzung

Das Interesse an Enzymen fiir technische Anwendungen hat in den letzten Jahren stetig zuge-
nommen. Es existieren bereits einige biokatalytische Verfahren in der chemischen Prozess-
industrie, die konventionelle chemische Katalysatoren ersetzt haben. Fiir viele Prozesse stehen
allerdings keine geeigneten Biokatalysatoren zur Verfligung, weshalb ihr breiter Einsatz in
technischen Verfahren bisher verwehrt geblieben ist. Als Quelle fiir neuartige Enzyme setzt man
derzeit verstiarkt auf Mikroorganismen und ihre biosynthetischen Fihigkeiten. Um den Bedarf
nach neuen Enzymen fiir industrielle Anwendungen und chemische Synthese zu decken, reicht
die Zahl der bis heute bekannten und kultivierbaren Mikroorganismen nicht aus. Da aber selbst in
eingehend untersuchten Habitaten wie Boden und Sedimenten nur ein geringer Bruchteil der
darin lebenden Mikroorganismen bisher kultiviert und klassifiziert werden konnte (Tab. 1.2-1),
bietet sich hier eine Quelle fiir die Identifizierung neuer Biokatalysatoren.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand folglich darin, unabhéngig von einer mdglichen
Kultivierbarkeit die immense genomische Vielfalt der im Boden lebenden Organismen zur
Gewinnung neuer Enzyme fiir die industrielle Biokatalyse zu nutzen. Dazu sollte die genomische
DNA direkt aus Bodenproben isoliert und mit Hilfe eines geeigneten Vektors als rekombinante

Genbank in einem heterologen Wirt dargestellt werden.

Die zielgerichtete Erstellung von und das effiziente Arbeiten mit Genbanken aus bisher
nicht kultivierten Mikroorganismen erfordert eine sorgfiltige Handhabung von Nukleinsduren.
Hierzu zdhlt u.a. eine schonende Isolierung und Reinigung, die quantitative Detektion der

genomischen DNA, u.U. die Normalisierung der isolierten Nukleinsdurepopulation und eine
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effektive Klonierung. Daher sollte zunichst ein auf der schnellen Expansion von iiberkritischem
Kohlendioxid basierendes Aufschlussverfahren zur Gewinnung von genomischer DNA aus
Mikroorganismen untersucht werden. Ferner war der Einsatz des Farbstoffs SYBR Green I zur
Normalisierung von DNA-Ldsungen und zur quantitativen DNA-Bestimmung in Umwelt-DNA-
Rohextrakten anzustreben, wobei zundchst anhand von Interaktionsstudien die Bindung von
SYBR Green I an die Nukleinsduren charakterisiert werden sollte. Darauf aufbauend war auf die
Entwicklung einer Methode hinzuzielen, die eine exakte DNA-Quantifizierung in Gegenwart von
Storstoffen ermoglicht. Bei Umwelt-Rohextrakten lassen sich stdrende Einfliisse vor allem auf
die Anwesenheit von gelosten Huminstoffen (Kap. 1.4) zuriickfiihren. Folglich sollte der Einfluss
der Huminséuren als Fluorophor, Chromophor, Fluoreszenzldscher und als potentieller Bindungs-

partner fir SYBR Green I, DNA sowie fiir den Farbstoff/DNA-Komplex untersucht werden.

Huminstoffe storen nicht nur die DNA-Quantifizierung, sondern zeigen auch eine
inhibierende Wirkung auf viele Restriktionsendonukleasen, die in vielen Klonierungsverfahren
benotigt werden. Fiir eine effektive Klonierung der Boden-DNA war es deshalb notwendig, diese
Storstoffe aus dem Rohextrakt zu entfernen. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand somit in der
Etablierung eines Verfahrens, das eine quantitative Abtrennung der geldsten Huminstoffe

ermdglicht und dabei die makromolekulare Struktur der genomischen DNA bewabhrt.

Ausgehend von diesen Untersuchungen sowie optimierter Klonierungsmethoden sollte mit
der priaparierten Boden-DNA eine Genbank in Escherichia coli (E. coli) DH5 o angelegt werden
und diese als Ausgangspunkt fiir eine Aktivitdts-basierte Durchmusterung auf unterschiedliche
Enzymaktivititen dienen. Besonderes Interesse war dabei auf Hydrolasen und Oxidoreduktasen

zu legen.

Unter Beriicksichtigung der verschiedenen Aspekte der Zielsetzung gliedert sich die
vorliegende Arbeit im wesentlichen in drei Bereiche. Im ersten Abschnitt werden die Resultate
der Interaktionsstudien zwischen SYBR GreenI und verschiedenen Nukleinsduren sowie die
Entwicklung einer Methode zur Quantifizierung von DNA in Umwelt-Rohextrakten dargestellt.
Der nachfolgende Abschnitt befasst sich mit der Vorgehensweise und Optimierung von
Methoden zur Erstellung einer Genbank aus Boden-DNA. Im letzten Abschnitt werden die

Ergebnisse der Aktivitits-basierten Durchmusterung vorgestellt.
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3 Ergebnisse Teil I: Analytik

3.1 Untersuchungen zur Interaktion zwischen SYBR Green I und dsDNA?

Wie im allgemeinen Teil bereits erldutert, zeichnet sich SYBR Green I durch seine besonderen
Eigenschaften und sein breites Einsatzgebiet in verschiedenen bioanalytischen Verfahren zum
Nachweis von dsDNA aus (Kap. 1.6). Aufgrund seiner Spezifitit fiir dsDNA - etwa 10fach
hohere Fluoreszenz gegeniiber ssDNA und ssRNA (52) - ist SYBR Green I fiir einen Einsatz in
der Normalisierung interessant, da hier der Farbstoff im Hinblick auf die Fluoreszenzausbeute in
der Lage sein sollte, zwischen ss- und dsDNA zu 'unterscheiden'. Weiterhin hat sich
SYBR Green I in der quantitativen Bestimmung von dsDNA bewdhrt. In diesem analytischen
Bereich wird zwar derzeitig der Farbstoff PicoGreen als der Stand der Technik angesehen (70),
allerdings ist der SYBR-Green-I-Test in vielen Eigenschaften dem PicoGreen-Test als ebenbiirtig
anzusehen und stellt wegen seiner etwa 16fach geringeren Kosten eine interessante Alternative
dar (52). Im Hinblick auf die Entwicklung einer Methode zur Quantifizierung von DNA in
Umwelt-Rohextrakten (vgl. Kap. 1.6) war die Untersuchung dieses Farbstoffs naheliegend.
Zundchst erschien es allerdings sinnvoll, die Interaktion zwischen SYBR GreenI und
verschiedenen Nukleinsdurearten zu charakterisieren, um diese Ergebnisse fiir die Entwicklung
neuer Untersuchungsmethoden nutzen zu koénnen. Von besonderem Interesse war hierbei der
Bindungsmodus zwischen SYBR Green I und dsDNA. Dariiber hinaus wurde der Farbstoff
PicoGreen untersucht, da zwischen PicoGreen und SYBR Green! strukturelle Ahnlichkeiten

angenommen wurden (66).

3.1.1 Struktur und Eigenschaften von SYBR Green I

3.1.1.1 Strukturanalyse von SYBR Green I und PicoGreen
Aus dem Patent US 5658751 (69) kann die Struktur von SYBR Green I nicht abgeleitet werden.

Ferner ist die Konzentration des kommerziell erhdltlichen SYBR-Green-I-Reagenz unbekannt.
Fiir Interaktionsstudien zwischen SYBR Green I und dsDNA mussten daher zunichst dessen
Struktur analysiert und die molare Konzentration der Reagenzlosung ermittelt werden. Laut

Hersteller liegt das SYBR-Green-I-Reagenz in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst vor, das fiir die

% In diesem Kapitel wird zur Verdeutlichung der beschriebenen Sachverhalte fiir doppelstringige DNA ausschlieBlich
die Abkiirzung dsDNA verwendet.
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Strukturanalyse mittels Fast-Atom-Bombardement-Massenspektrometrie (FAB-MS) und Kern-
spinresonanzspektroskopie (NMR) durch Lyophilisation entfernt wurde. Die FAB-MS-Analyse
ergab eine Feinmasse von (509,273 +0,005) amu. Das FAB-MS-Spektrum zeigte bei den
Masse/Ladungsverhéltnissen (m/z) von 424,2, 400,2 und 255,1 nur vernachlidssigbare
Intensititen. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Summenformel Cs,H37N4S; abgeleitet
(berechnete Feinmasse: 509,2739). Weitere Hinweise auf die Struktur von SYBR Green I
lieferten NMR- (Tab. 9-1, Anhang) und Elektrospray-MS-Analysen (ESI-MS). Zur Durchfiihrung
der ESI-MS-Experimente wurde das SYBR-Green-I-Reagenz 50fach mit Wasser verdiinnt (Abb.
3.1-1). Im Gegensatz zu den FAB-MS-Studien zeigen die ESI-MS-Spektren u.a. ein deutliches
Signal, das der halben Masse des einfach protonierten SYBR-Green-I-Molekiils (m/z = 255)
zugeordnet werden kann. Als Folge einer Siure-Base-Reaktion hat das Molekiilion eine
Nettoladung von '+2' und wird deshalb bei m/z* = 510/2 = 255,2 detektiert. Anhand von MS/MS-
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es sich bei den Signalen m/z = 424,5 und 409,4 um
Fragmentionen von m/z> = 255,2 handelt, wihrend das Molekiilion direkt zu m/z = 3674
fragmentiert (Tab. 9-2, Anhang).

509,5
100

90
80
70
60
424,5
50

40

Relative Abundance

30

20 409,4

3249 367450, /

3672

10

140 180 220 260 300 340 380 420 460 500 540 580
m/z

Abb. 3.1-1 ESI-MS-Spektrum von SYBR Green 1. Die Ionisation erfolgte mittels positiver Elektrospray-
Ionisierung (ESI+).

Anhand der MS- und NMR-Daten konnte die in Abb. 3.1-2 dargestellte Struktur fiir SYBR
Green I abgeleitet werden, die eine Ubereinstimmung zum Farbstoff 937 der Firma Molecular
Probes zeigte (69). Im Gegensatz zum SYBR-Green-I-Reagenz wurde das PicoGreen-Reagenz

fir die ESI-MS-Experimente 100fach in DMSO verdiinnt, um so eventuelle Séure-Base-
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Reaktionen zwischen PicoGreen und dem Losungsmittel zu vermeiden. Die MS/MS-Experimente
zeigten, dass die Molekiilionen-Signale beider Farbstoffe das gleiche Fragmention bei m/z =
367,4 aufweisen. Im Fall von SYBR Green | wurde m/z = 367,4 dem Fragmention [2,3-dihydro-
3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methyliden)- 1-phenylchinolinium]” zugeordnet. Die Ergeb-
nisse legten den Schluss nahe, dass sich SYBR Green I und PicoGreen von der gleichen Grund-
struktur ableiten. Die weitere Analyse des Molekiilions von PicoGreen (Tab. 9-2, Anhang) ergab

eine Identitdt zu dem Cyaninfarbstoff 993 der Firma Molecular Probes (Abb. 3.1-2) (69).

]
o 4o

N

// ///\
o0 o

SYBR Green | PicoGreen
Abb. 3.1-2 Die Struktur von SYBR Greenl (2-[N-(3-dimethylaminopropyl)-N-propylamino]-4-(2,3-
dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methyliden)-1-phenylchinolinium) und PicoGreen (2-[N-bis-
(3-dimethylaminopropyl)-amino]-4-(2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-methyliden)-1-
phenylchinolinium).

3.1.1.2 Konzentration und spektroskopische Eigenschaften von SYBR Green I

Bei der Untersuchung des SYBR-Green-I-Reagenz mittels FAB-MS wurde nur das Signal des
Molekiilions detektiert, d.h. SYBR GreenI lag als einfach geladenes Kation vor. Durch
Bestimmung der Summe der Anionen und Kationen in der Reagenzldsung konnte somit auf die
molare Konzentration von SYBR Green I geschlossen werden. Die ionenchromatographische
Analyse ergab Chlorid (14 mM), Nitrat (1,4 mM) und Sulfat (3,4 mN) als Anionen mit einer
Summe von 18,8 mN Ladungsidquivalenten, wobei nur Spuren an Natrium-Kationen (0,3 mM)
nachweisbar waren. Auf Basis dieser Untersuchungen wurde auf eine molare SYBR-Green-I-
Konzentration von 18,5 mM bzw. ca. 9,4 mg/ml im untersuchten Reagenz geschlossen. Mit Hilfe
dieser Informationen war es in der Folge mdglich, den Absorptionskoeffizienten von SYBR
Green | zu bestimmen. Die photometrische Untersuchung zeigte mehrere Absorptionsmaxima.
SYBR Green I absorbiert stark bei ca. 220 nm. Es schlie3t sich eine Absorptionsschulter bei 250
nm an. Weitere Maxima werden bei 298, 366 nm und bei 494 nm registriert. Fiir diese Extrema

wurden Absorptionskoeffizienten von etwa 17 800, 8 400 bzw. 73 000 M'cm™ errechnet.
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3.1.2 Interaktion von SYBR Green I mit dsDNA

Mit der ermittelten Konzentration des SYBR-Green-I-Reagenz war es nun mdglich, SYBR
Green I/dsDNA-Komplexe definierter Zusammensetzung herzustellen und den Bindungsmodus
von SYBR Green I an dsDNA nidher zu untersuchen. Neben Absorptions-, Fluoreszenz- und
differenzspektroskopischen Methoden wurden auch hydrodynamische und elektrophoretische
Experimente durchgefiihrt. Zur Beschreibung der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe diente das
molare Konzentrationsverhiltnis zwischen dem Fluoreszenzfarbstoff und der dsDNA in Basen-

paaren (bp), das Farbstoff/bp-Verhiltnis.

3.1.2.1 Spektroskopische Eigenschaften von an dsDNA gebundenem SYBR Green I
Um den Einfluss der Farbstoft/bp-Verhiltnisse auf die Bindung von SYBR Green I an dsDNA

und die Fluoreszenzeigenschaften der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe zu untersuchen, wurden
Fluoreszenz- und Differenzspektren direkt miteinander verglichen. Mit Hilfe der
Differenzspektroskopie (71) wurden spektrale Anderungen von SYBR Green I (z.B. der Lage des
Absorptionsmaximums) bei der Interaktion mit dsDNA erfasst.

Das Differenzspektrum zeigt bei einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von 0,1 eine Wechsel-
wirkung zwischen SYBR Green I und dsDNA an, die sich durch ein Maximum bei etwa 500 nm
und ein Minimum bei 520 nm auszeichnet (Abb. 3.1-3 A). Eine Erhohung des Farbstoff/bp-
Verhiltnisses von 0,1 auf 0,4 hat nur geringe spektrale Anderungen zur Folge. Bei einem
Farbstoff/bp-Verhiltnis von eins weist das Differenzspektrum noch einen zu den Farbstoff/bp-
Verhéltnissen von 0,1 und 0,4 dhnlichen Verlauf auf, allerdings wird jetzt eine leichte Intensitats-
abnahme und hypsochrome Verschiebung der Extrema beobachtet. Im Gegensatz dazu wird beim
Farbstoff/bp-Verhiltnis von vier lediglich eine Differenzbande mit einem Minimum bei 503 nm

registriert.

Die Differenzspektren deuteten somit eine Interaktion zwischen den Reaktionspartner an.
Im Weiteren wurde daher die Fluoreszenz der Komplexe bei gleichen Farbstoft/bp-Verhéltnissen
untersucht (Abb. 3.1-3 C, D). Bei einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von 0,1 zeigen die Emissions-
und Excitationsspektren keine signifikante Fluoreszenz. Die Erhohung des Farbstoff/bp-Verhélt-
nisses auf 0,4 fithrt dagegen zu einer Emissionsbande bei 524 nm, die charakteristisch fiir das an
dsDNA gebundene SYBR Green I ist (Abb. 3.1-3 C). Ein entsprechendes Verhalten wird eben-
falls im Excitationsspektrum beobachtet, das sich durch Maxima bei ca. 258, 370 und 492 nm
auszeichnet (Abb. 3.1-3 D). Da die Excitations- und Emissionsspektren vergleichbar sind, wird in
der folgenden Analyse nur auf Letztere eingegangen. Um festzustellen, ob sich die Fluoreszenz-

Emission einem Maximalwert anndhert, wurden die Farbstoff/bp-Verhiltnisse durch SYBR-
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Green-I-Zugabe auf eins bzw. vier erhoht. In beiden Fillen weisen die Emissionsspektren eine

starke Zunahme der Fluoreszenz auf (Abb. 3.1-3 C).
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Abb. 3.1-3 Differenzspektren (A, B), Emissions- (C) und Excitationsspektren (D) von gebundenem
SYBR Green I bei den Farbstoft/bp-Verhiltnissen von 0 (—), 0,1 (---), 0,4 (- - *), 1,0 (———) und 4,0

(-+=++==") bzw. 6,0 (-----*). Fiir die Differenzspektren wurden 5,6 uM SYBR Green [ mit A-DNA zwischen 0

und 56 uM (in bp) titriert (A, B). Fiir die Fluoreszenzspektren wurden 0,15 4uM A-DNA (in bp) mit SYBR
Green [ zwischen 0,015 und 0,6 uM angesetzt. Die Detektion der Excitationsspektren erfolgte bei 524 nm.

Die Untersuchung der Differenz- und Fluoreszenzspektren ergab Hinweise darauf, dass

mindestens zwei Bindungsmodi zwischen SYBR Green I und dsDNA zu erwarten sind. Der erste

Bindungsmodus ist durch Verdnderungen in den Differenzspektren bei kleinen Farbstoff/bp-

Verhéltnissen charakterisiert. Die Komplexe zeigten hier aber nur eine vernachldssigbare

Fluoreszenz. Bei hohen Farbstoff/bp-Verhéltnissen zeichnete sich ein weiterer Bindungsmodus

durch eine starke Fluoreszenzzunahme und durch signifikante Anderungen in den Differenz-

spektren aus. Aufgrund dieser Beobachtungen erschien es sinnvoll, den Einfluss der Farbstoff/bp-

Verhiltnisse auf die Fluoreszenz und spektrale Anderung von gebundenem SYBR Green I iiber

einen groferen Bereich zu untersuchen.
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3.1.2.2 SYBR Green I/dsDNA-Fluoreszenz und das Farbstoff/bp-Verhiiltnis

Um die Abhéngigkeit der Fluoreszenz der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe vom Farbstoft/bp-
Verhiltnis zu untersuchen, wurde eine DNA-L&sung konstanter Konzentration mit dem SYBR-
Green-I-Reagenz titriert (Abb. 3.1-4). Eine deutliche Fluoreszenzzunahme wird hierbei erst fiir
Farbstoff/bp-Verhéltnisse groBer ca. 0,15 beobachtet (Abb. 3.1-4 B). Ab einem Farbstoff/bp-

Verhiltnis von etwa vier, ndhert sich die Fluoreszenz schnell einem Maximum an (Abb. 3.1-4 A).
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Abb. 3.1-4 Abhingigkeit der SYBR Green [/dsDNA-Fluoreszenz vom Farbstoff/bp-Verhéltnis. (A, B) A-
DNA-Losungen einer Konzentration von 0,15 bzw. 0,015 4M (in bp) wurden mit SYBR Green I in einem
Bereich zwischen 0,0 und 2,1 bzw. 0,15 und 1,52 uM angesetzt.

Die Auftragung der SYBR Green I/dsDNA-Fluoreszenz in Abhédngigkeit vom Farbstoft/bp-
Verhéltnis hat somit einen leicht sigmoiden Charakter. Des Weiteren wird bei einer gegebenen
dsDNA-Konzentration eine konstante Fluoreszenz-Intensitit erst erreicht, wenn ein Farbstoff/bp-
Verhiltnis von mindestens grofer vier vorgelegt wird. Im Vergleich zum freien Farbstoff erhoht
sich dabei die Fluoreszenz des gebundenen SYBR Green I um das 400- bis 500fache. Ahnliche
Experimente wurden mit PicoGreen und Hoechst 33258 durchgefiihrt. In Anlehnung an die
Ergebnisse von SYBR Green I, ndherte sich die Fluoreszenz ziigig einen Maximalwert an,
nachdem ein Farbstoff/bp-Verhéltnis von 0,5 im Fall von PicoGreen bzw. von vier im Fall von

Hoechst 33258 tiberschritten wurde.
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3.1.2.3 Spektrale Anderungen der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe und das Farbstoff/bp-
Verhiltnis

Um weitere Hinweise auf den Bindungsmodus von SYBR Green I an dsDNA zu erhalten, wurde
die Wechselwirkung zwischen diesen Reaktionspartnern ebenfalls mit Hilfe der Differenz-
spektroskopie iiber einen grofleren Farbstoft/bp-Bereich untersucht.

Im Unterschied zu den Fluoreszenzstudien zeigen die spektralen Anderungen bei 494 und
520 nm eine kontinuierliche Wechselwirkung zwischen SYBR Green | und A-DNA bei Farbstoff/
bp-Verhiltnissen kleiner 0,1 an (Abb. 3.1-5). Die Abhéngigkeit der Absorptionsidnderungen bei
520 nm von steigenden Verhiltnissen liefert einen sigmoiden Verlauf, der beim Farbstoff/bp-

Verhiltnis von etwa zwei bis vier einen Sattigungsbereich erreicht.
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Abb. 3.1-5 Differenzspektroskopische Untersuchung der Bindung von SYBR Greenl an A-DNA. Die
spektrale Anderung (AAbsorption) wurde bei 494 (m) und 520 nm (e) in Abhingigkeit vom Farbstoff/bp-
Verhiltnis registriert (halblogarithmische Darstellung). Gleiche Volumina an SYBR-Green-I-Losung
wurden sukzessive der Probenkiivette (15 uM A-DNA (in bp)) und der Referenzkiivette (TE-Puffer pH
7,5) zugefiigt.

Die spektralen Anderungen bei 494 nm, dem Absorptionsmaximum von SYBR Green I,
zeichnen sich dagegen durch eine komplexere Abhingigkeit aus. Nach Erreichen eines Maxi-
mums bei Farbstoff/bp-Verhiltnissen zwischen 0,1 und 0,2 nimmt die Absorptionsdnderung bei
grofBeren Verhéltnissen zunéchst ab, bis bei etwa 2,5 ein Minimum erreicht wird, um anschlie-
end wieder stetig anzusteigen (Abb. 3.1-5). Allerdings zeigte die Untersuchung der Differenz-
spektren bei Farbstoff/bp-Verhéltnissen groBer vier, dass die Spektren zwischen 460 und 497 nm
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durch eine unregelméBige, zackige Form charakterisiert waren (Abb. 3.1-3 B). Aufgrund dieser

Storung wurde die spektrale Anderung im Folgenden nur bei 520 nm registriert.

Die Untersuchung der spektralen Anderung iiber einen breiten Farbstoff/bp-Bereich ergab
einerseits den deutlichen Hinweis auf eine Wechselwirkung bei Farbstoff/bp-Verhiltnissen
unterhalb von 0,1 und anderseits auf das Erreichen einer Séttigung bei Farbstoft/bp-Verhiltnissen
grofler zwei bis vier. Um die Interaktion zwischen SYBR GreenI und dsDNA bei kleinen
Farbstoff/bp-Verhéltnissen zu charakterisieren, wurden hydrodynamische Untersuchungen

durchgefiihrt, die den Nachweis einer Interkalation ermdglichen (72).

3.1.2.4 Hydrodynamische Eigenschaften von SYBR Green I/dsDNA-Losungen und das
Farbstoff/bp-Verhidiltnis

Die Interkalation einer Substanz zwischen die bp von dsDNA fiihrt zu deren Separation und hat
eine VergroBerung der Linge L eines dsDNA-Molekiils zur Folge (72). So fiihrt z.B. die
Interkalation eines Farbstoffes zwischen jedes filinfte bp zu einer Lingenidnderung des dsDNA-
Polymers um ca. 20 % im Vergleich zur nativen dsDNA (73). Ein Ligand, der sich dagegen in die
kleine und/oder grofle Furche der dsDNA einlagert, hat keine Auswirkung auf die Lange L (73).
Die Léngendnderung der dsDNA kann sehr empfindlich iiber hydrodynamische Methoden
nachgewiesen werden. Hier haben sich Viskosititsmessungen bewéhrt, da die relative Viskositat
proportional zur dritten Potenz der Lange L eines dsDNA-Molekiils ist (72). Fiir diese
Experimente muss die dsDNA fragmentiert werden, um 'stidbchenformige' dsDNA-Molekiile
vorliegen zu haben.

Die relative Viskositit einer 'stabchenféormigen' dsSDNA-Losung in Gegenwart von steigen-
den SYBR-Green-I-Konzentrationen wurde mit Hilfe eines Ostwald-Viskosimeters bestimmt
(Kap. 8.2.2). Die Berechnung der relativen Viskositit in Gegenwart bzw. Abwesenheit des
Liganden erfolgte nach

Gl. 3.1-1 n=({t—-t)/to

wobei ty die gemessene Durchlaufzeit der Pufferlésung und t die beobachtete Durchlaufzeit der
dsDNA-Ldsung ist (72). Die Durchlaufzeiten der eingesetzten Losungen in Gegenwart bzw.
Abwesenheit eines der Fluoreszenzfarbstoffe lagen zwischen 241 und 256 Sekunden. Die
Ergebnisse der Viskositdtsmessungen werden als dritte Wurzel des Quotienten aus der relativen

Viskositdt n der dsDNA-Losung in Gegenwart eines Farbstoffs und der relativen Viskositét 1y
der dsDNA-Lsung dargestellt: (n/no)"” (72).
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Mit steigenden Farbstoff/bp-Verhéltnissen wird eine Zunahme der relativen Viskositét der
SYBR Green I/dsDNA-L&sungen beobachtet (Abb. 3.1-6 A). Die Bindung von SYBR Green |
fiihrt somit zu einer Verlangerung der dsDNA-Molekiile. Damit kann auf eine Interkalation von
SYBR Green I zwischen die bp geschlossen werden. Eine sigmoide Annéherung der Messpunkte
lieferte einen Korrelationskoeffizienten von 0,99429 und beschrieb damit die Abhédngigkeit der
relativen Viskositdt besser als eine hyperbole Kurvenanpassung, fiir die ein Korrelations-
koeffizient von 0,98797 errechnet wurde. Aufgrund der leicht sigmoiden Bindungskurve war die
Bestimmung einer Bindungskonstante, z.B. nach einem von Bisswanger beschriebenen Verfahren

durch Anlegen von Ursprungstangenten an die Titrationskurve (71), daher nicht mdglich.
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Abb. 3.1-6 Die relative Viskositit 'stibchenformiger' ktDNA in Gegenwart von SYBR Green 1. (A) 0,5
mM (in bp) ktDNA wurden mit SYBR Green I zwischen 0,005 und 0,1 mM in TE-Puffer pH 7,5 titriert.
(B) Die relative Viskositdt 'stibchenformiger' ktDNA in Gegenwart von Hoechst 33258 (H 33258),
Ethidiumbromid (EtBr) bzw. SYBR Green I (SG) bei einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von 0,1. In (B) wurde
TES-Puffer als Pufferlosung und eine andere ktDNA-Priparation als in (A) verwendet, womit sich die
verdnderten Viskosititen erkldren lassen.

Um Artefakte auszuschlieBen, wurden die Anderungen der relativen Viskositit einer
ktDNA-Losung in Gegenwart einer interkalierenden Substanz (Ethidiumbromid), einer in die
kleine Furche bindenden Substanz (Hoechst 33258) bzw. in Anwesenheit von SYBR Green I
miteinander verglichen (Abb. 3.1-6 B). In Analogie zu Ethidiumbromid zeigen die SYBR
Green I/ktDNA-Komplexe ebenfalls eine Zunahme der relativen Viskositidt im Vergleich zur
ungefiarbten ktDNA-Losung. Die Anwesenheit von Hoechst 33258 in der ktDNA-L&sung fiihrt
dagegen zu einer leichten Abnahme der relativen Viskositdt (Abb. 3.1-6 B). Dieser Effekt wurde
bereits friiher beobachtet (74).
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Mit Hilfe der Viskosititsmessung konnte somit eine Interkalation von SYBR Green I
zwischen die bp der dsDNA nachgewiesen und eine unspezifische Kondensation des Farbstoffes

am negativ geladenen Phosphatriickgrat ausgeschlossen werden.

3.1.2.5 Elektrophoretische Mobilitiit der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe und das Farbstoff/
bp-Verhiiltnis

Aus den bisher durchgefiihrten Untersuchungen wurden zwei Bindungsmodi fiir die Interaktion
zwischen SYBR Green I und dsDNA identifiziert. Allerdings war es nicht moglich, daraus eine
Aussage iiber die Stabilitdt der jeweiligen Bindungsmodi abzuleiten. Eine Moglichkeit die
Stabilitdt der Komplexe bei verschiedenen Farbstoff/bp-Verhiltnissen abzuschitzen, bietet die
Gelelektrophorese, da die SYBR Green I/dsDNA-Komplexe unter gelelektrophoretischen
Bedingungen stabil sind (66). Allerdings muss beachtet werden, dass die Bindung eines
Farbstoffs an die dsDNA deren Ladung, Linge und/oder Flexibilitit beeinflusst und somit eine
verdnderte elektrophoretische Mobilitdt der Komplexe nach sich ziehen kann (75).

Die Untersuchung von mit SYBR Green I vorgefarbten dsDNA-Proben ergibt eine deut-
liche Abhidngigkeit der elektrophoretischen Mobilitdt, der Fluoreszenz und der Stabilitit der
Komplexe vom eingesetzten Farbstoff/bp-Verhiltnis (Abb. 3.1-7). Eine Fluoreszenzzunahme der
SYBR Green I/dsDNA-Banden wird erst ab einem Farbstoff/bp-Verhdltnis von ca. 0,17
beobachtet (Abb. 3.1-7 A). Diese Feststellung beruht nicht auf einer unzulénglichen Beladung der
Proben mit dsDNA, wie durch eine anschlieBende Ethidiumbromid-Farbung gezeigt wird (Abb.
3.1-7 A versus B). Dariiber hinaus wird mit steigenden Farbstoff/bp-Verhéltnissen eine
kontinuierliche Anderung im Laufverhalten der Banden beobachtet. Im Vergleich zur
ungefiarbten dsDNA-Bande zeigen die SYBR Green I/dsDNA-Banden ein verzogertes Lauf-
verhalten (Abb. 3.1-7 B). Diese Retardation nimmt bis zu einem Farbstoff/bp-Verhiltnis von ca.
eins stetig zu (Abb. 3.1-7 C) und verédndert sich dann nur noch unwesentlich. Gleichzeitig gehen
die zundchst scharfen Banden ab einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von 0,5 in deutlich
verschwommene Banden iiber (Abb. 3.1-7 C). Dieses Verhalten kann als Hinweis auf eine

abnehmende Stabilitit der Komplexe gewertet werden.
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Abb. 3.1-7 Einfluss der Farbstoff/bp-Verhéltnisse auf die elektrophoretische Mobilitit, Fluoreszenz und
Stabilitdit der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe. Je 76 pmol (in bp) EcoRI-gespaltener pACYC184-
dsDNA wurden mit steigenden Mengen an SYBR Green I versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt
(1%ige Agarose). Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte vor (A) und nach (B, C) der Ethidiumbromid-

Férbung.

3.1.2.6 Interaktion von SYBR Green I mit Poly(dA)*Poly(dT)- und Poly(dG)*Poly(dC)-Homo-

polymeren
Fir die Interaktion zwischen SYBR Green I und dsDNA konnte neben der Interkalation ein
zweiter Bindungsmodus identifiziert werden (Kap. 3.1.2.2), der fiir die liberwiegende SYBR-
Green-I-Fluoreszenz verantwortlich ist. Titrationsexperimente mit Guanidiniumhydrochlorid
lieBen fiir SYBR Green I eine externe Wechselwirkung mit dsSDNA vermuten (52). Im Hinblick
auf diese Ergebnisse und die Beobachtung, dass die SYBR-Green-I-Fluoreszenz erst bei hohen
Farbstoff/bp-Verhéltnissen ein Optimum erreicht, erschien es angebracht, die Eigenschaften der
externen Interaktion zwischen SYBR GreenI und dsDNA ndher zu untersuchen. Fiir diese
Analyse wurden die Homopolymere Poly(dA)sPoly(dT) (dAedT) und Poly(dG)<Poly(dC)

(dG+dC) eingesetzt, da sich die kleinen Furchen dieser Nukleinséuren in ihren elektrostatischen
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Potentialen, ihren Fdhigkeiten zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken und in ihren sterischen
Eigenschaften unterscheiden (73). So verhindert z.B. die in der kleinen Furche liegende 2-
Amino-Gruppe des Guanins die Bindung von Hoechst 33258 an GC-bp. Dieser Farbstoff liefert
daher mit GC-reicher DNA eine verminderte Fluoreszenzausbeute (65).

Ebenso wie die SYBR Green /ADNA-Komplexe erreichen auch die dA+dT- bzw. dG+dC-
Komplexe bei vergleichbaren Farbstoff/bp-Verhidltnissen (ca. 2 bis 4) die jeweils maximale
Fluoreszenz (Abb. 3.1-8). Allerdings zeigen sich signifikante Unterschiede in den Fluoreszenz-
Intensititen. Bei den Farbstoff/bp-Verhéltnissen zwischen 4 und 10 weist das an dAedT
gebundene SYBR Green I ca. 83 bis 86 % und das an dG+dC gebundene SYBR Green I dagegen
nur etwa 40 % der Fluoreszenz der SYBR Green /ADNA-Komplexe bei einem Farbstoff/bp-
Verhéltnis von 10 auf. Fiir Farbstoff/bp-Verhéltnisse groBer zwei scheint die Fluoreszenz der
SYBR Green I/dGedC-Komplexe mit steigenden Farbstoff/bp-Verhiltnissen sogar leicht abzu-
nehmen (Abb. 3.1-8).
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Abb. 3.1-8 Abhingigkeit der Fluoreszenz des an dGedC (o), dA+dT (o) bzw. A-DNA (A) gebundenen
SYBR Green . Proben der jeweiligen Nukleinsdureart (0,15 uM in bp) wurden mit steigenden SYBR-
Green-I-Konzentrationen versetzt.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen PicoGreen und SYBR Green I wurden
entsprechende Experimente auch mit PicoGreen und dA«dT, dGedC bzw. A-DNA im Farbstoftf/
bp-Bereich zwischen 0,2 und 10 durchgefiihrt. Bei dem Farbstoff/bp-Verhéltnis von 10 erreichte
die Fluoreszenz des PicoGreen/dA+dT-Komplexes ca. 43 % und die des dG-dC-Komplexes sogar
nur etwa 29 % der Fluoreszenz des PicoGreen/A-DNA-Adduktes.
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Da SYBR Green I deutliche Unterschiede in der Fluoreszenz mit dGedC- und dA-dT-
reichen dsDNA-Sequenzen zeigte, wurde mit Hilfe der Differenzspektroskopie untersucht, ob bei
der Wechselwirkung mit dGedC die gleichen spektralen Anderungen hervorgerufen werden, wie
bei der Interaktion mit dAsdT bzw. A-DNA (Abb. 3.1-9). Bis zu einem Farbstoff/bp-Verhiltnis
von ca. eins bewirkt die Interaktion von SYBR Green I mit allen drei Nukleinsidurearten dhnliche
Anderungen bei 520 nm (Abb. 3.1-9 B). Ausgeprigte Unterschiede sind erst fiir Farbstoft/bp-
Verhéltnisse grofler zwei zu beobachten (Abb. 3.1-9 A). Wihrend die Wechselwirkung mit A-
DNA bzw. dA«dT zu einer schnellen Anniherung der spektralen Anderungen an die Sittigung fiir
Farbstoff/bp-Verhéltnisse grofer vier fithrt, wird eine Sattigung fiir die SYBR Green I/dG+dC-
Komplexe erst bei hoheren Farbstoff/bp-Verhéltnissen beobachtet. Ferner ist das Signal der

spektralen Anderung hier groBer.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass zwar eine Bindung zwischen SYBR Green I und
dA+dT bzw. dG+dC unabhingig vom AT- bzw. GC-Gehalt der dsDNA stattfindet (Abb. 3.1-9),
aber die SYBR Green I/dsDNA-Komplexe sich signifikant in ihrer Fluoreszenz unterscheiden

(Abb. 3.1-8).
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Abb. 3.1-9 Einfluss der Wechselwirkung zwischen dGedC (o), dAedT (o) bzw. A-DNA (A) und
SYBR Green I auf die spektrale Anderung bei 520 nm. (A, B) Gleiche Volumina an SYBR-Green-I-
Losung wurden sukzessive der Referenzkiivette (TE-Puffer pH 7,5) und der Probenkiivette (15 uM (in bp)
der entsprechenden Nukleinsdureart) zugefiigt.
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3.1.3 Interaktion von SYBR Green I mit ssDNA

Wie bereits in Kap. 3.1 erwihnt, zeigt SYBR Green I einen hohen Grad an Spezifitit gegeniiber
dsDNA auf. In Analogie zu den Interaktionsstudien zwischen SYBR Green I und dG+dC bzw.
dA«dT wurde untersucht, ob SYBR Green I zwar an ssDNA bindet, aber die Komplexe nur eine
minimale Fluoreszenz aufweisen. Wie zu erwarten war, lieferten die SYBR Green I/ssDNA-
Komplexe eine viel geringe Fluoreszenz als die entsprechenden dsDNA-Komplexe: Relativ zur
Fluoreszenz des dsDNA-Komplexes bei einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von zehn betrug die
entsprechende SYBR Green I/ssDNA-Fluoreszenz nur etwa 4,5 %. Verringerung des Farbstoff/
Basen-Verhéltnisses auf eins fiihrte zu einer leichten Fluoreszenzerhohung auf 8 %. Um die
Abhéngigkeit der Fluoreszenz von den Farbstoff/bp- bzw. Farbstoff/Basen-Verhéltnissen besser
miteinander vergleichen zu konnen, wurden die jeweiligen Fluoreszenz-Maxima zu 100 %

gesetzt (Abb. 3.1-10).
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Abb. 3.1-10 Abhidngigkeit der SYBR Green I/ssDNA-Fluoreszenz vom Farbstoff/Basen-Verhéltnis im
Vergleich zur SYBR Green I/dsDNA-Fluoreszenz. Jeweils 0,3 uM (in bp) FEcoRI-hydrolysierte
pACYC184-dsDNA (m) bzw. 0,3 uM (in Basen) hitzedenaturierte, EcoRI-gespaltene pACYC184 ssDNA
(A) wurden mit SYBR Green I zwischen 0 und 3 uM versetzt.

Es zeigt sich, dass die SYBR Green I/ssDNA-Fluoreszenz bei den Farbstoff/Basen-
Verhéltnissen zwischen 0,25 und 0,5 ein Maximum erreicht und mit weiterer Erhéhung der
Farbstoff/Basen-Verhiltnisse stark abnimmt. Diese Abnahme ist dabei mit einer Verbreiterung
der Emissionsbanden und einer bathochromen Verschiebung der Emissionsmaxima verbunden

(Abb. 3.1-11).
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Abb. 3.1-11 Normalisierte Emissionsspektren von SYBR Green I/dsDNA-Komplexen bei Farbstoff/bp-
Verhéltnissen von zwei (- - -) bzw. zehn (—) und von SYBR Green I/ssDNA-Komplexen bei
Farbstoff/Basen-Verhéltnissen von zwei (--------) bzw. zehn (-~----). Als dsDNA diente EcoRI-gespaltene
pACYC184-dsDNA und als ssDNA hitzedenaturierte, EcoRI-hydrolysierte pACYC184-dsDNA.

Die Fluoreszenz von an ssDNA gebundenem SYBR Green I war zwar minimal, aber die
Abhingigkeit der Fluoreszenz vom Farbstoff/Basen-Verhéltnis deutete eine Interaktion zwischen
den Reaktionspartnern an. Diese Wechselwirkung konnte anhand der elektrophoretischen
Mobilitdit von SYBR Green I/ssDNA-Komplexen bestitigt werden (Abb. 3.1-12). Im Vergleich
zur ungefarbten ssDNA zeigen die Komplexe ein vorauseilendes Laufverhalten, das sich ab
einem Farbstoff/Basen-Verhéltnis von ca. 0,1 bemerkbar macht (Abb. 3.1-12 B). Bei einem
Farbstoff/Basen-Verhiltnis von 0,5 und 0,8 erreichen die SYBR Green I/ssDNA-Banden die
gleiche Mobilitdt. Eine dhnliche Beobachtung wurde bei TOTO/M13mp18 ssDNA-Komplexen
gemacht und damit erklért, dass der kationische Farbstoff TOTO das negativ geladene Phosphat-
Riickgrat der ssDNA z.T. neutralisiert, wodurch sich die abstoBenden Coulombkrifte zwischen
den Phosphatgruppen verringeren (76). Als Folge nehmen die TOTO/ssDNA-Komplexe eine
giinstigere rdaumliche Struktur ein und wandern wihrend der Elektrophorese schneller als die
ssDNA-Molekiile. Eine analoge Erkldrung konnte fiir die SYBR Green I/ssDNA-Komplexe
zutreffen. Fiir die ungefdrbte, hitzdenaturierte pACYC184-ssDNA wurden zwei Banden mit
leicht unterschiedlicher Mobilitdt detektiert (Abb. 3.1-12 B, Farbstoff/Basen-Verhiltnis von 0).
Trotz Variation der Versuchsbedingungen (Denaturierungstemperatur) konnte dieser Effekt nicht
minimiert werden. Mit steigenden Farbstoff/Basen-Verhéltnissen vereinigen sich diese Doppel-
banden (Abb. 3.1-12 A). Aufgrund von Inhomogenititen der Geldokumentationsanlage konnten

die Doppelbanden nicht in der gewlinschten Qualitit dargestellt werden.
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Abb. 3.1-12 Elektrophoretische Mobilitdit der SYBR Green I/ssDNA-Komplexe bei steigenden
SYBR Green I/Basen-Verhéltnissen. 227 pmol (in Basen) EcoRI-gespaltener pACYC184-ssDNA wurden
mit SYBR Green I (0 bis 182 pmol) versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Fluoreszenz wurde
vor (A) und nach (B) der Ethidiumbromid-Féarbung registriert. (ds: 227 pmol (in bp) dsDNA)

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass SYBR Green I
zwar an ssDNA bindet und die Komplexe unter elektrophoretischen Bedingungen stabil sind,

aber die Wechselwirkung zu keiner nennenswerten Fluoreszenz fiihrt.

3.1.3.1 Aufnahme von Reassoziationskurven mit SYBR Green I

Da die Fluoreszenz der SYBR Green I/ssDNA-Komplexe praktisch vernachlidssigbar ist, wurde
untersucht, ob SYBR Green I bei der Normalisierung (Kap. 1.6) von Nukleinsdure-Populationen
zur zeitlichen Beobachtung der Reassoziation hitzedenaturierter ssDNA-Fragmente eingesetzt
werden kann. Dazu wurden wihrend der Reassoziation in definierten Zeitabstinden Aliquote aus
der denaturierten Nukleinsdure-Population entnommen und nach Zugabe von SYBR Green I die
Fluoreszenz ermittelt. Letztere wurde mit der Fluoreszenz eines nicht-denaturierten Aliquots
gleicher DNA-Konzentration verglichen. Im Verlauf der Reassoziationsreaktion sollte der Gehalt
an dsDNA steigen und damit auch die Fluoreszenz der SYBR-Green-I-gefarbten Aliquote. Bei
vollstédndiger Reassoziation der ssDNA-Fragmente miisste theoretisch die Fluoreszenz-Intensitét
der nicht-denaturierten Nukleinsédure-Population wieder erreicht werden.

Mit Hilfe genomischer dsDNA aus E. coli war es moglich zu zeigen, dass eine zeitliche
Verfolgung der Reassoziation von ssDNA-Fragmenten mit SYBR Green I mdglich ist (Abb.
3.1-13). Im Vergleich zur Fluoreszenz eines nicht-denaturierten dsDNA-Aliquots (Kontroll-

ansatz) wird zundchst eine starke Abnahme der Fluoreszenz direkt nach Denaturierung der
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dsDNA registriert. Mit zunehmender Reassoziationsdauer steigt die Fluoreszenz stetig an, bis

etwa der Ausgangswert erreicht wird.
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Abb. 3.1-13 Zeitlicher Verlauf der Reassoziation von hitzedenaturierter DNA aus E. coli bei 65 °C,
dargestellt anhand der Zunahme der SYBR-Green-I-Fluoreszenz. Die Konzentration der E.-coli-DNA
betrug 95 ug/ml (FragmentgroBe: 3 bis 6 kb).

In einem Gemisch aus zwei DNA-Arten wurde dagegen ein geringerer zeitlicher Anstieg
der Fluoreszenz verzeichnet als im Reaktionsansatz mit nur einer DNA-Art (geringere Komplexi-
zitdt der DNA-Population, daher schnellere Reassoziation) bei gleicher Gesamtkonzentration an
dsDNA (Abb. 3.1-14). Im Gegensatz zum Versuch mit E.-coli-DNA (Abb. 3.1-13) wird in
diesem Experiment ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz zum Zeitpunkt O h registriert (d.h.
das Aliquot wurde direkt nach Abkiihlen der Probe von 95 auf 65 °C entnommen). Des Weiteren
zeigen die Messpunkte nach einer Reassoziationsdauer von 16,7 h etwas hohere Fluoreszenzen
als die Fluoreszenz-Intensititen der Kontrollansidtze. Diese Abweichungen konnten auf

Ungenauigkeiten bei der Entnahme der Aliquote zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 3.1-14 Zeitlicher Verlauf der Reassoziation von hitzedenaturierter DNA aus Pseudomonas-dsDNA
(XXX) und eines Gemisches aus Pseudomonas- und E.-coli-DNA (///,bp-Verhiltnis von 2:1), dargestellt
anhand der Zunahme der SYBR-Green-I-Fluoreszenz. Die Konzentration der Pseudomonas-DNA betrug
100 ug/ml. Im DNA-Gemisch lag die Konzentration der Pseudomonas-DNA bei 68 pg/ml und die der E.-
coli-DNA bei 32 ug/ml (Fragmentgrof3e: 3 bis 6 kb).

Die Untersuchung des Reassoziationsverhaltens einer Boden-DNA-Probe zeigte ebenfalls
eine Zunahme der Fluoreszenz, wobei nach ca. 1 h Inkubationsdauer die Fluoreszenz ein Plateau
erreicht hatte und nach 17 h die urspriingliche Fluoreszenz noch nicht erreicht war (Abb. 3.1-15).
Dieses Verhalten konnte ein Hinweis auf die hohe Komplexizitit der Boden-DNA-Population

sein.
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Abb. 3.1-15 Zeitlicher Verlauf der Reassoziation von hitzedenaturierter Boden-dsDNA dargestellt anhand
der Zunahme der SYBR-Green-I-Fluoreszenz. Die Konzentration der Boden-DNA betrug 140 ug/ml
(FragmentgroBe: 3 bis 6 kb). Die dsDNA wurde aus einer Bodenprobe einer Winogradsky-Séule nach
Mor¢ et al. isoliert (Kap. 8.3.3.3).
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3.2 Einfluss von Huminsiauren auf die Quantifizierung von DNA mittels
SYBR-Green-I-Fluoreszenz und Konsequenzen fiir die Analyse von
Boden- und Sedimentproben

Salze, Losungsmittel, Proteine, Detergenzien und andere Substanzen, die hdufig zur Isolierung
von Nukleinsduren eingesetzt werden, konnen deren quantitative Bestimmung erheblich beein-
trachtigen. Des Weiteren fiihrt die Isolierung mikrobieller DNA aus Bdden bzw. Sedimenten
gleichzeitig zur Extraktion von Huminstoffen aus der Probenmatrix (Kap. 1.4). Da eine quanti-
tative Entfernung der Storstoffe aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften schwer zu erreichen
ist, wird die DNA-Quantifizierung in solchen Rohextrakten durch coextrahierte und bei der
Reinigungsprozedur verschleppte Huminstoffe gestort (77).

Die Quantifizierung der DNA mit Hilfe von SYBR GreenI hat sich als ein robustes
Testsystem mit hoher Spezifitdt beziiglich DNA erwiesen (52). Es erschien daher sinnvoll, den
Einfluss von Huminstoffen auf den SYBR-Green-I-Test zu untersuchen. Von besonderem
Interesse war die Analyse der mdglichen molekularen Mechanismen, die dem storenden Einfluss
der Huminstoffe auf den SYBR-Green-I-Test zugrunde liegen. Hilfreich waren dabei die in Kap.

3.1 gewonnenen Erkenntnisse hinsichtlich der Interaktion zwischen SYBR Green I und DNA.

Die Menge und Zusammensetzung der extrahierbaren Huminstoffe einer Umweltprobe
héngt stark vom eingesetzten Sedimenttyp und Aufschlussverfahren ab (78). Um allerdings eine
Reproduzierbarkeit der molekularen Mechanismen in den Interaktionsstudien zu gewéhrleisten,
wurden kommerziell erhdltliche Huminséuren der Firma Fluka (Fluka-Huminsduren) eingesetzt.
Basierend auf den Schlussfolgerungen aus diesen Studien wurde ein modifizierter SYBR-Green-
I-Test etabliert und seine Eignung zur quantitativen Bestimmung von DNA in Rohextrakten aus

Boden- bzw. Sedimentproben tiberpriift.

3.2.1 Absorptionsspektren von Huminsiuren

Spektralphotometrische Untersuchungen haben ergeben, dass Huminstoffe sowohl im ultra-
violetten (UV) als auch im visuellen (Vis) Wellenldngenbereich absorbieren, wobei die
Absorption zwischen 250 und 300 nm maximal ist (79). Ferner wird angegeben, dass die
Absorptionseigenschaften von Huminsduren aus unterschiedlichen Umweltproben dhnlich sind
und keine charakteristischen Absorptionsbanden aufweisen (40). Somit wire es denkbar, ein
Verhiltnis zwischen zwei Absorptionen bei definierten Wellenldngen im UV- oder Vis-

Spektralbereich zu benutzen, um den Einfluss von Huminmaterial jeglicher Herkunft auf die
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DNA-Quantifizierung zu bestimmen. Auf diese Weise konnte mit Hilfe eines Korrekturfaktors
die DNA-Konzentration errechnet werden. Es zeigte sich jedoch, dass die Absorptionsspektren
verschiedener Huminsdure-Praparationen im UV-Bereich deutliche Unterschiede aufwiesen
(Abb. 3.2-1). Damit konnte das von Schnitzer et al. (40) beschriebene Absorptionsverhalten der
Huminsduren nicht bestétigt werden. Hieraus und bedingt durch die geringe Nachweis-
empfindlichkeit war eine akkurate DNA-Quantifizierung anhand der Absorption bei 260 nm in

Gegenwart von Huminsduren nicht moglich.
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Abb. 3.2-1 Huminsduren unterschiedlicher Herkunft zeigen abweichende Absorptionsspektren im UV-
Bereich. Absorptionsspektren von Fluka-Huminséuren (---, 6 ug/ml) und eines Rohextraktes (—,
1600fach verdiinnt), der durch Aufschluss der Probe einer Winogradsky-Séule nach Moré¢ et al. (Kap.
8.3.3.3) gewonnen wurde.

3.2.2 Einfluss von Huminsiuren auf die spektralen Eigenschaften von SYBR Green I und

der SYBR Green I/DNA-Komplexe

3.2.2.1 Differenzspektren

Die Quantifizierung von DNA mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen wird ebenfalls durch Humin-
sduren gestort (44). Um Hinweise auf die molekularen Mechanismen dieser Stdrung zu erhalten,
wurden die moglichen Wechselwirkungen zwischen SYBR Green I bzw. dem SYBR Green I/
DNA-Komplex und den Huminsduren differenzspektroskopisch untersucht. Es zeigte sich, dass
eine Interaktion zwischen SYBR Green I und Huminsduren stattfindet (Abb. 3.2-2). Dabei wird

die Intensitdt der visuellen Absorptionsbande von SYBR Green I signifikant reduziert und
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gleichzeitig das Maximum von 494 nm nach 500 nm bathochrom verschoben. Dariiber hinaus
erscheint bei etwa 470 nm eine leichte Absorptionsschulter, die eine Verbreiterung der Halb-
wertsbreite zur Folge hat. Im Gegensatz dazu fiihrt die Bindung von SYBR Green I an A-DNA zu
einer Verminderung der Halbwertsbreite. Bei Anwesenheit von Huminséduren und DNA in der
SYBR-Green-I-Lésung zeigt sich eine Uberlagerung der beschriebenen Effekte (Abb. 3.2-2).
Eine Interaktion zwischen DNA und Huminsiuren konnte mit Hilfe der Differenzspektroskopie

unter den gewihlten Bedingungen (TE-Puffer pH 7,5) nicht detektiert werden.

0,2 . . .

AAbsorption

450 500 550
Wellenlange [nm]

Abb. 3.2-2 Auswirkung von DNA (---), Huminséuren (- - -) sowie einem Gemisch aus beiden (----) auf die
Absorptionsbande von SYBR Green I bei 494 nm (—). 6,5 uM SYBR Green I wurden mit 10 ug/ml
A-DNA, 20 ug/ml Fluka-Huminséduren bzw. mit dem Gemisch aus beiden angesetzt. Der Abgleich der
Spektren erfolgte gegen die jeweilige DNA-, Huminsdure-Losung bzw. gegen deren Gemisch.

Fiir die Anderungen der Absorptionsbande von SYBR Green I in Gegenwart von Humin-
sduren gibt es mehrere Erklarungsmdglichkeiten. Die Wechselwirkung zwischen SYBR Green I
und Huminsduren kénnte zu einer Verdnderung der Polaritit in der direkten Umgebung von
SYBR Green I gefiihrt haben. Ebenso wére eine Verfestigung der Molekiilstruktur denkbar. Das
wiirde die bathochrome Verschiebung und die Intensitdtsabnahme der Absorptionsbande von
SYBR Green I erkldren. Geht man von der Grundstruktur des SYBR-Green-I-Molekiils aus (Abb.
3.1-2), dann wire eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung, dass ein n — n*- bzw. ein
1 — m*-Ubergang, der auf der exocyclischen Aminogruppe am 4-Chinoliniumring basiert, gestort
wird (80). Die Carboxylgruppen der Huminsduren (Abb. 1.4-1) konnen mit dem positiv

geladenen, methylierten Stickstoff des Benzothiazolringes in Wechselwirkung treten. Dadurch
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wiirde die aromatische Grundstruktur von SYBR Green einen verminderten Elektronen-
Akzeptor-Charakter aufweisen, da die positive Ladung durch die negative Ladung der
Carboxylgruppen abgesittigt wére. Dies wiirde die Elektronen-Donor-Eigenschaften der
exocyclischen Aminogruppe, deren freies Elektronenpaar eine m-Orbitalwechselwirkung mit
aromatischen Systemen eingehen kann (81), reduzieren. Die Delokalisierung der Elektronen im
aromatischen System von SYBR Green I wire somit erheblich gestort und wiirde die Abnahme
des Absorptionskoeffizienten, der bei 494 nm zu ca. 73 000 M'cm™ bestimmt wurde (Kap.
3.1.1.2), erkldaren. Weiterhin ist es auch moglich, dass Huminsduren direkt mit dem freien
Elektronenpaar der exocyclischen Aminogruppe interagieren, wodurch die Elektronen-Donor-
Eigenschaften ebenfalls verringert wéren und zur Absorptionsabnahme fithren wiirden. Die hier
dargestellten Annahmen werden durch die Tatsache unterstiitzt, dass es sich bei den Humin- und
Fulvosduren um eine polydisperse Mischung aus natiirlich vorkommenden organischen
Verbindungen handelt, die eine grole Anzahl an aliphatischen und aromatischen Strukturen mit

unterschiedlichen funktionellen Gruppen enthalten (Kap. 1.4).

3.2.2.2 Fluoreszenzspektren

Neben der BeeinfluBung der Differenzspektren durch die Huminsduren wurden ebenfalls
Auswirkungen auf die Excitations- und Emissionsspektren der SYBR Green I/DNA-Komplexe
festgestellt. Das an DNA gebundene SYBR Green I zeigt die bereits beschriebenen Excitations-
und Emissionsmaxima (Kap. 3.1.2.1, Abb. 3.2-3). Die Fluoreszenz der Komplexe nach Anregung
bei 370 bzw. 258 nm war 6,8- bzw. 1,5fach niedriger als nach Excitation bei 494 nm. Die Zugabe
von Huminséuren fiihrt im Allgemeinen zur Loschung der Fluoreszenz des SYBR Green I[/DNA-
Komplexes und zu einer leicht bathochromen Verschiebung der Anregungsbanden (Abb. 3.2-3
A). Erfolgte die Detektion der Fluoreszenz bei 522 nm, so zeigte sich nach Anregung der
Fluoreszenz bei 490 und 485 nm eine 1,6fache und nach Excitation bei 370 bzw. 258 nm eine
1,7- bzw. 1,4fache Abnahme der Fluoreszenz-Intensitidt. Weiterhin ist die Eigenfluoreszenz der
Huminsduren bei den jeweiligen Excitationswellenlingen zu beachten. Nach Anregung der
Huminsduren bei 490, 485, 370 bzw. 260 nm betrug die relative Fluoreszenz 1,5, 1,8, 4,6 und
12,6 % der Fluoreszenz des SYBR Green I/DNA-Komplexes nach Excitation bei 490 nm. Somit
kann die Eigenfluoreszenz der Huminsduren praktisch vernachldssigt werden, wenn die
Excitation der SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz bei 490 bzw. 485 nm erfolgt. Wird der Einfluss
der Huminsdure-Eigenfluoreszenz auf die Fluoreszenzmessung durch eine entsprechende
Korrektur nicht beriicksichtigt, so nimmt die Fluoreszenz nach Anregung bei 370 oder 260 nm

nur um das 1,1fache ab.
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Abb. 3.2-3 Excitations- (A) und Emissionsspektren (B) von Huminséduren (- - -), SYBR Green I (—), dem
SYBR Green I/DNA-Komplex (---) und letzterem in Gegenwart von Huminsduren (----). 6,5 uM SYBR
Green I, 10 ug/ml A-DNA bzw. 0,1 ug/ml Fluka-Huminséuren wurden eingesetzt. Die Excitationsspektren
wurden bei 522 nm registriert. Die Anregung der Emissionsspektren erfolgte bei 492 nm.

Ferner zeigte sich, dass das Emissionsmaximum der Huminsduren stark von der Excita-
tionswellenldnge abhingig ist. Erfolgt die Anregung der Fluka-Huminsduren bei 490 nm, so wird
das Emissionsmaximum bei etwa 545 nm detektiert (Abb. 3.2-3 B). Die Excitation der Fluka-
Huminsduren bei kiirzeren Wellenldngen fiihrte zu einer Verschiebung der Emissionsmaxima zu
kiirzeren Wellenldngen mit hoheren Intensitidten. Z.B. wurde nach Anregung bei 340 nm das
Emissionsmaximum bei ungefdhr 470 nm registriert. Dabei war die bei 522 nm detektierte Eigen-
fluoreszenz der Huminsduren etwa doppelt so hoch wie nach Anregung bei 490 nm. Dieser
Befund ist wesentlich, da der SYBR Green I/DNA-Komplex ein Anregungsmaximum bei 490 nm
und ein Emissionsmaximum bei 522 nm aufweist (Abb. 3.2-3 B). Bei dieser Wellenldnge wurde
das Emissionsmaximum auch nach Anregung im UV-Bereich detektiert. In Gegenwart von
Huminsduren wird die SYBR Green [/DNA-Fluoreszenz deutlich geloscht, allerdings hat diese

Fluoreszenz-Léschung keinen Einfluss auf die Lage des Emissionsmaximums (Abb. 3.2-3 B).

Der Cyaninfarbstoff SYBR Green I besitzt eine Monomethinbriicke, die eine freie Rotation
der heterocyclischen Ringsysteme erlaubt (Abb. 3.1-2). Die Fluoreszenzerscheinung der Cyanin-
farbstoffe wird auf die eingeschrinkte Rotation um die Monomethinbriicke zuriickgefiihrt (82).
Da eine Fluoreszenzzunahme von SYBR Greenl in Gegenwart von Huminsduren (und
umgekehrt) nicht beobachtet wurde, kann eine Verfestigung der Molekiilstruktur von SYBR

Green I bei Wechselwirkung mit Huminsduren nicht angenommen werden.
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3.2.3 Loschung der Farbstoff/DNA-Fluoreszenz durch Huminsiuren

Die Untersuchung der Differenz- und Fluoreszenzspektren der SYBR Green /DNA-Komplexe in
Gegenwart von Huminsduren zeigte, dass die jeweilgen Maxima zwar in ihrer Intensitit
beeinflusst wurden, aber es zu keiner signifikanten Verschiebungen der Extrema kam. Im
Folgenden wurde daher der Einfluss der Huminsduren auf die Kalibriergeraden verschiedener
DNA-Arten (A-DNA, ktDNA und Heringssperma-DNA (hsDNA)) und der Fluoreszenzfarbstoffe
SYBR Green I, PicoGreen und Hoechst 33258 untersucht, um zu ermitteln, welcher dieser Farb-
stoffe sich zur Quantifizierung von DNA in huminsdurehaltigen Losungen eignet.

Steigende Huminsduren-Konzentrationen fithrten zu einer deutlichen Fluoreszenz-
Loschung der SYBR Green I/-, PicoGreen/- bzw. Hoechst 33258/DNA-Komplexe. Als Konse-
quenz wurden die Steigungen der DNA-Kalibriergeraden fiir jeden der untersuchten Farbstoffe

deutlich reduziert (Abb. 3.2-4 A).
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Abb. 3.2-4 Auswirkung der Fluka-Huminsduren auf die Steigung von DNA-Kalibriergeraden mit
SYBR Green I, PicoGreen und Hoechst 33258. (A) Die Steigungen der Kalibriergeraden von ktDNA (m),
A-DNA (o) bzw. hsDNA (A) mit SYBR Green I (—), von ktDNA mit PicoGreen (A, ---) und von ktDNA
mit Hoechst 33258 (o,---) wurden in Gegenwart steigender Huminsdure-Konzentrationen ermittelt. Die
DNA-Arten wurden jeweils in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,06 und 1 gg/ml mit 3,1 uM
SYBR Green I, 0,8 uM PicoGreen bzw. 1 ug/ml Hoechst 33258 angesetzt. (B) Einfluss der Huminsduren
auf die Steigung in halblogarithmischer Darstellung (relativ zur Steigung ohne Huminséuren).

Die Abnahme der Steigungen mit zunehmender Konzentration an Huminsduren konnte am

besten durch eine exponentiell abnehmende Gleichung zweiten Grades der Form

Gl 3.2-1 y= A1€7%1 +A2€7%2
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fiir die drei untersuchten Farbstoffe beschrieben werden. Um die Fluoreszenz-Ldschung der drei
Farbstoff/kt DNA-Komplexarten vergleichen zu konnen, wurden die Steigungen der jeweiligen
Kalibriergeraden in Abwesenheit von Huminsduren zu 100 % gesetzt (Abb. 3.2-4 B) und die
Parameter A;, A,, k; und &, der Gl. 3.2-1 berechnet (Tab. 3.2-1). Die Summe aus 4; und 4 liefert
den Y-Achsenabschnitt der exponentiell abnehmenden Funktion und sollte idealerweise 100 %
betragen. Bei dieser Prozedur werden zwei Bereiche offensichtlich, wobei der erste Bereich
unterhalb von 5 bis 10 xg/ml Huminsduren und ein weiterer zwischen 10 und 100 #g/ml Humin-
sduren liegt. Fiir Huminsdure-Konzentrationen unterhalb von 5 bis 10 ug/ml bewegt sich das
Ausmal} der Loschung fiir die drei Farbstoff/ktDNA-Komplexe in der gleichen Grof3enordnung,
allerdings scheint die PicoGreen-Fluoreszenz in leicht geringerer Weise gestort zu werden (Abb.
3.2-4 B). Auffallende Unterschiede zeigen sich erst oberhalb von 10 xg/ml Huminsduren (Abb.
3.2-4 B). Die ermittelten Y-Achsenabschnitte liegen iiberwiegend oberhalb von 100 % (Tab.
3.2-1). Dieser Befund ist wahrscheinlich auf die leicht sigmoide Abhingigkeit der Steigung der
Kalibriergeraden von der Huminsdure-Konzentration zuriickzufiihren. Diese Sigmoiditdt kam
deutlicher zum Vorschein, wenn die Fluoreszenz-Loschung bei einer konstanten DNA-
Konzentration verfolgt wurde, wobei abnehmende DNA-Konzentrationen (und damit steigende

Farbstoff/bp-Verhéltnisse) den sigmoiden Verlauf besonders hervorgehoben haben.

Tab. 3.2-1 Einfluss von Fluka-Huminsduren auf die Steigungen von SYBR Green I/-, PicoGreen/- und
Hoechst 33258/DNA-Kalibriergeraden. Die Steigungen der Kalibriergeraden in Abwesenheit von Humin-
sduren wurden zu 100 % gesetzt und Gl. 3.2-1 angewendet. In gleicher Weise wurde bei der linearen
Regressionsanalyse verfahren.

SYBR Green | PicoGreen Hoechst 33258
hsDNA A-DNA ktDNA ktDNA ktDNA
ki [%-ml/ug] 79+15 51+0,7 53+0,7 12,2+45 7909
Steigung [%-ml/ug] -5,7+05 -8,1+0,5 -8,5+0,4 -6,2+1,3 -8,5+0,5
ka2 [%-ml/ug] 30,2+36 319+3,7 339+39 52,4 £ n.b. 83,6 £ n.b.
A+ Az [%] 102 + 20 102+ 12 104 +12 104 £ n.b. 102 £ n.b.
Y-Achsenabschnitt [%] 1004+16 992+15 1016+11 103,0+ 3,8 100,6 £1,3

Abgesehen von der Beobachtung, dass eine leicht sigmoide Abhédngigkeit festgestellt
wurde, konnte anhand der Y-Achsenabschnitte, d.h. der Steigungen der Kalibriergeraden in Abb.
3.2-4 A, die Nachweisempfindlichkeit der verschiedenen Testsysteme abgeleitet werden. Dabei
zeigte der SYBR-Green-I-Test die hochste Empfindlichkeit. Gemal der Y-Achsenabschnitte war
der SYBR-Green-I-Test ungefdhr 1,7- bzw. 25fach empfindlicher als der PicoGreen- bzw.
Hoechst-33258-Test.

Obwohl die Auswirkungen der Huminsduren auf die drei Testsysteme vergleichbar waren,

erschien der SYBR-Green-I-Test aufgrund seiner hohen Empfindlichkeit und der giinstigen
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Anregungs- sowie Emissionseigenschaften als der vielversprechendste Ansatz zur DNA-
Quantifizierung in Rohextrakten aus Umweltproben. Aus diesem Grunde wurden im Folgenden
die der Fluoreszenz-Loschung zugrundeliegenden Mechanismen ndher untersucht, um

Informationen fiir die Entwicklung eines neuen Testsystems zu erhalten.

3.2.3.1 Innerer Filtereffekt

Ein Mechanismus, der zur Fluoreszenz-Loschung fithren kann, ist der innere Filtereffekt.
Voraussetzung hierfiir ist eine teilweise Uberlappung der Absorptions- und Emissionsspektren
der in einer Losung enthaltenen Substanzen, so dass es zur Reabsorption der emittierten
Strahlung kommen kann. Da Huminsduren sowohl auf der Excitations- als auch auf der
Emissionsseite des SYBR Green I/DNA-Komplexes Strahlung absorbieren (Abb. 3.2-1), erschien
es durchaus denkbar, dass sowohl Anteile der einfallenden Anregungsstrahlung sowie der
emittierten Fluoreszenz durch die Huminsduren absorbiert werden kdnnten.

Ein innerer Filtereffekt konnte durch die Untersuchung der Eigenfluoreszenz und der
Absorption der Huminséduren bei den relevanten Anregungs- und Emissionswellenldngen gezeigt

werden (Abb. 3.2-5).
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Abb. 3.2-5 Nachweis des inneren Filtereffekts fiir Huminsduren anhand der Eigenfluoreszenz und
Absorption bei 535 nm. Die Eigenfluoreszenz der Fluka-Huminsduren (O, - - -) wurde gegen steigende
Huminsdure-Konzentrationen, angegeben als Absorption bei 535 nm, aufgetragen. Die Anregung erfolgte
bei 485 nm, die Fluoreszenz wurde bei 535 nm detektiert. Die registrierten Fluoreszenzwerte F,s wurden
mit Hilfe von Gl. 3.2-2 in korrigierte Fluoreszenzwerte F., (0,—) iiberfiihrt.

Die beobachtete Eigenfluoreszenz der Huminsduren und die Absorption bei der Emissions-

wellenldange (Aem) 535 nm bzw. bei der Excitationswellenldnge (Acx) 485 nm zeigen ein propor-
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tionales Verhalten nur bis zu einer Absorption von ca. 0,05 bzw. 0,06. Diese Absorptionswerte
entsprachen einer Konzentration von 20 #g/ml Huminsduren. Eine Erhéhung der Huminsdure-
Konzentration, und damit auch der Absorption, fiihrt zu einer nichtlinearen Zunahme der

Eigenfluoreszenz (Abb. 3.2-5). Durch Anwendung der Gleichung

A +A
2
Gl. 3.2-2 F, =F,6 e

konnten die gemessenen Fluoreszenzwerte (Fobs) in korrigierte Fluoreszenzwerte (F.o,) tiberfiihrt
werden (83), die nun eine lineare Abhédngigkeit zur Absorption mit einem Korrelations-
koeffizienten von 0,9998 zeigen (Abb. 3.2-5).

Diese Untersuchungen deuteten an, dass ein innerer Filtereffekt im SYBR-Green-I-Test zu
erwarten war, sobald sich Huminséduren in der zu analysierenden Losung befanden. Im Falle der
Fluka-Huminsduren machte sich der innere Filtereffekt ab einer Konzentration von 20 ug/ml
bemerkbar. Fiir DNA-Prédparationen aus Boden- bzw. Sedimentproben mit unbekannten
Huminstoff-Gehalten war eine Fluoreszenz-Loschung durch den inneren Filtereffekt zu erwarten,
wenn in der Messlosung die Absorption 0,06 auf der Excitations- und 0,05 auf der Emissionsseite
iiberschritt. Um diese Art der Fluoreszenz-Léschung zu unterbinden, musste die Untersuchungs-

16sung unter diese kritischen Absorptionswerte verdiinnt werden.

3.2.3.2 Dynamische und statische Fluoreszenz-Loschung

Abgesehen von einem inneren Filtereffekt, wird das Phanomen der Fluoreszenz hdufig durch
Mechanismen der dynamischen und/oder statischen Fluoreszenz-Loschung beeintrichtigt.
Dynamische Fluoreszenz-Loschung ist das Ergebnis von Kollisionsprozessen zwischen den
Loschermolekiilen und dem Fluorophor im Augenblick des angeregten Zustandes. Dabei kommt
es zu einer strahlungslosen Deaktivierung der angeregten Fluorophormolekiile. Statische
Fluoreszenz-Loschung ist auf Komplexbildungsprozesse zwischen den Loschermolekiilen und
dem Fluorophor zuriickzufiihren. Die so entstandenen Komplexe fluoreszieren nicht. In beiden
Féllen wird die Energie des angeregten Zustandes strahlungslos auf die Loschermolekiile
iibertragen (83).

Die Prozesse der dynamischen und statischen Fluoreszenz-Loschung kénnen mit Hilfe der
Stern-Volmer-Gleichung niher untersucht werden:

Gl. 3.2-3 % = +k,7,[Q] =1+ Ky, [O].

cor

Fo bzw. For sind die korrigierten Fluoreszenzen des Fluorophors ohne bzw. mit Loscher-

molekiilen; kg ist die bimolekulare Loschkonstante; 1o ist die Lebensdauer des Fluorophors im
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angeregten Zustand ohne Ldschermolekiilen; [Q] ist die Konzentration der Loschermolekiile; Kgy
= kqto entspricht der Stern-Volmer-Konstante. Um den inneren Filtereffekt auszuschlieen,
wurden die nach Gl. 3.1-1 korrigierten Fluoreszenz-Intensititen F.,, eingesetzt.

Die Stern-Volmer-Diagramme der SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz-Loschung in Gegen-
wart steigender Huminsdure-Konzentrationen zeigen Kurvenverldufe mit einem gekriimmten,
konkaven Verlauf beziiglich der Ordinatenachse (Abb. 3.2-7). Dieses Verhalten wurde als
Hinweis darauf gewertet, dass mindestens zwei Loschprozesse, wie z.B. dynamische und
statische Fluoreszenz-Loschung, an der Storung der SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz beteiligt
sind (83). Keine wesentlichen Unterschiede wurden im Ausmass der Fluoreszenz-Loschung mit
A-, kt- und hsDNA festgestellt. Die Kriimmungen der Stern-Volmer-Kurven konnte teilweise
durch eine quadratische Gleichung angendhert werden. Um zu klédren, ob die Abweichung der
Stern-Volmer-Kurven von der Linearitit durch das simultane Auftreten von dynamischen und
statischen Loschprozessen der Huminsduren verursacht wurde, wurde eine modifizierte Stern-

Volmer-Gleichung angewendet, die zweiter Ordnung in der Konzentration der Loschermolekiile

[Q] ist:

Gl. 3.2-4 % —1+(K, + K )[Q] +K, K [O].

Kg ist dabei die statische Loschkonstante, die auch als Komplexbildungskonstante betrachtet
werden kann, da eine Komplexbildung zwischen den Fluorophor- und den Loschermolekiilen zur
Fluoreszenz-Loschung fiihrt. Kp ist die dynamische Loschkonstante. Um eine graphische
Bestimmung von Ks und Kp zu erméglichen, wurde Gl. 3.2-4 in eine lineare Form tiberfiihrt, die

erster Ordnung in [Q] ist:

F
Gl 3.2-5 %U =1+K,,[0]
dabei ist
F
Gl 3.2-6 K., =( % —1)-%@ =(K,+K;)+K, -K;[O] .

Ks und Kp konnen durch Auftragen von Ky, gegen [Q] graphisch ermittelt werden.

Eine Umformung der Daten nach Gl. 3.2-6 und Auftragung in einem modifizierten Stern-
Volmer-Diagramm fiihrte allerdings nicht zu einem linearen Zusammenhang zwischen Kg,, und
[Q] (Abb. 3.2-6). Stattdessen zeigen sich zwei lineare Bereiche, wobei der erste Bereich zwischen
1 und 5 bis 10 gg/ml Huminsduren liegt und von der eingesetzten DNA-Konzentration abhédngig
ist. Der zweite lineare Bereich erstreckt sich zwischen 40 und 90 xg/ml Huminsduren und zeigt

keine erkennbare Abhéngigkeit beziiglich der eingesetzten DNA-Konzentration.
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Abb. 3.2-6 Modifiziertes Stern-Volmer-Diagramm der SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz-Léschung durch
Fluka-Huminséuren. 3,1 uM SYBR Green I und 0,14 ug/ml (o, —), 0,6 ug/ml (e, ---) bzw. 1 ug/ml (A,
ee¢) ktDNA wurden in Gegenwart steigender Huminsdure-Gehalte inkubiert. Die detektierten Fluores-
zenzen wurden nach Gl. 3.2-2 korrigiert und in Gl. 3.2-6 eingesetzt.

Obwohl lineare Bereiche im modifizierten Stern-Volmer-Diagramm aufgetreten sind, war die
graphische Bestimmung von Kp und Kg fiir die einzelnen Bereiche durch Auflésen von I = Kp +
Ksund S = Kp - Kg (I entspricht dem Ordinatenabschnitt und S der Steigung in Gl. 3.2-6) sowie
einer Umformung in Kg*> — KsI + S = 0 nicht mdglich. Die Losung dieser quadratischen
Gleichung lieferte irrationale Zahlen, weil die Steigung S um GroBenordnungen groBler war als
der Ordinatenabschnitt I. Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf die strukturelle Heterogenitéit und
das hohe relative Molekulargewicht der Huminsduren zuriickzufiihren (Kap. 1.4), so dass
mehrere Bindungsstellen fiir eine Interaktion moglich sind.

Da Kp und Kg aus den Daten der Fluoreszenz-Ldschung und der modifizierten Stern-
Volmer-Gleichung nicht abgeleitet werden konnten, musste der Einfluss einer mdglichen
dynamischen und statischen Fluoreszenz-Loschung mit Hilfe anderer Methoden untersucht
werden. Im Gegensatz zur statischen Fluoreszenz-Loschung weist die dynamische Fluoreszenz-
Loschung eine Abhidngigkeit zur Fluoreszenzlebensdauer des angeregten Fluorophors auf,
wodurch eine Unterscheidung zwischen den beiden Prozesse moglich ist (83). Dieser Unterschied
ist unmittelbar einzusehen, da fiir die dynamische Fluoreszenz-Léschung die Wahrscheinlichkeit
einer Kollision zwischen dem angeregten Fluorophor und dem Loschermolekiil umso grofer ist,
je langlebiger der angeregte Zustand ist. Die Komplexbildung reduziert dagegen lediglich die
Konzentration an freien Fluorophormolekiilen und beeinflusst die Lebensdauer der angeregten

Molekiile nicht. Die Bestimmung der Lebensdauer erfordert allerdings eine entsprechende
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Ausstattung des Labors. Eine Methode, die mit einem geringeren apparativen Aufwand
verbunden ist, basiert auf dem Einfluss von steigenden Temperaturen auf die Fluoreszenz-
Loschung durch Loschermolekiile. Erhohte Temperaturen fiihren normalerweise zur Dissoziation
von Komplexen. Im vorliegenden Fall sollte somit eine Temperaturerhbhung zu einer
Verminderung der Konstante der statischen Fluoreszenz-Loschung Ks fithren. Als Folge ndhert
sich das resultierende Stern-Volmer-Diagramm der Abszissenachse. Im Gegensatz dazu fiihrt
eine Temperaturerhohung aber zu groeren Diffusionskoeffizienten der Loschermolekiile und
damit auch zu einer Erhéhung der bimolekularen Loschkonstante kg in GI. 3.2-3 (83). Folglich
kommt dynamische Fluoreszenz-Lschung zum Vorschein und die resultierende Kurve im Stern-

Volmer-Diagramm weist mit steigender Temperatur eine Annéherung an die Ordinatenachse auf.

Es zeigte sich, dass der zuletzt beschriebene Temperatureffekt nur fiir Huminsdure-
Konzentrationen oberhalb von 10 ug/ml detektiert werden konnte (Abb. 3.2-7). Somit ist fiir
diesen Konzentrationsbereich mit einer dynamischen Fluoreszenz-Ldschung zu rechnen. Unter-
halb von 10 ug/ml Huminsduren konnte dagegen kein signifikanter Einfluss der Temperatur-

erhohung auf die Fluoreszenz-Loschung beobachtet werden.
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Abb. 3.2-7 Einfluss steigender Temperaturen auf das Stern-Volmer-Diagramm der SYBR Green I/DNA-
Fluoreszenz-Loschung durch Fluka-Huminsduren. 3,1 4M SYBR Green I und 1 pxg/ml ktDNA wurden in

Gegenwart steigender Huminsdure-Konzentrationen inkubiert. Die Fluoreszenz wurde bei 23 (m, —), 25
(o, ---), 27 (A, ***) und 29 °C (¥, ------) bestimmt und nach Gl. 3.2-2 korrigiert.
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3.2.4 Interaktion der Huminsiuren mit DNA, SYBR GreenI und dem SYBR Green I/
DNA-Komplex

Obwohl die dynamische Fluoreszenz-Loschung neben dem inneren Filtereffekt als ein weiterer
Mechanismus fiir die Beeintrdchtigung der SYBR-Green-I-Fluoreszenz identifiziert werden
konnte, wére eine zusitzliche Fluoreszenz-Loschung durch Komplexbildungsreaktionen
zwischen den einzelnen Reaktionskomponenten vorstellbar. Die zweifach positive Ladung des in
der TE-Puffer pH 7,5 gelosten SYBR-Green-I-Molekiils (Kap. 6.1.1) und die iiberwiegend
negativ geladenen Huminséuren legen eine Interaktion nahe. Ferner wire eine direkte Wechsel-
wirkung zwischen dem SYBR Green [/DNA-Komplex und den Huminsduren denkbar. Hierbei
konnte es zu einer Anlagerung von Huminsdure-Molekiilen an den Komplex kommen, wobei
SYBR Green I aufgrund seiner positiven Ladung die Funktion eines Mediators einnehmen wiirde.
Aufgrund dieser Annahmen erschien es angebracht, die Wechselwirkung der Huminséuren mit

DNA, SYBR Green [ und dem SYBR Green I/DNA-Komplex zu untersuchen.

3.2.4.1 Differenzspektroskopie

Mit Hilfe von differenzspektroskopischen Untersuchungen konnte keine Wechselwirkung
zwischen DNA und Huminsduren festgestellt werden (Kap. 3.2.2.1). Dagegen zeigten
Experimente mit SYBR Green I und Huminsiuren spektrale Anderungen im Absorptionsver-
halten von SYBR Green I und deuteten somit auf Bindungsereignisse hin. Die Untersuchung
dieser Wechselwirkung durch differenzspektroskopische Titrationen von SYBR Green I mit
steigenden Huminsdure-Konzentrationen zeigt einen biphasischen Kurvenverlauf (Abb. 3.2-8).
Wird neben SYBR Greenl auch DNA in die Reaktionslosung vorgelegt, dann nimmt die
Titrationskurve einen deutlich verdnderten Verlauf an. Aufgrund der heterogenen Zusammen-
setzung der Huminséuren (unterschiedliche Molekulargewichte und molekulare Eigenschaften)
war es allerdings nicht mdglich, die Dissoziationskonstante der Wechselwirkung zwischen
SYBR Green I und Huminsduren nach dem von Bisswanger beschriebenen Tangentenverfahren

zu ermitteln (71).
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Abb. 3.2-8 Differenzspektroskopische Untersuchung der Interaktion zwischen Huminsduren und SYBR
Green [ bzw. dem SYBR Green [/DNA-Komplex. 6,5 uM SYBR Green I in Abwesenheit von DNA (O)
und in Gegenwart von 1 ug/ml A-DNA (o) wurden mit Fluka-Huminsauren titriert (TE-Puffer pH 7,5,
23 °C). Die dargestellten Kurvenverldufe wurden manuell durch die Messpunkte angendhert.

3.2.4.2 Gel-Retardationsanalyse

Die Wechselwirkung von SYBR Green I mit Huminsduren wurde weiterhin mit der elektro-
phoretischen Gel-Retardationsanalyse untersucht. Diese Methode beruht auf dem Auftreten von
Banden mit verdndertem Laufverhalten, wenn es zur Ausbildung eines Ligand/Makromolekiil-
Komplexes kommt. Im Vergleich zum nicht-komplexierten Makromolekiil kann die Interaktion
zwischen den Reaktionspartnern zu einem verzogerten (Kap. 3.1.2.5) oder einem vorauseilenden
(Kap. 3.1.3) elektrophoretischen Laufverhalten fiihren.

Die Untersuchungen zeigten, dass die sichtbare Fraktion der Huminsduren eine Bindung
mit SYBR Green I eingeht (Abb. 3.2-9). Die gebildeten Komplexe sind dabei unter elektro-
phoretischen Bedingungen stabil, wie an der verringerten Mobilitdt dieser Bande zu erkennen ist,
und gleichzeitig nimmt die Intensitit der Braunfiarbung der sichtbaren Huminsiure-Fraktion
deutlich zu (Abb. 3.2-9, A). Die UV-fluoreszierende Huminsdure-Fraktion weist dagegen in
Gegenwart von SYBR GreenI keine Verdnderungen beziiglich Signalintensitidt und elektro-

phoretischer Mobilitét auf (Abb. 3.2-9, B).
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Abb. 3.2-9 Elektrophoretische Untersuchung der Interaktion zwischen SYBR Green I und Huminsduren.
30 ug/ml Fluka-Huminsduren (1) bzw. 30 ug/ml Fluka-Huminséuren, versetzt mit 0,5 ul SYBR-Green-I-
Reagenz (2), wurden elektrophoretisch aufgetrennt (0,8%iges Agarosegel). Die Detektion der Banden
erfolgte bei Tageslicht (A) und mit einem Ethidiumbromid-spezifischen UV-Filter bei 312 nm (B).

Wie bereits beschrieben, wird die elektrophoretische Mobilitdt der DNA durch Interaktion
mit SYBR Green I reduziert und erreicht bei hohen SYBR-Green-I-Konzentrationen ein Mini-
mum (Abb. 3.1-7). Im Gegensatz dazu beeinflusst die Anwesenheit von Huminséuren das
elektrophoretische Laufverhalten der DNA nicht (Abb. 3.2-10 B). Im Fall von SYBR Green I/
DNA-Komplexen wird allerdings die Mobilitdt durch Huminséduren deutlich verdndert, auch
wenn nur geringe Huminsdure-Gehalte zugefiigt werden (Abb. 3.2-10 B). So nimmt die Mobilitét
der SYBR Green I/DNA-Komplexe kontinuierlich mit steigenden Huminsdure-Konzentrationen
zu, bis die Mobilitit der ungefiarbten DNA erreicht ist. Dariiber hinaus wird ein Verlust an
Fluoreszenz-Intensitit der SYBR Green /DNA-Banden nur bei Huminsdure-Konzentrationen
iiber 10 ug/ml beobachtet (Abb. 3.2-10 A). Dies ist nicht auf eine ungleichmifige Beladung der
Proben mit DNA zuriickzufiihren, wie durch die anschlieBende Ethidiumbromid-Firbung gezeigt
wird (Abb. 3.2-10 A und B).
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Abb. 3.2-10 Elektrophoretische Mobilitit der SYBR Green /DNA-Komplexe in Gegenwart von
Huminsduren. 2,5 ug/ml EcoRI-gespaltene pACYC184-DNA wurden mit 3,1 uM SYBR Green I
angefarbt (Spur 3, 3"). Als Kontrolle diente Plasmid-DNA (Spur 1, 1') und ein Gemisch aus Plasmid-DNA
und 50 pg/ml Huminsduren (Spur 2, 2'). Die iibrigen SYBR Green /DNA-Komplexe wurden mit
folgenden Huminsdure-Konzentrationen inkubiert: 0,25, 0,5, 1,0, 1,5, 2, 3, 4, 8, 10, 14, 18, 22, 30 und 50
ug/ml. Die Fluoreszenz-Detektion erfolgte vor (A) und nach der Ethidiumbromid-Féarbung (B).

3.2.4.3 Kompetitionsexperimente

Die Ergebnisse der Gel-Retardationsanalyse legten die Vermutung nahe, dass eine Kompetition
zwischen DNA und Huminséuren um die Bindung von SYBR Green I vorlag. Daher wurde die
Abhéngigkeit der SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz von der SYBR-Green-I-Konzentration in
Anwesenheit unterschiedlicher, konstanter Huminsduren-Konzentrationen untersucht. Es zeigte
sich, dass der sigmoide Kurvenverlauf der Fluoreszenzabhingigkeit mit steigender Huminséaure-
Konzentration zunehmend deutlicher zum Vorschein kommt (Abb. 3.2-11). Ebenso wird die
maximale Fluoreszenz-Intensitdt erst bei hoheren SYBR-Green-I-Konzentrationen erreicht.

Die doppelt-reziproke Darstellung der Daten aus Abb. 3.2-11 resultierte in einem
Diagramm, das auf eine kompetitive Bindungsreaktion hindeutete (ein gemeinsamer
Ordinatenschnittpunkt der Geraden (71)). Somit konkurrieren die Huminsduren mit der DNA um
die Interaktion mit SYBR Green I. Allerdings wurde die Darstellung durch den sigmoiden
Kurvenverlauf der Fluoreszenzabhingigkeit gestort. Weiterhin besteht die Moglichkeit eines
nicht-kompetitiven Bindungsmechanismus, d.h. die Huminsiduren weisen dhnliche Bindungs-
konstanten fiir die Interaktion mit SYBR GreenI und dem SYBR Green I/DNA-Komplex auf
(71). Um den nicht-kompetitiven Bindungsmechanismus auszuschlieBen, wurden die Steigungen
der entsprechenden Bereiche der doppelt-reziproken Diagramme gegen die Huminsdure-

Konzentrationen aufgetragen. Das Sekunddrdiagramm zeigte eine lineare Abhédngigkeit mit
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einem Korrelationskoeffizienten von 0,9986. Dieser Befund ist ein deutlicher Hinweis auf einen

kompetitiven Bindungsmechanismus (71).
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Abb. 3.2-11 Abhéngigkeit der SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz von der SYBR-Green-I-Konzentration in
Gegenwart von Huminsduren. 0,1 ug/ml A-DNA wurden mit steigenden Konzentrationen an
SYBR Green I in Gegenwart von 0 (m), 0,1 (), 0,5 (A), 1,0 (¥) und 5,0 () ug/ml Fluka-Huminsduren
versetzt.

Mit Hilfe der durchgefiihrten Untersuchungen konnte dargestellt werden, dass die
Huminsduren an SYBR Green I binden, aber nicht an den SYBR Green [/DNA-Komplex. Aus
dem Abszissenschnittpunkt der Geraden im beschriebenen Sekundirdiagramm kann normaler-
weise die Dissoziationskonstante des Bindungsereignisses ermittelt werden. Im vorliegenden Fall
kann der absolute Wert von 154 ng/ml Huminséuren jedoch nur andeuten, dass der kompetitive
Bindungsmechanismus einen nachweisbaren Einfluss auf die DNA-Quantifizierung mit SYBR
Green I unter den gewihlten Bedingungen hat. Wie bereits in Kap. 3.2.3.2 erwiéhnt, ist eine
Bestimmung von Dissoziationskonstanten aufgrund der Heterogenitit der Huminsduren, ins-
besondere im Hinblick auf die relativen Molekulargewichte und die strukturelle Inhomogenitit,

nicht moglich.

3.2.5 Einfluss der SYBR-Green-I-Konzentration

Die vorhergehenden Untersuchungen haben gezeigt, dass DNA und Huminsduren in einer
kompetitiven Bindungsreaktion um SYBR Green I konkurrieren. Des Weiteren fiihrte die durch
Huminsduren verursachte Fluoreszenz-Loschung der SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz zu einer

Abnahme der Steigungen der Kalibriergeraden (Kap. 3.2.3). Diese Abnahme offenbarte dabei
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eine leicht sigmoide Abhédngigkeit, wobei die Sigmoiditit besonders bei kleinen DNA-
Konzentrationen zum Ausdruck kam. Ausgehend von diesen Resultaten wurde untersucht, ob
durch eine Erhdhung der SYBR-Green-I-Konzentration die negativen Auswirkungen der Humin-
sduren auf den Test verringert werden konnten.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die mit der Konzentration des SYBR-Green-I-Standard-
tests von 3,1 uM erhalten wurden, ergab der Einsatz einer SYBR-Green-I-Konzentration von
19,6 uM allerdings eine komplexe Abhingigkeit zwischen den Steigungen der Kalibriergeraden
und der Huminséaure-Konzentration (Abb. 3.2-12).
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Abb. 3.2-12 Auswirkung der Konzentration von SYBR Green I auf die Steigungen von Kalibriergeraden
in Gegenwart von Huminsiduren. CtDNA-Kalibriergeraden wurden mit SYBR-Green-I-Lésungen einer
Konzentration von 3,1 uM (A), 9,8 uM (m) und 19,6 uM (o) in Gegenwart von steigenden Fluka-
Huminsdure-Konzentrationen angesetzt.

Die Anwendung derart hoher SYBR-Green-I-Konzentrationen hat wahrscheinlich zu einer
durch SYBR Green I selbst verursachten Fluoreszenz-Loschung gefiihrt, deren Ausmass durch
steigende Huminsdure-Konzentrationen wiederum reduziert wurde. Bei einer SYBR-Green-I-
Konzentration von 9,8 uM zeigt die Auftragung der Steigungen gegen die Huminsédure-
Konzentration eine deutlich sigmoide Abhingigkeit (Abb. 3.2-12). Bei Huminsdure-
Konzentrationen unterhalb von 7 ug/ml werden die Steigungen kaum beeinflusst, da hier die
SYBR-Green-I-Konzentration von 9,8 uM vermutlich den negativen Einfluss der Huminséduren

kompensiert konnte.

Durch die Erhohung der SYBR-Green-I-Konzentration von 3,1 uM (SYBR-Green-I-

Standardtest) auf 9,8 uM war es somit gelungen, den allgemeinen Einfluss der Huminsduren stark
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zu reduzieren. Diese Modifikation hatte allerdings den Nachteil, dass sich die Empfindlichkeit

des Testsystems um das 1,3fache verringerte.

3.2.6 DNA-Quantifizierung in Umwelt-Rohextrakten mittels SYBR-Green-I-Fluoreszenz

Vor der DNA-Quantifizierung in einem Rohextrakt wére es prinzipiell moglich, die in der
Losung enthaltenen Huminsduren durch den Einsatz eines sauren pH-Wertes (mindestens kleiner
4) zu fillen (Kap. 1.4). Von solch einer Prizipitation wurde allerdings abgesehen, da der SYBR-
Green-I-Test nur in einem pH-Bereich zwischen 4 und 10 anwendbar ist (52). Ferner ist zu
beachten, dass es bei Inkubation einer nukleinséurehaltigen Losung unter sauren Bedingungen,
z.B. zwei Stunden bei einem pH-Wert von 4, zur Adsorption der Huminsduren an die DNA
kommt (84). Daher wurde die DNA-Quantifizierung in Umwelt-Rohextrakten bei dem pH-Wert
des SYBR-Green-I-Standardtests von 7,5 durchgefiihrt. Eine selektive Abtrennung der
Huminsduren, z.B. durch saure Prizipitation oder DNA-Reinigung, war auch deshalb nicht
notwendig, da die hohe Empfindlichkeit des Tests eine einfache und schnelle Durchfiihrung
erlaubte. Diese bestand darin, die zu untersuchende Probe soweit zu verdiinnen, dass die
Absorption bei 485 nm weit unter 0,05 lag. Somit konnten der innere Filtereffekt und andere
Mechanismen der Fluoreszenz-Loschung minimiert werden. Zusétzlich wurde die SYBR-Green-
[-Konzentration im Test auf 9,8 uM erhoht, um die Storung der Huminsduren durch
Kompetitionsreaktionen einzuschrinken (Kap. 3.2.5). Ein derartig modifizierter SYBR-Green-I-
Test musste schlieBlich auf seine Eignung zur DNA-Quantifizierung in huminstofthaltigen Roh-
extrakten evaluiert werden.

Um die Zuverldssigkeit des neuen Testsystems zu lberpriifen und die Schlussfolgerungen
der mechanistischen Studien beurteilen zu kénnen, wurden zundchst DNA-Wiederfindungen in
verschiedenen Rohextrakten aus Umweltproben bestimmt. Die Ermittlung der Wiederfindung
eines Analyten in einer komplexen Probenmatrix dient allgemein als ein Qualitdtsmerkmal fiir die
Genauigkeit der Bestimmungsmethode (85). Dabei wird zunéchst ein Aliquot eines Rohextraktes
mit einer bekannten Menge an DNA versetzt. AnschlieBend wird untersucht, wie viel dieser
zugefiigten DNA-Menge mit dem Analyseverfahren wiedergefunden werden kann. Als

Vergleichsmethode wurde dabei der PicoGreen-Test herangezogen (70).

Da Huminsduren (und auch Huminstoffe) einen signifikanten Einfluss auf die Steigungen
der DNA-Kalibriergeraden hatten, sollten die DNA-Kalibrierstandards idealerweise in ihrer
Zusammensetzung nicht nur hinsichtlich der Analytkonzentration, sondern sich auch beziiglich
der Konzentration anderer Stoffe in der Probenmatrix &hneln, um die Auswirkungen

verschiedener Matrixkomponenten (Huminsduren, Salze, Proteine) auf die Messung zu imitieren.
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Um solche Matrixeffekte auf die Kalibrierung im modifizierten SYBR-Green-I- und PicoGreen-
Test zu beriicksichtigen, wurde das Standardadditionsverfahren angewendet (86). Hierbei werden
die DNA-Standardlésungen mit gleichen Aliquoten der zu untersuchenden Probe versetzt, so dass
in allen Kalibrierstandards die gleiche Matrixkonzentration vorliegt. Somit wirken sich die
negativen Matrixeffekte jedes einzelnen Rohextraktes auf jeden Messpunkt gleichermallen aus.
Im ersten Schritt wurden die DNA-Wiederfindungen in praparierten Extrakten bestimmt,
die aus bekannten Mengen an DNA und Fluka-Huminsduren hergestellt waren. Der modifizierte
SYBR-Green-I-Test lieferte hierbei mit dem Standardadditionsverfahren und der Auswertungs-
methode 1 (Kap. 8.1.3.2.2) eine mittlere Wiederfindung von (97 £ 5 %) und war damit der
mittleren Wiederfindung des PicoGreen-Tests von (96 +4 %) vergleichbar (Tab. 3.2-2). Mit
Ausnahme nur einer relativ niedrigen Wiederfindung von 82 % beim Ansatz mit 5,8 ug/ml
ktDNA-Standard und der Auswertungsmethode II waren die Wiederfindungen fiir den
modifizierten SYBR-Green-I-Test bei allen Auswertungsmethoden jeweils dhnlich und bewegten

sich zwischen 91 und 105 %.

Tab. 3.2-2 Wiederfindungen des modifizierten SYBR-Green-I- und PicoGreen-Tests in Proben mit
bekannten ktDNA-Mengen und 0,5 mg/ml Fluka-Huminsduren. Zur DNA-Quantifizierung wurde das
Standardadditionsverfahren angewendet. Die Auswertung erfolgte nach den Auswertungsmethoden I, 11
und III (siehe Kap. 8.1.3.2.2).

Wiederfindung [%]

PicoGreen SYBR Green |
ktDNA-Standard [ug/ml] I I Il I
3,0 102+ 2 96 £ 1 93+ 1 95+ 1
5,8 92+2 91+4 82+2 91+4
11,3 94 +2 96+ 4 93+6 96 +5
24,0 94 +9 105+1 99+3 104 £ 1
Mittlere Wiederfindung [%] 96 +4 97+5 92+6 97+5

Die Zuverléssigkeit des modifizierten Testsystems in bezug auf die Wiederfindung wurde
weiterhin mit Rohextrakten aus Umweltproben unterschiedlicher Herkunft iiberpriift. Neben dem
Standardadditionsverfahren und den Auswertungsmethoden I, II und III (Kap. 8.1.3.2.2) wurden
zum Vergleich die Rohextrakte nur mit TE-Puffer pH 7,5 verdiinnt und analysiert (Einzelver-
diinnung, Kap. 8.1.3.2.1) bzw. mehrere Verdiinnungsstufen eines Rohextraktes wurden herge-
stellt und untersucht (Verdiinnungsreihe, Kap. 8.1.3.2.1). Die Ergebnisse dieser Untersuchung

sind in Tab. 3.2-3 zusammengestellt.
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Tab. 3.2-3 Wiederfindungen des modifizierten SYBR-Green-I- und PicoGreen-Tests in Rohextrakten aus
Boden- und Sedimentproben unterschiedlicher Herkunft. Die Rohextrakte wurden nach Moré et al.
hergestellt (Kap. 8.3.3.3). Die Standardabweichungen wurden jeweils aus einer Dreifachbestimmung des
gleichen Rohextraktes ermittelt.

Wiederfindung [%]
SYBR Green | PicoGreen
Standardadditionsverfahren

Herkunft der Proben  Nr. Einzon verd, | I M |
Marines Sediment 1 80+4 103+5 104 +2 92+4 101+£2 n.b.
2 93+3 112+5 105+ 2 103+3 105+ 2 n.b.
Watt-Sediment 3 100 + 2 126+ 6 103+3 100+ 6 105+3 n.b.
4 90+4 125+ 4 102+6 102+8 105+ 6 n.b.
5 98+5 125+ 3 107 +5 106 + 1 91+1 102+9
6 100+ 6 128+ 9 100+ 3 100+ 4 99+4 99+7
Sediment aus 7 93+6 96+ 3 93+3 97 +8 99+3 n.b.
Mundungswasser-Gebiet 8 89+2 98+4 99+2 94 +4 94 +5 n.b.
9 87 +1 87+2 95+1 93+4 97 +2 89+8
10 90+3 89+3 95 +1 99+4 95+ 1 89 +1
Limnologisches Sediment 11 95+7 80+8 84+5 92 + 11 95+9 n.b.
12 89+1 76 +1 95+2 95 +1 98 +4 102 +1
13 87 +1 78+2 97 +3 97 +1 99+4 87+t4
Boden 14 95+3 99+2 95+5 96+ 3 96+5 n.b.
15 94+3 96+ 6 104 +2 103 +2 102+3 n.b.
16 89+1 97+5 94 +4 91+1 93+1 86+7
17 94 +1 92+5 95+4 94+6 95+4 101+2
Mittl. Wiederfindung [%] 92+5 100 £ 17 98+6 97 +4 98 +4 94+7

! Einzelverd. = Einzelverdiinnung ; > Verd.-reihe. = Verdiinnungsreihe

Fir das Standardadditionsverfahren und die Auswertungsmethode I lieferte der SYBR-
Green-I-Test eine mittlere Wiederfindung von (98 £+ 6 %), die damit etwas héher war als die vom
PicoGreen-Test mit (94 £ 7 %). Aber es ist zu beachten, dass fiir die Ermittlung der mittleren
Wiederfindung des PicoGreen-Tests nur 8§ Wiederfindungen, wogegen bei dem neuen SYBR-
Green-I-Test 17 Wiederfindungen herangezogen wurden. Abgesehen von den verschiedenen
Auswertungsmethoden zeigte der modifizierte SYBR-Green-I-Test ebenfalls gute Wieder-
findungen mit einfachen wund schnellen Bestimmungsmethoden, wie z.B. durch
Dreifachbestimmung der DNA-Konzentration ausgehend von Verdiinnungsreihen bzw. Einzel-
verdiinnungen der Rohextrakte (Tab. 3.2-3). Letztere lieBen allerdings die Tendenz erkennen,
dass die DNA-Gehalte unterschétzt wurden. Solch ein Verhalten wurde auch bei limnologischen
Rohextrakten beobachtet, deren DNA-Gehalte mit Verdiinnungsreihen bestimmt wurden.
Demgegeniiber zeigten die Rohextrakte aus Wattproben mit diesem Bestimmungsverfahren zu
hohe Wiederfindungen. Daher wurde fiir das Verfahren 'Verdiinnungsreihen' eine mittlere

Wiederfindung mit einer grolen Standardabweichung errechnet (Tab. 3.2-3).
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Die Befunde lassen die Schlussfolgerung zu, dass das Standardadditionsverfahren anderen
Bestimmungsverfahren (Einzelverdiinnung, Verdiinnungsreihe) vorzuziehen ist. Mit Ausnahme
der limnologischen Probe Nr. 11 (Wiederfindung nach Standardadditionsverfahren und Auswer-
tungsmethode I bestimmt) konnten gute Wiederfindungen mit dem neuen SYBR-Green-I-Test
und den auf dem Standardadditionsverfahren basierenden Auswertungsmethoden erzielt werden.

Da sich das Standardadditionsverfahren als zuverldssig erwiesen hatte, wurden die DNA-
Gehalte der Umweltproben dadurch bestimmt, indem der mittlere DNA-Gehalt aus den drei
Auswertungsverfahren berechnet wurde (Tab. 3.2-4). Demnach enthielten Marin- und Watt-
Sedimente nur geringe DNA-Gehalte von ca. 0,3 bis 2,1 ug/g Sediment. Im Gegensatz dazu,
zeigten Sedimente aus Miindungswasser-Gebieten mit 4,2 bis 8,5 ug/g hohere DNA-Gehalte. Die
DNA-Gehalte limnologischer Proben lagen im Bereich von 3,5 bis 28,4 ug/g. Mit DNA-Gehalten
zwischen 12,7 und 22,3 ug/g Boden kommen in Bodenproben im Durchschnitt die hochsten
Werte vor. Die bestimmten DNA-Gehalte werden in Kap. 6.1.2 auf ihre Richtigkeit diskutiert.

Die DNA-Gehalte konnten in den Rohextrakten mit Hilfe der UV-Spektrophotometrie nicht
bestimmt werden, da diese Methode zu einer 10- bis 30fachen Uberschitzung der DNA-
Konzentrationen fiihrte. Obwohl der Hoechst-33258-Test eine hdhere Spezifitit als die UV-
Spektrophotometrie besitzt, war dieser Test nicht empfindlich genug, um die DNA-Gehalte

ermitteln zu konnen.

Tab. 3.2-4 DNA-Gehalte in Umweltproben, die mit dem neuen SYBR-Green-I- und dem PicoGreen-Test
ermittelt wurden. Die DNA-Gehalte wurden durch Berechnung des mittleren DNA-Gehaltes nach
Anwendung des Standardadditionsverfahrens und den drei Auswertungsverfahren I, II und III (siehe Kap.
8.1.3.2.2) bestimmt. Der Probenahmeort kann Tab. 9-4 (Anhang) entnommen werden.

DNA Gehalt [ug/g Trockengewicht]

Herkunft der Proben Nr. SYBR Green | PicoGreen
Marines Sediment 1 0,6 £0,1 n.b.
2 0,3+0,1 n.b.
Watt-Sediment 3 1,0+£0,1 n.b.
4 1,5+0,1 n.b.
5 1,3+£0,2 1,3+£0,2
6 21+04 21+0,7
Sediment aus 7 82+04 n.b.
Mindungswasser-Gebiet 8 42+0,3 n.b.
9 8,5+04 10,5+0,5
10 8,1+0,5 9,1+0,7
Limnologisches Sediment 11 3,5+0,2 n.b.
12 28,4+0,8 29,0+2,5
13 16,3+0,5 186+2,4
Boden 14 223+14 n.b.
15 19,4 +0,7 n.b.
16 14,8+ 0,2 17,2+0,2
17 12,7+0,6 13,8+0,4
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4 Ergebnisse Teil II: Konstruktion einer Plasmid-Genbank aus

Boden-DNA

4.1 Strategie zur Konstruktion einer Plasmid-Genbank aus Boden-DNA

In den letzten Jahren wurden verstirkt molekularbiologische Methoden entwickelt, um neue
mikrobielle Habitate erschlieBen zu konnen (Kap. 1.2). Eine groBBe Anzahl an bisher unbekannten
Mikroorganismen wurde mit Hilfe von 16S-rDNA-Analysen durch verschiedene Hybridisier-
ungstechniken, wie z.B. in-situ- bzw. Southern-Hybridisierung, identifiziert (16). Die Homologie
zwischen Genen bzw. Proteinen und das Vorhandensein von hochkonservierten Bereichen in
verschiedenen Enzymklassen ermdglichte dariiber hinaus die Amplifizierung von unbekannten
DNA-Fragmenten mittels PCR (87). Dieses Verfahren ist aber auf Gene beschrinkt, die zu
bereits bekannten Gruppen gehdren, so dass in der Regel weder durch PCR, noch durch
Hybridisierung neuartige Gene gefunden werden konnen (13). In der vorliegenden Arbeit wurde
daher eine Aktivitits-basierte Vorgehensweise zum Auffinden neuer Enzyme aus Umweltproben
gewdhlt. Dieser Ansatz setzt eine funktionelle Exprimierbarkeit der unbekannten Enzyme im
Expressionswirt voraus.

Bei der gewihlten Strategie wird die genomische DNA direkt aus einer Umweltprobe
isoliert, in einen geeigneten Vektor kloniert und rekombinant im heterologen Expressionswirt
dargestellt. Diese rekombinante Genbank dient nun als Ausgangspunkt zur Durchmusterung nach
unterschiedlichen Enzymaktivitidten (Abb. 4.1-1). Als Material zur DNA-Isolierung wurde eine
Bodenprobe gewéhlt, da die Anzahl an bisher nicht-kultivierten Mikroorganismen in Bdden
vergleichbar zu anderen Habitaten ist (Tab. 1.2-1). Weiterhin ist die prokaryotische Diversitit
hier sehr hoch (88) und die Probensubstanz leicht zuginglich. Durch den direkten Aufschluss
(in-situ-Lyse) der Bodenmikroorganismen sollte die urspriingliche biologische Vielfalt auf
DNA-Ebene erhalten bleiben, da hierbei keine Verluste an genetischer Information auftreten - im

Gegensatz zu einer Kultivierung bzw. Anreicherung der mikrobiellen Konsortien (Kap. 1.2).
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Abb. 4.1-1 Schematische Darstellung der Strategie zur Klonierung und Durchmusterung der Boden-DNA-
Genbank. Die Leserichtung der Promotoren von pJOE930 ist durch Pfeile gekennzeichnet. Die Boden-
DNA ist farbig dargestellt, um deren genomische und phylogenetische Diversitét zu verdeutlichen. Bei der
Durchmusterung wurden diejenigen Klone als positiv gewertet, deren Kolonien sich durch Hotbildung,
Verfarbung oder sonstige Auffalligkeiten von der Gesamtheit aller iibrigen Kolonien abgehoben haben.

Nach der Prédparation der Boden-DNA (Quantifizierung, Reinigung, Restriktionsspaltung)
sollte diese in einen Vektor ligiert und mit Hilfe dieser Tridger-DNA in einen Expressionswirt
transformiert werden. Als Wirt wurde E. coli DHS5 ¢ ausgewéhlt, da fiir E. coli viele molekular-

biologische Werkzeuge verfligbar sind und dieses Bakterium hervorragende Transformations-
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raten besitzt (13). Fiir die Expression von Genen und deren Kontrolle sind verschiedene

Vektorsysteme mit unterschiedlichen Insert-Kapazititen erhéltlich (Tab. 4.1-1).

Tab. 4.1-1 Vektorsysteme und ihre Eigenschaften (46).

Vektorsystem Insert-Kapazitéat [kb] Beispielvektor
Plasmid <12 pUC18, pJOE930
A-Phage 9-23 LGEM
Cosmid (A-Phagen Derivat) 30-45 pWE15, Supercos
bacterial artificial chromosome (BAC) 50 - 300 pBeLoBAC

Vektorsysteme wie Cosmide und bacterial artificial chromosome (BAC) erlauben die
Klonierung von grofleren Genomabschnitten. Dies ist vorteilhaft bei der Klonierung von kom-
plexen Stoffwechselwegen zur rekombinanten Darstellung von Naturstoffen und fiir Genom-
forschung an nicht-kultivierten Mikroorganismen (24; 26; 48). Da in der vorliegenden Arbeit die
heterologe Expression einzelner Boden-DNA-Gene untersucht werden sollte, wurde der Einsatz
von Plasmiden, die eine Insert-Kapazitit bis 12 kb besitzen, als ausreichend angesehen (13). Um
eine moglichst effiziente und durch Induktion kontrollierbare Proteinexpression zu erreichen,
wurde das Plasmid pJOE930 ausgewdhlt (89). Dieses pUC-Derivat gehdrt zu den positiven
Selektionsvektoren, die dadurch gekennzeichnet sind, dass nur diejenigen Klone nach der
Transformation iiberleben und sich vermehren konnen, deren Plasmid ein Insert enthilt. Die
besonderen Merkmale von pJOE930 sind dariiber hinaus die zwei gegenlaufig gerichteten lac-
Promotoren, die der RNA-Polymerase die Moglichkeit bieten, die klonierte Boden-DNA von

beiden Promotoren aus zu transkribieren (Abb. 4.1-2).
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Abb. 4.1-2 Plasmidkarte von pJOE930. Neben dem SLactamase-Gen (bla), dem Replikationsursprung
(pUC ori) und den FGalactosidase-a-Fragment-Genen (lacZ', lacZ") sind die Schnittstellen einiger
Restriktionsenzyme sowie die beiden IPTG-induzierbaren lac-Promotoren (lacP) eingezeichnet. Die
palindromischen Sequenzen sind grau unterlegt.
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Wie anhand von Aktivitédtsstudien mit der Catechol-2,3-Dioxygenase belegt werden konnte,
war die Expression des dafiir kodierenden xy/E-Gens, das in beiden Orientierungen zu den lac-
Promotoren im pJOE930 vorlag, ebenso hoch wie mit dem Plasmid pIC19H, wenn sich das xy/E-
Gen stromabwirts vom einzigen /ac-Promotor befand (89). Die Induktion der /ac-Promotoren in
pJOE930 erfolgt mit Isopropyl-/-D-thiogalactosid (IPTG). Ferner erlaubt das f-Galactosidase-
a-Fragmentgen lacZ' bzw. lacZ" bei E. coli DH5« in Gegenwart der Substanz X-Gal eine auf
a-Komplementation basierende Blau-Weil3-Selektion der Klone, die ein Plasmid ohne bzw. mit
Insert-DNA enthalten. Die beiden lac-Promotoren, das lacZ'- und lacZ"-Gen liegen jeweils
innerhalb zweier Sequenzbereiche, die palindromisch zueinander sind (Abb. 4.1-2). Diese
Sequenzabschnitte sind durch eine nicht-palindromische Sequenz (125 bp) voneinander getrennt,
da es sonst zur Ausbildung von kreuzférmigen DNA-Strukturen kommen konnte, die eine
Vermehrung der Plasmid-DNA in E. coli DH5 & verhindern bzw. zur Spaltung durch Nukleasen
fiihren wiirde. Wird die nicht-palindromische Sequenz durch Restriktionsspaltung entfernt, so ist
eine Replikation von pJOE930 im Wirt nur moglich, wenn die Palindrome durch Ligation einer
Insert-DNA wieder rdumlich voneinander getrennt werden. Ligiert das Plasmid dagegen mit sich

selber (Religation), so sinkt die Transformationsrate ca. um den Faktor 100 (89).

Die Durchmusterung der rekombinanten FE.-coli-DHS5a-Klone auf verschiedene Enzym-
aktivititen sollte entweder direkt nach der Transformation oder zu einem spiteren Zeitpunkt, z.B.

nach der Konservierung der rekombinanten Transformanden als DMSO-Dauerkulturen, erfolgen

(Abb. 4.1-1).
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4.2 Konstruktion einer Plasmid-Genbank durch Klonierung von Boden-DNA
in E. coli

Im Folgenden sind alle Verfahrensschritte dargestellt, die bei der Konstruktion und Durchmuste-

rung der Plasmid-Genbank sowie der Charakterisierung der aktiven Klone durchgefiihrt wurden.

4.2.1 Entnahme der Bodenprobe

Zur Herstellung der Plasmid-Genbank aus genomischer Boden-DNA wurde eine Bodenprobe aus
einem StraBlengraben an der Europastrale 55 zwischen Chioggia und Mira (in der Ndhe von
Venedig, Italien) entnommen. Der Entnahmeort ist eine sumpfige Landschaft, die einen direkten
Kontakt zum Meerwasser besitzt. Die Vegetation bestand iiberwiegend aus Grisern. Die Probe
war tiefschwarz gefirbt und wies eine schlammige Konsistenz auf. Der Transport erfolgte bei

4 °C und die Lagerung bei —20 °C.

4.2.2 Aufschluss von Bodenmikroorganismen

Zur DNA-Isolierung aus Bodenmikroorganismen wurde ein Desintegrationsverfahren untersucht,
das auf Kohlendioxid-Dekompression beruht, und mit in der Literatur beschriebenen Aufschluss-
methoden verglichen. Dabei spielten die in Kap. 1.3 aufgefiihrten Anforderungen, wie z.B. der

Aufschluss moglichst aller Bodenmikroorganismen, eine wichtige Rolle.

4.2.2.1 Aufschluss durch schnelle Dekompression von iiberkritischem Kohlendioxid

Die besonderen Penetrationseigenschaften von iiberkritischem Kohlendioxid (Kap. 1.3)
ermoglichen eine Diffusion des iiberkritischen Fluids in mikrobielle Zellen bei einem hohen
Druck. Eine schnelle Dekompression fiihrt anschlieBend zur Gasbildung innerhalb der Zellen, die
ein Aufbrechen der Zellwdnde zur Folge hat (90). Bei diesem Aufschlussverfahren ist wichtig,
dass beim Dekompressionsvorgang nur geringe Scherkrifte und keine Hitzeentwicklung
entstehen, die zu einer Schidigung der isolierten Nukleinsduren fithren kdnnten (90). Es erschien
daher sinnvoll, zu untersuchen, ob ein solches Aufschlussverfahren geeignet ist, hochmolekulare,
genomische Umwelt-DNA in ausreichenden Mengen aus Bodenproben zu isolieren. In Abb.
4.2-1 ist der Aufbau der Anlage und die prinzipielle Vorgehensweise dieses Aufschlussverfahrens

dargestellt.
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Abb. 4.2-1 Aufbau der Anlage zur Desintegration von Mikroorganismen durch schnelle Dekompression
von tiberkritischem Kohlendioxid. Die Pumpe (1) erzeugt mit dem aus der Vorratsflasche (2)
entnommenen, fliissigem Kohlendioxid den an der Pumpensteuerung (3) voreingestellten Druck (260 bar).
Das geschlossene System, bestehend aus der Pumpe (1) und der Reaktionskammer (4), wird vom
Wasserbad (5) auf 60 °C erwédrmt, so dass tliberkritisches Kohlendioxid gebildet wird, welches auf die in
der Reaktionskammer befindlichen Organismen einwirkt. Das Offnen des Ventils (6) fiihrt zu einem
schnellen Druckabfall. Der Vorgang der Kompression und Dekompression wird mehrmals wiederholt. Die
Anlage wurde freundlicherweise vom Institut fiir Technische Biochemie, Universitit Stuttgart, zur Ver-
fligung gestellt.

Zunichst wurde untersucht, ob mit dieser Methode ausgewéhlte Gram-negative Bakterien
(Pseudomonas) und Gram-positive, GC-reiche Bakterien (Rhodococcus, Arthrobacter) aufge-
schlossen werden konnen. Die Desintegration dieser Reinkulturen durch schnelle Dekompression
von lberkritischem Kohlendioxid zeigte, dass die isolierte genomische DNA nur eine geringe
Fragmentierung aufwies, aber die Aufschluss-Effizienz hinsichtlich der getesteten Bakterien-
stimme sehr unterschiedlich ausgeprdgt war (Abb. 4.2-2 A). Wihrend aus Pseudomonas LU2023
und Arthrobacter LU9144 nicht-degradierte DNA isoliert werden konnte, lieferte der Aufschluss
von Rhodococcus 1L.U9002 keine DNA. Im nidchsten Schritt wurde der Einfluss komplexer
Bodenmatrices auf das Aufschlussverfahren untersucht. Da in Kontrollexperimenten mit
autoklavierten Boden gelelektrophoretisch keine DNA nachgewiesen werden konnte, wurden
autoklavierte Bodenproben mit den Modelorganismen versetzt und anschlieBend mit iiber-
kritischem Kohlendioxid aufgeschlossen. Wie aus Abb. 4.2-2 B zu ersehen ist, konnte auf diese
Weise keine genomische DNA aus den dotierten Proben isoliert werden. Eine Vergleichs-
untersuchung mit den Verfahren nach Zhou (Kap. 8.3.3.2) und Moré (Kap. 8.3.3.3) zeigte, dass
mit jeweils einer dieser Methoden diese Bakterienstimme in den dotierten Bodenproben
aufgeschlossen werden konnten. Obwohl die Voruntersuchungen belegten, dass der Einsatz von

iiberkritischem Kohlendioxid zur DNA-Isolierung aus Bodenproben nicht geeignet war, ergaben
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sich beim Aufschluss eines frischen Kompostbodens iiberraschenderweise hohe Ausbeuten an

genomischer Boden-DNA (Abb. 4.2-2 C).

B

12 kb — 12 Kb —

2 kb —

M 1 203 M 45 6 7

Abb. 4.2-2 Isolierung von genomischer DNA aus Mikroorganismen in Reinkultur und Bodenmikro-
organismen durch schnelle Dekompression von iiberkritischem Kohlendioxid. (A) Zellpellets von
Reinkulturen (Spur 1: Pseudomonas LU2023; Spur 2: Arthrobacter LU9144; Spur 3: Rhodococcus
LU9002) wurden mit iiberkritischem Kohlendioxid (260 bar, 60 °C) aufgeschlossen (Kap. 8.3.3.1). (B)
Bedingungen wie unter (A), jedoch wurde den Reinkulturen (Spur 1 bis 3) autoklavierter Boden zugesetzt
(Spur 1' bis 3'). (C) Mehrere Proben eines frischen Kompostbodens (Spur 4 bis 7) wurden mit iiber-
kritischem Kohlendioxid behandelt (Bedingungen wie unter (A)). (M: DNA-Leiter)

Die Experimente haben gezeigt, dass beim Aufschluss der Bakterien durch schnelle
Dekompression von {iiberkritischem Kohlendioxid sowohl die Bakterienart als auch die
Probenmatrix einen Einfluss auf die Ausbeute der DNA hat. Dariiber hinaus ist hier der
apparative Aufwand im Vergleich zu anderen Desintegrationsverfahren sehr hoch (Abb. 4.2-1).
Daher wurde bei den weiteren Arbeiten das Aufschlussverfahren durch schnelle Kohlendioxid-

Dekompression nicht beriicksichtigt.

4.2.2.2 Aufschluss nach Zhou et al.

Der direkte Aufschluss der Bodenmikroorganismen erfolgte nach einer modifizierten Methode
von Zhou et al. (Kap. 8.3.3.2) (77; 91). Bei dieser Aufschlussmethode handelt es sich um eine
Kombination aus physikalischen, biologischen und chemischen Desintegrationsverfahren.
Zunachst werden die Zellen in Gegenwart eines Hochsalzextraktionspuffers wiederholten Frier-
Tau-Zyklen ausgesetzt. Nach einer Inkubation des Ansatzes mit Proteinase K folgt eine
Hitzebehandlung in Anwesenheit von SDS. Anschliefend an die Abtrennung der Bodenpartikel
und Zellbruchstiicke wird der nukleinsdurehaltige Rohextrakt mit Chloroform extrahiert und die
DNA aus dem wissrigen Rohextrakt mit Isopropanol gefillt. Die derart isolierte Boden-DNA

zeigte nur einen geringen Fragmentierungsgra . 4.2-3). Bei Zugabe von Isopropanol zu
ig i geringen Frag i gsgrad (Abb. 4.2-3). Bei Zugab Isopropanol
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einigen DNA-Rohextrakten der untersuchten Bodenproben wurde die Beobachtung gemacht, dass
die wiéssrige DNA-Losung und das Isopropanol nicht vollstindig vermischt werden konnten. D.h.
es bildete sich eine Phasentrennung, wobei die untere Phase eine starke Braunfiarbung aufwies,
wihrend die obere Phase keine Farbung zeigte. Durch die sukzessive Zugabe von kleinen
Volumina an TE-Puffer konnte eine vollstdndige, homogene Durchmischung beider Phasen und

somit die Prézipitation der DNA erreicht werden.

4.2.3 Reinigung der Boden-DNA-Rohextrakte

Bei der Extraktionsmethode nach Zhou wurden neben der Boden-DNA auch l6sliche Fraktionen
der Huminstoffe (Fulvin- und Huminsduren) aus den Bodenproben coextrahiert, die weder durch
eine Chloroform-Extraktion noch durch eine Isopropanol-Fillung entfernt werden konnten. Die
gelosten Huminstoffe machten sich durch ihre charakteristische Braunfirbung in den Roh-
extrakten bemerkbar und zeigten vor allem im UV-Bereich ein starkes Absorptionsverhalten
(Abb. 4.2-3 A). Da diese Storstoffe die Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen
hemmen (45), war deren Abtrennung notwendig. Prinzipiell wére hierzu eine Féllung der
Huminsduren durch Erniedrigung des pH-Wertes moglich (Kap. 1.4). Es ist allerdings bekannt,
dass eine Inkubation unter sauren Bedingungen zu einer Anlagerung der Huminsduren an die
DNA (84) und zu einer hydrolytischen Depurinierung der DNA fiihren kann (92). Aus diesen
Griinden wurde von einer sauren Prézipitation der Huminsduren abgesehen. Weiterhin wire eine
Féllung der Huminstoffe mit bi- und polyvalenten Ionen, insbesondere mit Metallionen, die
unlosliche Komplexe mit Huminstoffen bilden, denkbar (47). Diese Moglichkeit wurde mit Hilfe
des chaotropen Salzes Guanidiniumhydrochlorid untersucht. In Vorversuchen mit Fluka-
Huminséduren und der 16slichen Huminstoff-Fraktion einer Winogradsky-Séule fiihrte die Zugabe
von Guanidiniumhydrochlorid in unterschiedlichen Konzentrationen (bis 1 M) zur Prizipitation
der Huminstoffe. Allerdings zeigten die gelelektrophoretischen Untersuchungen, dass ein
erheblicher Anteil der zudotierten DNA mitgeféllt wurde. Dariiber hinaus waren Versuche, die
Fluka-Huminsduren aus DNA-Ldsungen mit Anionenaustausch-Chromatographiesdulen selektiv
zu entfernen, ebenfalls nicht erfolgreich. Trotz zusétzlicher Waschschritte der beladenen
Anionenaustauschsdule mit Waschlosungen unterschiedlicher pH-Werte (6,3 bis 8,0) und
Kaliumchlorid-Konzentrationen (0,2 bis 0,9 M) konnten die an das Sdulenmaterial gebundenen
Huminsduren nicht abgetrennt werden. Somit fiihrte die Elution der DNA zu einer Losung, die
weiterhin mit Huminsduren kontaminiert war. Ebenso konnten diese Storstoffe durch eine
selektive Adsorption der DNA an ein spezifisches Sdulenmaterial (DNA Clean Up System,

Promega) nicht entfernt werden.
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Durch den Einsatz der Ausschlusschromatographie-Séulen 'Chroma Spin TE-1000
Columns' (BD Biosciences Clontech) konnte die iiberwiegende Mehrzahl der huminstofthaltigen
DNA-Rohextrakte aber dennoch in ausreichender Qualitit gereinigt werden. Als Indiz fiir eine
erfolgreiche Abtrennung der geldsten Huminstoffe wurde das UV/Vis-Spektrum herangezogen.
Es lieferte einen fiir Nukleinsiduren charakteristischen Verlauf mit einem Absorptionsmaximum
bei ca. 260 nm und vernachldssigbare Absorptionswerte fiir Wellenldngen groer 320 nm (Abb.
4.2-3, Abb. 4.2-4, je A und B). Die gelelektrophoretische Untersuchung zeigte, dass die
genomische Boden-DNA beim Reinigungsschritt keine weitere Fragmentierung erfahren hatte
(Abb. 4.2-3 C). AuBerdem konnte die Mehrzahl der gereinigten DNA-Préparationen mit den
eingesetzten Restriktionsenzymen gespalten werden (Abb. 4.2-4 C und D). Somit erfiillte diese
Reinigungsmethode die gestellte Forderung, nicht-fragmentierte Boden-DNA zu liefern, die
enzymatisch gespalten werden kann. Durch den Einsatz des modifizierten SYBR-Green-I-Tests
(Kap. 3.2) konnte allerdings gezeigt werden, dass grole DNA-Verluste, z.T. bis 90 %, bei der

Durchfiihrung dieser Reinigungsmethode auftreten.

Insgesamt konnten aus dem zur Erstellung der Genbank eingesetzten Boden (Kap. 4.2.1)
durch den Einsatz der Aufschlussmethode nach Zhou und der beschriebenen Reinigung etwa 6 ug

genomische Boden-DNA pro g Boden (Feuchtgewicht) isoliert werden.
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Abb. 4.2-3 Reinigung eines Boden-DNA-Rohextraktes mit Hilfe von Ausschlusschromatographie-Saulen.
Die UV/Vis-Spektren der DNA-Priparation (hergestellt nach Zhou et al.) wurden (A) vor (1:500
Verdiinnung) und (B) nach der Reinigung (Eluat unverdiinnt) registriert. (C) Gelelektrophoretische
Analyse des Rohextraktes (Spur 1) und der gereinigten DNA-Préparation (Spur 2). (M: DNA-Leiter)
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Abb. 4.2-4 Reinigung und Restriktionsspaltung einer Kompostboden-DNA-Préparation. Der DNA-
Rohextrakt wurde nach Zhou et al. hergestellt. Die Aufnahme der UV/Vis-Spektren erfolgte (A) vor (1:10
Verdiinnung) und (B) nach der Reinigung (Eluat unverdiinnt) der DNA-Préparation iiber eine Chroma-
Spin-TE-1000-Séule. (C und D) Die gereinigte Boden-DNA (Spur 1, 1') wurde mit den Restriktions-
enzymen Hsp92Il (Spur 2), Sau3Al (Spur 3) und EcoRI (Spur 4) gespalten und elektrophoretisch
untersucht. Im Fall von Hsp92II und Sau3 Al erfolgte die Inkubation 15 min bei 37 °C, wihrend bei EcoRI
iiber Nacht (UN) inkubiert wurde. Spur 1' zeigt die Kontroll-DNA (ohne Enzym). (M: DNA-Leiter)

4.2.4 Restriktionsspaltung huminsiurehaltiger Boden-DNA-Losungen

Der Einsatz der Ausschlusschromatographie-Saulen zur Reinigung der Boden-DNA-Rohextrakte
zeigte zwar den gewiinschten Effekt, aber eine quantitative Abtrennung der gelosten Huminstoffe
wurde nicht bei jedem DNA-Rohextrakt erreicht. Daher war es notwendig, den inhibierenden
Einfluss geringer Huminstoff-Riickstéinde in einer DNA-Ldsung auf die Restriktionsenzyme zu
kompensieren.

Das Ausmal} der Hemmung durch Huminséduren auf die Amplifikation von DNA mit Hilfe
der PCR kann u.a. durch Zugabe von Rinderserumalbumin (BSA) reduziert werden (93).
Ausgehend von diesen Befunden und der Feststellung, dass Huminsduren mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I interagieren (Kap. 3.2.4), wurde zunichst untersucht, ob eine
Wechselwirkung zwischen Huminsduren und BSA stattfindet. Dazu wurde eine Huminsiure-
Losung (1 mg/ml) mit steigenden BSA-Konzentrationen titriert und die Ansétze elektrophoretisch
untersucht (Abb. 4.2-5). Die Anwesenheit von BSA fiihrte zum Auftreten einer zweiten Bande
mit verringertem elektrophoretischem Laufverhalten. Mit zunehmender BSA-Konzentration
verlor die Huminsduren-Bande kontinuierlich an Intensitit, wohingegen die neue Bande immer
deutlicher zu erkennen war. Allerdings fiihrte auch ein groBer BSA-Uberschuss (7fach) nicht zum

vollstdndigen Verschwinden der Huminsduren-Bande.
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Abb. 4.2-5 Die Interaktion zwischen BSA und Huminsduren fiihrt zur Bildung von Komplexen, die unter
elektrophoretischen Bedingungen stabil sind. Je 1 mg/ml Fluka-Huminsiduren wurden mit BSA-Ldsungen
folgender Konzentrationen inkubiert: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3; 4; 5; 6; 7 mg/ml. Nach der Inkubation
wurden 10 Vol% einer Saccharose-Losung (25%ig) zugefiigt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als
Kontrolle diente die reine Huminséure-Losung (Spur 1, 1').

Anhand der Interaktionsstudien konnte gezeigt werden, dass die Wechselwirkung zwischen
den Huminsduren und BSA zu einer Komplexbildung zwischen diesen Komponenten gefiihrt hat.
Dadurch wurde die Konzentration an freien Huminsduren in der Losung herabgesenkt. Die auf
diese Weise gebundenen Huminsduren standen somit nicht mehr in vollem Umfang fiir
anderweitige Reaktionen zur Verfiigung. Im Hinblick auf die Inhibierung von Restriktions-
enzymen bot sich nun die Moglichkeit, die Konzentration an freien Huminsduren in der DNA-
Losung durch Komplexierung mit BSA zu reduzieren. Von einer eventuellen Hemmung der
Enzyme durch die entstandenen Huminsidure/BSA-Komplexe wurde abgesehen. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde im Folgenden untersucht, ob die 'geringste inhibierende Konzentration' der
Huminsduren fiir die beispielhaft ausgewéhlten Enzyme Sau3 Al und Hsp92I1 durch Zugabe von
BSA erhoht werden konnte.

In Abwesenheit von BSA wurde fiir Sau3 Al eine geringste inhibierende Konzentration der
verwendeten Huminsduren von 0,4 ug/ml ermittelt (Abb. 4.2-6 A). Das bedeutet, dass das Enzym
nicht mehr in der gewiinschten Weise die DNA spaltet, sobald diese Huminsdure-Konzentration
erreicht bzw. iiberschritten wird. In Gegenwart von 10 mg/ml BSA erhohte sich die geringste
inhibierende Konzentration der Huminsduren auf ca. 80 ug/ml (Abb. 4.2-6 B). Somit konnte die
geringste inhibierende Konzentration der eingesetzten Huminsduren durch die Zugabe von BSA
ca. 200fach erhoht werden. Ein Einfluss von BSA auf die Aktivitdt von Sau3Al wurde nicht
festgestellt. Die Variation der BSA-Konzentration bei einem konstanten Huminsdure-Gehalt von
60 ug/ml zeigte weiter, dass eine Mindestkonzentration von 8 mg/ml BSA notwendig war, um
die genomische DNA vollstindig zu spalten. Ferner wurden Versuche mit der 16slichen Fraktion
der Huminstoffe einer Winogradsky-Séule (Kap. 8.3.16) durchgefiihrt (Bedingungen siche Abb.
4.2-6). Da die Konzentrationsermittlung von Huminstoffen sehr aufwendig ist, wurde mit

Verdiinnungen gearbeitet. Ohne BSA-Zusatz trat die erste Hemmung von Sau3Al bei einer
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Verdiinnung der Huminstoff-Losung von ca. 1:20 000 auf, wéhrend in Anwesenheit von 10
mg/ml BSA eine erste Inhibierung erst bei einer Verdiinnung von ungefdhr 1:400 beobachtet
wurde. Somit hatte die Zugabe von BSA zur Folge, dass in der zu untersuchenden DNA-Ldsung
ca. 50mal mehr geloste Huminstoffe vorhanden sein konnten, damit eine signifikante Inhibierung

der Enzymaktivitét beobachtet wurde.
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Abb. 4.2-6 Minimal inhibierende Konzentration der Fluka-Huminsauren fiir Sau3Al in Abwesenheit und
Gegenwart von BSA. Jeweils 1,5 ug E.-coli-DNA wurden mit 0,3 U Sau3Al gespalten (4 min, 37 °C). Als
Kontrolle diente eine Losung aus DNA (Spur 1) bzw. DNA und BSA (Spur 1'). (A) Spaltung der DNA in
Gegenwart von folgenden Huminsdure-Konzentrationen: 0,0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 ug/ml. (B)
Spaltung der DNA in Gegenwart von jeweils 10 mg/ml BSA und folgenden Huminsaure-Konzentrationen:
0, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 500 ug/ml.

Fiir die Restriktionsendonuklease Hsp92Il wurde eine geringste inhibierende Konzentration
der Fluka-Huminsduren von annihernd 0,2 ug/ml ermittelt. Durch Zugabe von BSA erhohte sich
die geringste inhibierende Konzentration auf ca. 3,0 xg/ml Huminsduren, was einer Erh6hung um

den Faktor von 15 entsprach. Die optimale BSA-Konzentration lag bei etwa 2 mg/ml. Eine
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weitere Erhohung der BSA-Konzentration hatte keinen Effekt auf die geringste inhibierende

Konzentration.

Der positive Effekt von BSA auf Restriktionsenzyme wéhrend der partiellen Hydrolyse von
genomischer DNA wurde im Folgenden bei der Konstruktion der Boden-DNA-Genbank genutzt.

4.2.5 Priparation der Insert-DNA

Es wurde angestrebt, Boden-DNA-Fragmente mit einer Grole von 3 bis 10 kb in den
entsprechend vorbereiteten pJOE930-Vektor zu klonieren (Kap. 4.1). Dazu musste die Boden-
DNA zunichst mit einer Restriktionsendonuklease gespalten werden, um so DNA-Fragmente aus
dem gewlinschten GroéBenbereich mit definierten, kohdsiven Enden (kurze {iberstehende
Einzelstrangabschnitte) zu erhalten. Uber diese ,klebrigen” Enden wurden die Fragmente spiter
in den Vektor ligiert. Zundchst wurde fiir die Restriktionsspaltung der Boden-DNA das Enzym
Sau3Al, das 'GATC' als Erkennungssequenz aufweist, eingesetzt. Unter der Annahme, dass die
Nukleotide nach dem Zufallsprinzip angeordnet sind und der GC-Gehalt der DNA 50 % betrigt,
spaltet Sau3Al die eingesetzte DNA theoretisch alle 4* (= 256) Nukleotide. Durch die hohe
Spaltungsfrequenz sollte gewihrleistet werden, dass der Abbau der DNA zufillig verldauft und
nicht von einer bestimmten Erkennungssequenz abhingig ist. Allerdings war der Einsatz von
Sau3Al nicht erfolgreich, da bei der nachfolgenden Klonierung keine rekombinanten
Transformanden erhalten wurden. Daher erfolgte im weiteren Verlauf der Arbeit die Spaltung der
Boden-DNA mit dem Restriktionsenzym EcoRI, dessen Erkennungssequenz 'GAATTC' ist und
sich theoretisch nur alle 4° (= 4096) Nukleotide wiederholt. Da EcoRI die DNA somit seltener als
Sau3Al spaltet, war flir die partielle Spaltung einer Kompostboden-DNA mit EcoRI eine
Inkubation {iber Nacht notwendig, wihrend fiir die gleiche DNA-Pridparation eine 15miniitige
Inkubation mit Sau3Al bereits ausreichte, um die DNA komplett zu hydrolysieren (Abb. 4.2-4).
Anschliefend wurde eine elektrophoretische Gréfenfraktionierung der Boden-DNA-Fragmente
im Agarosegel durchgefiihrt und die 3 bis 10 kb Fragmente aus dem Gel isoliert, um so die

Klonierung von kleineren DNA-Fragmenten (kleiner 3 kb) zu verhindern.

4.2.6 Priparation des Plasmids pJOE930

Der Vektor pJOE930 trigt die lacZ' bzw. lacZ"-Gene, die fiir den aminoterminalen Abschnitt des
Enzyms p-Galactosidase kodieren (Abb. 4.1-2) und ermdglicht dadurch eine Blau-Weil3-
Selektion von rekombinanten E.-coli-DHSa-Klonen auf X-Gal-haltigen Agarplatten. Bei der
Spaltung von pJOE930 mit EcoRI wird das lacZ'- und lacZ"-Gen aus dem Plasmid heraus-

geschnitten, so dass die Boden-DNA hinein ligiert werden kann. Es ist aber mdglich, dass die
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Restriktionsspaltung von pJOE930 nicht vollstindig ablduft und damit in der Plasmid-Préparation
noch ungeschnittene Plasmidmolekiile enthalten sind. Letztere bereiten Probleme, da sie sich
leichter als pJOE930/Fremd-DNA-Ligationsprodukte transformieren lassen. Daher wurde der
pJOE930-Vektor vor der Klonierung durch Restriktionsspaltung und elektrophoretische
Reinigung iiber ein Agarosegel (Entfernung der herausgeschnittenen /acZ'- und /lacZ"-Gene und
ungeschnittener Plasmidmolekiile) derart vorbereitet, dass die Transformation der Plasmid-
Préparation nur eine sehr geringe Anzahl an blauen Kolonien im X-Gal-Test lieferte. Fiir die
Spaltung von pJOE930 wurde in einem Fall nur EcoRI und in einem weiteren Fall EcoRI und
Sacl (Sacl spaltet das Plasmid innerhalb der EcoRI-Schnittstellen) verwendet. Nach der Trans-
formation beider pJOE930-Préiparationen zeigten sich allerdings keine signifikanten Unterschiede
in der Anzahl an blauen Klonen, die in beiden Féllen zwischen null und fiinf blauen Klonen pro
ng transformierte Plasmid-DNA lag. Fiir die Klonierungsexperimente mit Boden-DNA wurde

daher die mit EcoRI gespaltene pJOE930-Préiparation verwendet.

4.2.7 Ligation und Transformation in E. coli DH5«

Die priparierten Boden-DNA-Fragmente (Kap. 4.2.5) wurden anschlieBend in den mit EcoRI-
gespaltenen pJOE930-Vektor (Kap. 4.2.6) ligiert. Nach Elektrotransformation von E. coli DHS5 &
wurden die Transformanden entweder auf Tributyrin-Platten (Kap. 5.1) oder auf 1,2-Propandiol-
Fuchsinsulfit-Platten (Kap. 5.2) ausplattiert und bei 37 bzw. 30 °C inkubiert, um das genetische
Potential der konstruierten Genbank zu testen. Die Agarplatten enthielten Ampicillin (Amp) zur
Selektion, IPTG zur Induktion und X-Gal zum Nachweis von rekombinanten Transformanden,
die ein Plasmid ohne Fremd-DNA enthielten. Die Transformationseffizienz pro ul eingesetzten
Ligationsansatzes lag zwischen 500 und 2 000 weifler Klone. Die Transformation der gesamten
sechs Ligationsanséitze (je 20 ul) hitte theoretisch 60 000 bis 240 000 Klone erbracht. Bei
wiederholter Transformation des gleichen Ligationsansatzes (im Abstand von mehreren Tagen)
zeigte sich jedoch eine starke Abnahme der Transformationseffizienz, so dass im Einzelfall keine

rekombinanten Klone mehr erhalten wurden.

4.2.8 Vereinzelung und Ablage der rekombinanten Transformanden

Wie sich bei der Charakterisierung der Genbank herausstellte (Kap. 4.3), enthielt nur ein Teil der
weiflen Klone ein Plasmid mit Insert-DNA. Aus diesem Grund wurden nur die 'hellweiflen'
Transformanden, die auf Tributyrin-Platten ausplattiert worden sind, in 96er-Mikrotiterplatten
(mit fliissigem LB-Amp-Medium befiillt) vereinzelt und nach dem Anwachsen mit Hilfe eines

Replikators in LB-Agar-befiillte Mikrotiterplatten zur mittelfristigen Lagerung iiberfiihrt. Fiir die
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langfristige Aufbewahrung der Genbank wurden LB-DMSO-befiillte Mikrotiterplatten angeimpft
und nach Anzucht bei -80 °C gelagert (Kap. 8.3.1.2). Auf diese Weise wurden ca. 13 000 Klone
abgelegt. Die Durchmusterung auf Enzymaktivititen wie Amylasen (Kap. 8.3.15.3), Proteasen
(Kap. 8.3.15.4) und Phosphatasen (Kap. 8.3.15.5) erfolgte von den auf LB-Amp- bzw. LB-

Agarmedium gewachsenen Kolonien.

4.2.9 Uberpriifung und Sequenzierung von aktiven Klonen

Zeigten sich bei der primédren Durchmusterung mit einem spezifischen Testsystem aktive bzw.
auffillige Klone, so wurde diese Aktivitit in den iliberwiegenden Féllen nochmals durch
Vereinzelung lberpriift. Zur Bestitigung des Phianotyps folgte die Isolierung des rekombinanten
Plasmids, die erneute Transformation von E. coli DH5« und die Untersuchung des Trans-
formanden auf die entsprechende Aktivitidt mit dem jeweiligen Testsystem. Alle Plasmide, die
retransformiert wurden, vermittelten den E.-coli-Klonen wieder den gesuchten Phinotyp auf den
Testplatten.

Das pJOE930-Insert-DNA-Konstrukt wurde mit den Enzymen Aatll, EcoRI und BamHI
einer Restriktionsanalyse unterzogen. Die Sequenzierung der unbekannten Insert-DNA erfolgte
zundchst mit den spezifischen pJOE930-Primern pJOE930f und pJOE930r. Aus den erhaltenen
Sequenzdaten wurden neue Oligonukleotide abgeleitet, synthetisiert und die Sequenzierung der
Insert-DNA vervollstindigt (Kap. 8.3.12). Die einzelnen Sequenzabschnitte einer Insert-DNA
wurden anschlieBend mit Hilfe des Programms SeqMan II (Lasergene, DNASTAR) zu einer
einzigen Gesamtsequenz (contig) zusammengefiigt. Mit Ausnahme der Insert-DNA des
Plasmides pHZ04 (identisch zu pHZ10), bei der sich ein Bereich von ca. 100 bis 200 bp aus
unbekannten Griinden nicht sequenzieren lieB3, konnte die Fremd-DNA der iibrigen Plasmide

jeweils vollstindig sequenziert und die Teilsequenzen zusammengesetzt werden.

4.2.10 Analyse der Sequenzdaten und biochemische Charakterisierung der aktiven Klone

Die bioinformatische Untersuchung der DNA-Sequenzdaten erfolgte einerseits mit den Pro-
grammen EditSeq, MapDraw, MegAlign und Protean (Lasergene, DNASTAR), die z.B. eine
Ubersetzung in Aminosiuresequenzen, das Auffinden von offenen Leserahmen, die Suche nach
Sequenzéhnlichkeiten (pairwise/multiple alignments) und eine Vorhersage von Proteineigen-
schaften ermoglichen. Weitere Analysen wurden mit dem PEDANT Softwaresystem (Protein
Extraction, Description and Analysis Tool) durchgefiihrt (94). Das System erlaubt die
automatische Analyse von DNA- und Proteinsequenzen mit einer Reihe an bioinformatischen

Methoden. Dazu gehért u.a. das Sequenz-alignment (Vergleich der Ahnlichkeit von zwei oder
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mehr Sequenzen) in verschiedenen Datenbanken, die Vorhersage von Funktionen und Sekundér-
sowie Tertidrstrukturen und die Klassifizierung von Genprodukten zu funktionellen bzw.
strukturellen Kategorien. Folgende Datenbanken und Informationsquellen werden dabei vom
System u.a. genutzt: Blocks (95), COGs (96), EMBL (97), PDB (98), Pfam (99), PIR-PSD (100),
SCOP (101), SWISS-PROT (102), PROSITE (103), TrEMBL (102). Die biochemische
Charakterisierung der lipolytisch aktiven Klone HZ01, HZ02, HZ04, HZ05 und HZ07 erfolgte
durch Mitarbeiter der BASF (Ludwigshafen).

4.3 Charakterisierung der Plasmid-Genbank

Mit der aus dem 'StraBengraben'-Boden isolierten Boden-DNA wurden mehrere Ligationsansétze
(LA1 - LAG6) hergestellt und daraus eine Plasmid-Genbank in E. coli DH5« konstruiert (Tab.
4.3-1). Die Charakterisierung der Genbank erfolgte iiber die InsertgroBen und -hdufigkeiten

sowie liber die Anzahl an Klonen mit einem lipolytischen Phénotyp auf Tributyrin-Platten.

Tab. 4.3-1 Eigenschaften der Plasmid-Genbank.

Ansatz Summe der durch- InsertgroRe [kb] hé:::izrl:;it Anzahl Tributyrin-
musterten Klone min. max. durchschn. [%] spaltender Klone
LA1 3000 24 5,0 3,2 60 2
LA2 10 000 3,1 5,0 3,6 56 4
LA3 4500 3,0 7,8 5,2 36 1
LA4 17 000 n.b. n.b. n.b. n.b. 10
LA5 2500 n.b. n.b. n.b. n.b. 2
LA6 6 000 n.b. n.b. n.b. n.b. 3
Summe 43 000 / / / / 22 (19"

" Redundante Klone: HZ02, HZ03 und HZ06; HZ04 und HZ10 (siehe Text).

Insgesamt wurden ca. 43 000 weille, rekombinante Klone auf LB-Tributyrin-Platten durch-
mustert. Dabei konnten 22 Kolonien mit lipolytischer Aktivitdt beziiglich Tributyrin identifiziert
werden. Die Sequenzierung der Insert-DNA zeigte allerdings, dass die Klone HZ02, HZ03 und
HZ06 identisch waren. Da diese bei der Untersuchung des gleichen Transformationsansatzes
gefunden wurden, liegt die Vermutung nahe, dass sie durch Teilung aus urspriinglich einem Klon
wéhrend der Inkubation im SOC-Medium (unmittelbar nach der Transformation) hervorgegangen
sind (Kap. 8.3.9.1). Ebenso war die Insert-DNA der Klone HZ04 und HZ10 iibereinstimmend.

Diese stammten dagegen aus jeweils unterschiedlichen Ligations- und Transformationsansitzen.

Zur Bestimmung der InsertgroBen und -haufigkeiten der Plasmid-Genbank wurden aus den
Ansitzen LA1, LA2 und LA3 jeweils zufillig 25 weille Transformanden im LB-Amp-Medium
angeimpft und daraus die Plasmide isoliert (Kap. 8.3.2.2). Es folgte eine Restriktionsspaltung mit
dem Enzym EcoRI (Kap. 8.3.7.1) und eine elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente
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im Agarosegel (Kap. 8.3.6.1). Die untersuchten Plasmide enthielten Insert-DNA-Fragmente mit
einer Grofle von etwa 2,4 bis 7,8 kb. Im Gegensatz dazu ergab die Sequenzierung der Insert-DNA
aktiver Klone aber auch InsertgréBen von bis zu 10 kb (vgl. pHZ16, Tab. 5.1-1). Die durch-
schnittliche InsertgroBBe bei der elektrophoretischen Bestimmung lag zwischen 3,2 und 5,2 kb.
Ublicherweise wird die Inserthiufigkeit einer Plasmid-Genbank iiber eine Blau-Weil-Selektion
der Klone mit X-Gal ermittelt. Mit diesem Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit eine
Inserthdufigkeit von 90 bis 100 % ermittelt. Allerdings ist bei pJOE930 eine solche
Vorgehensweise kritisch, da eine Selbstligation bzw. Deletion des Vektors auftritt (siche unten).
Daher wurde die Restriktionsanalyse gewdéhlt, um die Insert-DNA aus den Plasmiden herauszu-
schneiden und so die Inserthdufigkeit zu bestimmen. Hierbei zeigte sich, dass etwa 36 bis 60 %
der Klone einen Vektor mit Insert-DNA enthielten. Unter Beriicksichtigung aller in der Plasmid-
Genbank theoretisch enthaltenen Klone (60 000 bis 240 000 Klone, Kap. 4.2.7), der mittleren
Insertgrofen (3,2 bis 5,2 kb) und dem prozentualen Anteil der Plasmide mit Insert-DNA (36 bis
60 %) wurden somit ca. 70 bis 750 Mbp Boden-DNA kloniert.

Basierend auf den Ergebnissen der Restriktionsanalyse enthielt die konstruierte Genbank
auch weille, rekombinante Klone, deren Plasmide keine Insert-DNA (d.h. keine Boden-DNA)
aufwiesen. Zwar zeigten die Kolonien solcher Klone eine etwas dunklere Farbung und grofBere
Ausdehnung (‘dunkelweifle’ Klone) im Vergleich zu den Kolonien mit Insert-DNA (‘hellweif3e'
Klone), allerdings wurden vereinzelt auch 'dunkelweifle' Klone gefunden, die dennoch ein
Plasmid mit Insert-DNA enthielten. Daher konnten diese Eigenschaften nicht zu einer
eindeutigen Unterscheidung zwischen Klonen mit und ohne Fremd-DNA genutzt werden.
Interessanterweise war das Enzym EcoRI nicht in der Lage, die Plasmid-Konstrukte ohne Insert-
DNA zu spalten, wiahrend Aatll solche Plasmide vollstdndig hydrolysieren konnte. Die Schnitt-
stelle von Aatll liegt auBBerhalb der palindromischen Sequenzen von pJOE930, wihrend EcoRI
das Plasmid innerhalb der beiden multiplen Klonierungsstellen spaltet, die sich wiederum in den
palindromischen Sequenzen befinden (Abb. 4.1-2). Normalerweise fiihrt die Religation eines
linearisierten pJOE930-Plasmides innerhalb der palindromischen Sequenzen zur Ausbildung von
kreuzformigen DNA-Strukturen (89). Plasmide mit derartigen DNA-Sekundérstrukturen konnen
in E.-coli-Stdimmen, die keine sbcC-Mutation aufweisen (z.B. E. coli DH5 @), nicht replizieren, so
dass im Fall von pJOE930 die Transformationseffizient um den Faktor 100 sinkt (89). Allerdings
war in der Plasmid-Genbank der Anteil an weillen Klonen ohne Insert-DNA mit 40 bis 64 % an
der Gesamtklonzahl sehr hoch (siehe oben) und konnte nicht mit einer Religation sowie dem
Auftreten von DNA-Sekundérstrukturen erklart werden. Die Beobachtung, dass sich die Plasmide
ohne Insert-DNA nicht mit EcoRI spalten lieBen, wurde ebenfalls von Altenbuchner et al. (89)
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gemacht und dort auf DNase-Verunreinigungen der EcoRI-Stammldsung bzw. auf Kontamina-
tionen im Verlauf der Plasmid-Préparation zuriickgefiihrt. Als Folge wurde ein Abschnitt des
Vektors (ca. 40 bis 50 bp) im Bereich der palindromischen Sequenzen deletiert (Abb. 4.3-1).
Aufgrund dieser Deletion bildeten die Plasmidmolekiile keine DNA-Sekundérstrukturen aus und

konnten in der Wirtszelle ganz normal replizieren.
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Abb. 4.3-1 Eine Deletion der palindromischen Sequenz des mit EcoRI-linearisierten pJOE930 (1) fiihrte
vermutlich zum Auftreten von weillen Transformanden, die keine Boden-DNA enthielten. Der deletierte
Bereich ist grau unterlegt. Dieses Konstrukt (2) lie sich nicht mehr mit EcoRI spalten.

Der Vektor pJOE930 zeichnet sich durch zwei induzierbare /ac-Promotoren beiderseits der
multiplen Klonierungsstellen aus und ermdglicht theoretisch die Transkription der Insert-DNA
von beiden Promotoren aus (Abb. 4.1-2). Die Gefahr, dass ein Gen aufgrund seiner Orientierung
zum Promotor nicht exprimiert wird und damit unerkannt bleibt, sollte daher nicht bestehen. Um
dies zu tberpriifen, wurde ein DNA-Fragment aus dem Plasmid pHZ01, das den offenen
Leserahmen HZ01-orf32 enthdlt (Tab. 5.1-1), in den Vektor pBluescript SK(+) kloniert (Kap.
8.3.13). Im Gegensatz zu pJOE930 besitzt pBluescript SK(+) nur einen /ac-Promotor. Klone, in
denen das Gen HZ01-orf32 die gleiche Orientierung wie der /ac-Promotor von pBluescript SK(+)
hatte, zeigten eine deutlich hohere Aktivitdt gegeniiber Tributyrin als Klone, deren Gen eine zum
lac-Promotor entgegengesetzte Ausrichtung aufwiesen (Abb. 4.3-2). Mit Hilfe dieser
Untersuchung war es moglich, den Vorteil von pJOE930 im Vergleich zu einem Plasmid mit nur
einem Promotor darzustellen: Ist die Expression eines relevanten Gens in E. coli DHS5 « lediglich
vom lac-Promotor auf dem Vektor abhéingig (liegt z.B. kein Transkriptions-Stop vor), dann spielt
beim Einsatz von pJOE930 die relative Orientierung dieses Gens zum /lac-Promotor keine Rolle

fiir die Expression. Dadurch erhoht sich die Wahrscheinlichkeit, aktive Enzyme zu finden.
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Abb. 4.3-2 Einfluss der relativen Orientierung des Gens HZ0I-orf32 zum lac-Promotor (lacP) auf die
Expression des vorhergesagten Proteins HZ01-orf32. Aus dem Plasmid pHZ01 wurde ein DNA-Fragment
in pBluescript SK(+) kloniert und in E. coli DH5  exprimiert (Kap. 8.3.13). Es zeigten sich Kolonien mit
unterschiedlich groBen Hofen auf Tributyrin-Platten. Anhand der Restriktionsanalyse mit X4ol, EcoRI und
Xhol/BssHII konnte die Orientierung des Gens HZ01-orf32 relativ zu lacP bestimmt werden.

Die Charakterisierung der Boden-DNA-Genbank anhand der InsertgroBen und
-haufigkeiten sowie der gefundenen lipolytischen Klone deutete darauf hin, dass die Genbank fiir
eine Durchmusterung nach unterschiedlichen Enzymaktivititen geeignet war. Der Einsatz von
pJOE930 hatte zwar das Auftreten von weillen, rekombinanten Transformanden ohne Insert-
DNA zur Folge, allerdings wurde der Vorteil der beiden /ac-Promotoren als wichtiger erachtet,
da diese die Wahrscheinlichkeit zum Auffinden von neuen Enzymen erheblich erhohten. Ferner
konnte gezeigt werden, dass es mit diesem Vektor prinzipiell mdglich ist, Gene von Boden-DNA -

Fragmenten in E. coli DH5 « heterolog zu exprimieren.
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S Ergebnis Teil III: Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach

Enzymen fiir die industrielle Biokatalyse

Die Durchmusterung der Genbanken auf unterschiedliche Enzymaktivititen erfolgte auf ein-
fachen Testplatten, wodurch ein hoher Durchsatz an rekombinanten Klonen unter kostengiins-
tigen Bedingungen und mit einem vergleichsweise geringen Zeit- und Arbeitsaufwand moglich
war. Nachstehend werden die Ergebnisse der einzelnen Durchmusterungsverfahren vorgestellt.
Wie bereits in Kap. 4.3 beschrieben, wurden etwa 43 000 Klone auf die Hydrolyse von Tributyrin
untersucht. Etwa ein Drittel dieser Klone wurde in DMSO- bzw. LB-Agar-befiillte Mikrotiter-
platten {iberfiihrt und anschlieBend auf weitere Aktivititen, wie z.B. Amylase-, Protease-,

Phosphatase- und Phytase-Aktivitit, untersucht.

5.1 Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach Hydrolasen

Bei der Enzymklasse der Hydrolasen handelt es sich um Enzyme, die eine Substratspaltung unter
Beteiligung von Wasser katalysieren, dabei aber auch reversibel wirken konnen. Sie kommen
ubiquitdr in der belebten Natur vor und sind insbesondere fiir katabole Stoffwechselprozesse
bedeutsam. Hydrolasen sind fiir die organisch-chemische Synthese interessant, da sie keine
teuren Cofaktoren bendtigen, hdufig eine hohe Stereoselektivitit gegeniiber natiirlichen und
nicht-natiirlichen Substraten zeigen, in lyophilisierter Form sehr stabil sind und z.T. eine hohe
Bestdndigkeit in organischen Losungsmitteln aufweisen (104). Im Hinblick auf das oft ver-
wendete Losungsmittel DMSO wurde beobachtet, dass ein Einsatz von bis zu 10 Vol% DMSO
keine Beeinflussung der Reaktionen zur Folge hat (6). Aus diesen Griinden, gekoppelt mit einem

breiten Substratspektrum, hat diese Enzymklasse eine grof3e technische Bedeutung erlangt (1).

5.1.1 Durchmusterung auf die Fiahigkeit zur Hydrolyse von Tributyrin

Lipasen (Triacylglycerol-Acylhydrolasen) katalysieren sowohl die Hydrolyse als auch Synthese
von Estern aus Glycerin und Fettsduren. Als natiirliche Substrate bevorzugen sie langkettige,
wasserunlosliche Lipide, die zu Di- bzw. Monoglyceriden, Fettsduren und Glycerin umgesetzt
werden. Lipasen sind aber auch in der Lage, u.a. Triglyceride aus kurzkettigen Fettsduren zu
hydrolysieren. Esterasen (Carboxylester-Hydrolasen) sind in ihren biochemischen Eigenschaften
und strukturellen Merkmalen den Lipasen dhnlich, unterscheiden sich jedoch in ihrem Substrat-
spektrum. Esterasen spalten bevorzugt hydrophile, kurzkettige Substrate.

Da sowohl Lipasen als auch Esterasen breite Substratspektren und z.T. hohe Stereoselekti-

vitdten aufweisen und daher niitzliche Biokatalysatoren fiir die organisch-chemische Synthese
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darstellen (104), erschien es sinnvoll, die erstellte Plasmid-Genbank (Kap. 4.2) nach Klonen mit
lipolytischen Aktivititen zu durchmustern. Die Féhigkeit zur Hydrolyse von Triglyceriden wurde
mit tributyrinhaltigen Agarplatten getestet (104). Das Einarbeiten von Tributyrin (1,2,3-Tri-
butyrylglycerol) in das LB-Agarmedium resultiert in einer Triibung der Platten. Die hydrolytische
Spaltung des Triglycerids fiihrt zu einer Aufklarung der Tributyrin-Platte um die Kolonie
('Hotbildung', vgl. Abb. 4.3-2).

Fir die Durchmusterung der Genbank wurde E. coli DHSa mit den nach Kap. 4.2.7
erhaltenen Ligationsansitzen transformiert, die rekombinanten Transformanden direkt auf
Tributyrin-Platten ausplattiert und 2 bis 5 Tage bei 37 °C inkubiert. Bei lingerer Inkubation der
Bakterien war u.U. eine Autohydrolyse des Esters zu beobachten (67). Dies machte sich dadurch
bemerkbar, dass alle auf den Tributyrin-Platten enthaltenen Kolonien eine Hofbildung zeigten.
Die primdre Durchmusterung der ca. 43 000 rekombinanten Transformanden lieferte 22
E.-coli-DH5 a-Klone, die sich im Vergleich zur Negativkontrolle E.-coli-DHS a-pJOE930 durch
einen Hof um die Kolonie auszeichneten (Tab. 4.3-1). Die Aktivitit der Transformanden
gegeniiber Tributyrin war sehr unterschiedlich. Einige Klone, wie z.B. HZ08, zeigten bereits nach
24 h bei 37°C ecine deutliche Aktivitit, wihrend bei anderen Klonen (z.B. HZ18) eine
Aufklarung erst nach 4 bis 5 Tagen zu erkennen war. Durch eine Retransformation der isolierten
Plasmide konnte der Phinotyp bei allen 22 aktiven Klonen reproduziert werden. Wie bereits
beschrieben, zeigte die Restriktionsanalyse und Sequenzierung der Insert-DNA, dass fiinf Klone
eine identische Insert-DNA aufwiesen (Kap. 4.3). Unter Beriicksichtigung dieser redundanten
Klone wurden somit 19 positive Kolonien mit lipolytischer Aktivitidt auf LB-Tributyrin-Platten
identifiziert. Dies entspricht einer mittleren Auffindungsrate von ungefahr 1 zu 2300. Im Hinblick
auf die Zahl der pro Ligationsansatz durchmusterten Klone ergaben sich Auffindungsraten
zwischen 1 zu 1250 und 1 zu 4500 (vgl. dazu Tab. 4.3-1). Fiir die Berechnung der Auffindungs-

raten wurden alle durchmusterten Klone (hell-, dunkelweifle und blaue) herangezogen.



78 Ergebnisse

5.1.1.1 Bioinformatische Analyse der Plasmide aktiver Klone

Die sequenzierte, unbekannte Insert-DNA wurde mit dem Programmpaket Lasergene bzw. Soft-
waresystem PEDANT bioinformatisch untersucht (Kap. 4.2.10). Das Ergebnis einer solchen
Analyse ist beispielhaft an der Fremd-DNA von Plasmid pHZ08 dargestellt (Abb. 5.1-1).
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Abb. 5.1-1 Analyse der Insert-DNA des Plasmids pHZ08. Abgebildet sind die offenen Leserahmen in den
sechs Leserastern (erstellt mit MapDraw). Die abgeleiteten Genprodukte zeigten Sequenzihnlichkeiten zu
folgenden Proteinen (PEDANT-Analyse): orfl (kein Befund), orf2 (Brefeldin A Esterase, Tab. 5.1-1),
orf3 (hyp. Cytochrom P450, Tab. 5.4-2), orf4 (kein Befund), orf5 (Acetoin-Dehydrogenase-E2-
Komponente, Tab. 5.4-2), orf6 (Protein der Cytochrom-P450-Familie, Tab. 5.4-2), orf7 (kein Befund),
orf8 (Protein der Cytochrom-P450-Familie; Tab. 5.4-2).

In Tab. 5.1-1 sind die Ergebnisse der Sequenzierung und bioinformatischen Analyse der
Fremd-DNA aller Klone mit hydrolytischer Aktivitit gegeniiber Tributyrin zusammengestellt.
Dabei wurden nur diejenigen offenen Leserahmen in Betracht gezogen, deren Genprodukten eine
lipolytische Aktivitdt zugeordnet werden konnte. Da die exakte GroB3e des offenen Leserahmens,
das fiir ein Protein kodiert, nicht bekannt ist und somit jeweils mehrere offene Leserahmen
unterschiedlicher Lénge in Frage kommen (vgl. Gen HZ0S8-orf2 (Abb. 5.1-1)), wurden fiir die
bioinformatische Vorhersage der in Tab. 5.1-1 aufgefiihrten Proteine jeweils nur die groften
offenen Leserahmen herangezogen. (Die relativen Positionen aller offenen Leserahmen und die

GroBe der abgeleiteten Proteine sind in Tab. 9-3 (Anhang) aufgelistet.)
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Tab. 5.1-1 Die Charakterisierung der Plasmide, die aus den tributyrinspaltenden Klonen isoliert wurden,

und der abgeleiteten Proteine, denen eine Ahnlichkeit zu Hydrolasen vorhergesagt wurde.

Ergebnisse
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Die InsertgroBen der untersuchten Plasmide lagen zwischen 2,6 und 10,6 kb. Die Summe der
sequenzierten Fremd-DNA aller tributyrinspaltenen Klone lieferte eine Gesamtldnge von ca.
100 kb. Darin wurden 84 vollstindige und 9 unvollstindige offene Leserahmen identifiziert
(Summe: 93), die fiir Proteine mit mehr als 200 Aminosduren kodieren (Tab. 5.4-2). Dies
entspricht einer Gendichte von 0,93 Gene pro 1 000 bp. Unter der Einschrankung, dass mit der
eingesetzten Aufschlussmethode nicht alle Bodenmikroorganismen erfasst (Kap. 1.3) und die
Klone ausschlieBlich aufgrund ihres spezifischen Phinotyps ndher untersucht wurden (d.h. nur
lipolytische aktive Klone), konnte diese Zahl als ein Hinweis auf die mittlere Gendichte der im
Boden lebenden Mikroorganismen angesehen werden. Im Vergleich dazu weist E. coli 0,96 Gene
pro 1 000 bp auf (105). Beriicksichtigt man allerdings auch hier nur Proteine mit mehr als 200
Aminosiuren, dann ergeben sich fiir E. coli 0,65 Gene pro 1 000 bp’. Der prozentuale Anteil an
den Nukleotiden Guanin und Cytosin (GC-Gehalt) in der Insert-DNA der aktiven Klone lag
zwischen 54 und 73 %, wobei der mittlere GC-Gehalt zu 63 % errechnet wurde (Tab. 5.1-1). Das
Ergebnis deutet darauf hin, dass der E.-coli-Wirt, der einen mittleren GC-Gehalt von 51 %
besitzt, in der Lage ist, auch Umwelt-DNA mit hoheren GC-Gehalten zu exprimieren. Ahnliche
Beobachtungen wurden ebenfalls von Courtois et al. gemacht (48).

Mit Ausnahme der Plasmide pHZ12 und pHZI15 konnte in den Insert-DNA-Fragmenten
jeweils ein offener Leserahmen identifiziert werden, dessen abgeleitetes Protein eine Ahnlichkeit
zu einem bereits bekannten, hydrolytisch aktiven Protein zeigt (Tab. 5.1-1). Die berechneten
Molekulargewichte dieser Proteine bewegen sich zwischen 27,2 und 69,8 kDa, wobei die
Mehrzahl zwischen 30 und 45 kDa liegt. Damit entsprechen die berechneten Molekulargewichte
den fiir bakterielle Lipasen typischen GroBen von 30 bis 35 kDa (Pseudomonas-Familie) bzw.
von 40 bis 45 kDa (Staphylococcus-Familie) (104).

Innerhalb der Hydrolasen bilden die Serin-Hydrolasen zahlenmiBig die grofite Gruppie-
rung. Eine Untersuchung der bisher aufgeklirten Strukturen lie8 bei den meisten Serin-Hydro-
lasen eine o/f-Hydrolasefaltung als gemeinsames Merkmal erkennen, das aus acht, meist

parallelen S-Faltblittern besteht, die wiederum auf beiden Seiten von a-Helices umgeben sind

(106) (Abb. 5.1-2).

? Als Grundlage fiir die Berechnung diente die GenomgréBe von E. coli K12 (4 639 221 bp). Die Zahl von 2996 Pro-
teinen mit mehr als 200 AS wurde mit SRS am Expasy Server (http://www.expasy.org/srs5/) bei folgenden Einstel-
lungen ermittelt: SWISS-PROT, TREMBL; Keywords: Complete proteome; NCBI_TaxId: 562; SeqLength: > 200.
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Abb. 5.1-2 Schematische Darstellung der o/f-Hydrolasefaltung (modifiziert nach Bornscheuer et al.
(104). Die p-Faltblatter (1 - 8) sind blau, die a-Helices rot dargestellt. Ferner sind Bereiche der kataly-
tischen Triade (Histidin, His; Nucleophil, Nu; Acylrest, Sre) und der Oxyanionbindungstasche (Ox)
abgebildet.

Die Zusammensetzung der katalytischen Triade bei Enzymen mit «/fHydrolasefaltung
zeigt eine gewisse Variabilitit. Lediglich das Histidin ist bei dieser Enzymklasse konserviert.
Dagegen konnen fiir den Acylrest (Asparaginsdure oder Glutaminsidure) und das Nucleophil
(Serin, Cystein oder Asparaginsdure) jeweils verschiedene Aminosduren die gleiche Funktion im
aktiven Zentrum iibernehmen. Bei Serin-Hydrolasen ist weiterhin das Pentapeptid GxSxG als
gemeinsames Motiv konserviert (x steht fiir eine beliebige Aminoséure; S ist das aktive Serin). Es
treten aber auch Abweichungen vom GxSxG-Motiv, wie z.B. AxSxG oder GDSL, auf (107). Eine
Untersuchung der aus den offenen Leserahmen abgeleiteten Aminosduresequenzen zeigte, dass
bei der Mehrzahl der zu erwartenden Proteine mit lipolytischer Aktivitit ein GxSxG-Motiv zu
finden ist, das wahrscheinlich das aktive Serin enthélt (Tab. 5.1-1). In Abb. 5.1-3 sind die
Aminosduresequenzen der abgeleiteten Proteine im Bereich des vermuteten, katalytisch-aktiven
Serins dargestellt. Bis auf die Aminosduren der Konsensussequenz zeigen die Sequenzen eine
hohe Variabilitit in diesem Abschnitt. Das von Blow et al. vorgeschlagene Motiv
[LIVIX[LIVFY][LIVMST]G[HYWV]SxG[GSTAC] (108), das neben den Aminosduren GxSxG
die direkt benachbarten Aminosduren einzugrenzen versucht, wurde von keiner der untersuchten
Sequenzen vollstindig erfiillt. Bei den abgeleiteten Proteinen HZ05-orf3 und HZ07-orf2 konnte
ein AxSxG-Motiv und bei HZ22-orfl ein GDSL-Motiv identifiziert werden (Tab. 5.1-1).

Neben dem GxSxG-Motiv konnte in Serin-Hydrolasen, die in der Lage sind, Ester von
tertidren Alkoholen zu spalten, das sog. GG[GA]x-Motiv identifiziert werden ([GA] gleich-
bedeutend mit G oder A) (109). Dieses hoch konservierte Motiv ist im aktiven Zentrum
lokalisiert und trdgt zur Ausbildung der 'Oxyanionbindungstasche' bei (110) (Abb. 5.1-2). Bei der

katalytischen Hydrolyse von Estern durch Esterasen/Lipasen stabilisieren die Aminosduren dieser
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sogeletetes 1 x DEDGIEIGIR] « D6 - LRV .
HZ02orf2 100 A P D | L LG H S LIGGTAILQAA 118
HZ24-0orf4 101 A P A I L | @G H S LG GP AV I CA A 119
HZ210orf5 96 G E Y D L VG F/S L|G AR TA L HATC 114
HZ14-0orf4 131 T E M H M M 6 NS M|{G G A | T A L Y A 149
HZ23-0rf3 129 K Q V VY VG H S MG G Q I G I L L T 147
HZ17-orft 121 N NV R | H/@ H'S R/IG A A V A L E A | 139
Hzo8-orf2 177 S RV | V A/G@ EIS GIE G N L T L AT G 19
HZO4orf2 149 T R F A V G/6G D/S A/G G N L A AV A A 167
HZ19-0orft 166 S P K Y V L 6 E!S Y|6 G M R S A G L A 184
HZo%-orf2 139 D R I | L G/G D/'S A|G G G L A L A L L 157
HZ01-0rf32 203 E R | G L F/IG HS N[G G FMATLTZ RMV 221
HZ11-orf2 161 T G | A T I 6 G!S A|[G G N L ATV T A 179
HZ12-0orf2 186 G A A R K R/G A/S PG P M G P L D R R 204

Abb. 5.1-3 Vergleich der Aminosiduresequenzen im Bereich des vermutlich katalytisch-aktiven Serins mit
dem GxSxG-Motiv (G, S: rot unterlegt). Aminosduren, die mit dem von Blow et al. beschriebenen
Konsensusmotiv {iibereinstimmen, sind grau unterlegt (X;: [LIV], X;: [LIVFY], X;: [LIVMST], Xy:
[HYWV], Xs: [GSTAC])).

Bindungstasche den partiell negativ geladenen Sauerstoff der Carboxylgruppe des Substratesters
(104). Dabei bilden die Amidprotonen zweier Aminosduren, zumeist Glycin bzw. Alanin
(sterisch wenig anspruchsvolle Seitenketten), Wasserstoffbriicken-Bindungen zum negativ
geladenen Intermediat aus (Abb. 5.1-4). Die konservierte Proteinstruktur des GGGx-Motivs
wurde genutzt, um eine spezifische DNA-Sonde abzuleiten und damit in einem auf
Sequenzhomologie-basierten Ansatz eine Boden-DNA-Genbank nach &hnlichen Genen zu
durchmustern. Auf diese Weise konnten 19 verschiedene 'GGGx-Typ' Carboxylesterasen in zwei

Fosmid-Banken nachgewiesen werden (111).

\fl:)\
¥,
/
o
%
Oxyanionbindungstasche

Hisak[iv

Abb. 5.1-4 Tetrahedrales Intermediat bei der Hydrolyse von Esterbindungen durch Esterasen/Lipasen: Das
negativ geladene Intermediat des Substratesters (rot) wird durch Wasserstoftbriicken-Bindungen (---) in
der Oxyanionbindungstasche (blau) fixiert. Der Substratester ist kovalent an das Serin der katalytischen
Triade (Serukiiv, Gluayiv, Hisuey) gebunden. (modifiziert nach Henke et al. (112))

In der vorliegenden Arbeit konnten bei der Aktivitits-basierten Durchmusterung der

Boden-DNA-Genbank nach Esterasen/Lipasen ebenfalls Gene identifiziert werden, deren korres-
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pondierende Proteine sich durch ein GG[GA]x-Motiv auszeichnen. Die abgeleiteten Proteine
HZ04-orf2, HZ08-orf2, HZ09-orf2 und HZI11-orf2 zeigen ein GGGx-Motiv (Abb. 5.1-5),
wéhrend HZ05-orf3 ein GGAx-Motiv aufweist (Tab. 5.1-1). Der experimentelle Nachweis

hinsichtlich der Aktivitit dieser Klone gegeniiber technisch interessanten Estern von tertidren

Alkoholen steht noch aus. Das Protein HZ04-orf2 zeigt allerdings interessante Sequenz-

Ahnlichkeiten zur Esterase EST(Pc) aus Pyrobaculum calidifontis VA1, die den Ester tert.-

Butylacetat hydrolysieren kann (Kap. 5.1.1.2).

e e e
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31
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54
69

94
115
88
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127
155
121
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293

Abb. 5.1-5 Alignment der Aminoséduresequenzen der abgeleiteten Proteine HZ04-orf2, HZ08-orf2, HZ09-
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orf2 und HZ11-orf2, die sowohl das GxSxG- als auch das GGGx-Motiv aufweisen.

Homologien zu bereits bekannten Proteinen mit dem Programm BLAST (Basic Local Alignment
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Neben der Suche nach Konsensusmotiven wurden die abgeleiteten Proteinsequenzen nach
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Search Tool) untersucht. BLAST, das in PEDANT implementiert ist, versucht dabei
Ahnlichkeiten zwischen einer eingegebenen Sequenz und den in verschiedenen Datenbanken
enthaltenen Sequenzen (Protein- oder DNA-Sequenzen) zu finden (113). Dem Anwender wird
die Moglichkeit gegeben, die Suchergebnisse hinsichtlich ihrer Signifikanz anhand eines score-
und E-Wertes zu bewerten. Der score-Wert entspricht der Summe, die sich aus dem paarweisen
Vergleich des untersuchten Sequenzpaares auf der Grundlage einer definierten scoring-Matrix
ergibt. Der E-Wert sagt etwas dariiber aus, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein solches alignment
durch reinen Zufall entstanden ist. Treffer mit einem E-Wert kleiner 0,01 sind ein klarer Hinweis
auf eine echte Homologie, wihrend ein E-Wert von 10™° ein sicherer Beleg fiir eine evolutive
Beziehung des Sequenzpaares ist (113). Die Ergebnisse der Homologiesuche mit den abgeleiteten
Proteinsequenzen sind in Tab. 5.1-1, Spalte 7 und 8 dargestellt. Bis auf den E-Wert von
HZ17-orfl (E= 0,051) sind die berechneten E-Werte der anderen Enzyme kleiner 0,01 bzw.
kleiner 10, Somit zeigen die abgeleiteten Proteinsequenzen eine klare Homologie zu bereits
beschriebenen Proteinen mit hydrolytischer Aktivitidt. Diese Proteine stammen liberwiegend aus
bakteriellen Organismen verschiedener Gattungen, wie z.B. Pseudomonas, Caulobacter,
Deinococcus und Sinorhizobium. Allerdings sind die aus der Boden-DNA abgeleiteten Protein-

sequenzen nicht vollstindig identisch zu diesen Enzymen und weisen Aminosduresequenz-

Identititen lediglich zwischen 22 und 48 % auf (Ahnlichkeiten: 34 — 63 %) (Tab. 5.1-1).

Uberraschenderweise zeigte das abgeleitete Enzym HZ01-orf32 eine hdhere Ahnlichkeit zu
einem ebenfalls aus einer Bodenprobe isolierten, hydrolytisch-aktiven Enzym als zu Proteinen,
die zum Untersuchungszeitpunkt in entsprechenden Datenbanken enthalten waren. Die
Aminosduresequenz-Identitit von HZOl-orf32 und vom vorhergesagten Protein KL13-orf2
betriigt 75 % (Ahnlichkeit: 91 %) (Abb. 5.1-6), wihrend die Identitit von HZ01-orf32 zu einem
hypothetischen Protein aus Pseudomonas aeruginosa (PIR: B83579) lediglich bei 31 % liegt
(Tab. 5.1-1). Dieser Befund erscheint insofern auBergewohnlich, da der zur Isolierung von
KL13-orf2 verwendete Boden aus der Nédhe von Stuttgart-Mohringen stammte (114), wéihrend die
zur Klonierung von HZ01-orf32 eingesetzte DNA aus einer italienischen Bodenprobe isoliert

wurde (Kap. 4.2.1).
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HZO1-or{32 pro MRACHFSLAMTRMLVLSAAVLGLLLGSGC DSHSSHAQATVGPYGLTGCADTESCASNPTLOIGGDRPAD 95
[ e A e e e N R AR RN
KL13-orf2 pro MHSROSGLTPPNWLALSIAAIALLLVSGCGNSNSSNAIPVVGPAGLTGCADTOSCTSNPTLOLGGERPAO 70

HZO1-orf32 pro ALIPSOYTPTTRYPLIITVLHGYGANGDIQANYLGLYSRYDPRAYVLYYPDGTESLNGTRFWHNATPACCAR 185
R R R N R R R R RN
KL13-orf2 pro  VOIPSOYTTTTRYPLYIVLHGYGADGLLOAMNYLGLYSRYDTKAYVLYYPOGTASLNGTRFWNATRPACCAR 140

HZO1-orf32 pro AAAFESOVDPAEYTGIDDVAYIRGLIEEAAATYSIDAERIGLFGHSNGGFMALRMVCEASDIVTSYVSLA 235
St rrrrrrrrr e e et o e et e e o et
KL13-orf2 pro VAAVENOLDESEYTGIDDVAYIRGLIEEAAANYSIDAGRIGLFGHSNGGFMALRMACEASDLYTSYVYSLA 210

HZO1-orf32 pro GSTFADAASCAPADHPYSYLLVHGDADATIAYDGGEILSEAYPGATETADRFAALAGCDSARASHGANRD 305
R R e e e e N R N B R
KL13-orf2 pro GSTFADDASCSPASEPVSVLLLHGDEDGTISYDGREILSEPYPGAIETAERFAAHAGCDITAATHMGANRN 280

HZO1-orf32 pro VVGNIDGAETTYTRIPGCAPGAAVALWTMLSAPHIPFPWAPSALDSFYDWIIDHPRP 382
S I O O I O e I B I I e e B B e R e S N AR
KL13-orfZ . pro LVENIDGAETSVVEIPDCAAGYVDVALWILGGAPHIPFPWYESGLDAFVDWI INHPRS 337

Abb. 5.1-6 Paarweises alignment zweier aus Boden-DNA abgeleiteter Proteine mit lipolytischer Aktivitét.
Uber eine Linge von 337 Aminosduren zeigen die Sequenzen eine Identitit von 75 %. Mit freundlicher
Genehmigung von K. Lammle.

Anhand der bioinformatischen Analysen konnten in den Boden-DNA-Fragmenten die fiir
die lipolytische Aktivitdt kodierenden offenen Leserahmen ndher eingegrenzt und charakterisiert
werden. So ergab das alignment mit Sequenzen bekannter Enzyme, dass es sich bei den
gefundenen Proteinen ausschlieBlich um bisher unbekannte, noch nicht charakterisierte
Biokatalysatoren handelt. Ein Nachweis, welcher der offenen Leserahmen in einer Insert-DNA
fiir das jeweilige aktive Protein kodiert, muss durch Klonierungsexperimente noch erbracht
werden. Solche Untersuchungen sind jedoch nur dann sinnvoll, wenn die gefundenen Enzyme
interessante Eigenschaften, z.B. hinsichtlich der Substrat- und Stereospezifitét, aufweisen. Hierzu

ist zuvor eine Charakterisierung der aktiven Klone erforderlich.

5.1.1.2 Substratspezifitiit einiger Klone mit lipolytischer Aktivitiit

Die Substratspezifitit einiger lipolytisch aktiver Klone wurde gegeniiber para-Nitrophenyl-
(pNP-), Methylumbelliferyl- (MUF) und 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl- (X-) Estern mit unter-
schiedlicher Kettenldnge der Fettsduren untersucht. Die Experimente wurden von Mitarbeitern
der BASF (Ludwigshafen) durchgefiihrt.

Die Bestimmung des Substratspektrums erfolgte mit den rekombinanten E.-coli-Klonen
und E.-coli-DH5 a-pUC18 als Kontrollstamm nach Anzucht im LB-Amp-Medium bei 37 °C. Zur
Untersuchung wurden sowohl die geernteten, lysierten Zellpellets als auch die Kulturiiberstinde
eingesetzt (Tab. 5.1-2). Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigten die Zelllysate der Klone HZ01
und HZ05 eine Umsetzung von MUF-Palmitat, wahrend im Kulturiiberstand keine Aktivitat
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nachgewiesen werden konnte. Bei Hydrolyse-Tests mit X-Estern wurde nur eine Umsetzung von
X-Butyrat durch das Zelllysat von HZ05 festgestellt. Die pNP-Ester pNP-Laurat und -Palmitat
wurden lediglich von den Klonen HZ01 und HZ04 umgesetzt, wobei sich im Fall von HZ01 eine
hydrolytische Aktivitdt lediglich im Kulturiiberstand 24 h nach der Induktion mit IPTG
beobachten lie}. Dagegen wurden beide Substrate durch das Zelllysat von HZ04 hydrolysiert,

wihrend der Kulturiiberstand keine Aktivitét zeigte.

Tab. 5.1-2 Substratspektrum der Klone HZ01, HZ02, HZ04, HZ05 und HZ07. Die Ernte der Zellen
erfolgte 2 bzw. 24 h nach der Induktion mit IPTG. Das Substratspektrum wurde mit dem lysierten
Zellpellet (A) und dem Uberstand des Kulturmediums (B) untersucht. (-, keine Hydrolyse; +, Hydrolyse;
(+), schwache Aktivitit)

PNP-

Klon MUF- Butyrat Laurat Palmitat X-

(A) Butyrat Palmitat Nonanoat 2h 24h 2h 24h 2h 24h Butyrat Caprylat
HZ01 + (+) L R *)
HZ02 + - + + + - - - -
HZ04 + - + + + + + + + - -
HZ05 + + + + + - - +
Hz07 + + + + - - - -
EL;%CEIIIS- + + + + - - (+)

(B)
HZ01 + + + + - + - + - -
HZ02 + (+) + + - - - -
HZ04 + + + + - - - -
HZ05 + + + - - - -
Hz07 + + + - - - -
sUc 1 - ' fr : : :

Die Untersuchung der spezifischen Aktivitit von HZ04 gegeniiber pNP-Estern in
Abhéngigkeit der Kettenlinge des Acylrestes fiihrte zu dem Ergebnis, dass die Aktivitdt bei
Verwendung der kurzkettigen Acylester pNP-Butyrat und —Caproat etwa dreimal hoher ist als mit
dem léngerkettigen pNP-Caprylat (Abb. 5.1-7). Weiterhin wird eine Aktivitdt im Rohextrakt von
HZ04 mit pNP-Acrylat, -Methacrylat und -Trimethylacetat als Substrat beobachtet, wobei die

Aktivitdat mit zunehmender Anzahl an Methylgruppen am Acylrest signifikant abnimmt.
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Spezifische Aktivitat [U/mg]

W d,,\a‘

Q‘\\? ?1“

Abb. 5.1-7 Substratspezifitdt von Klon HZ04. Die spe21ﬁsche Aktivitit gegeniiber verschiedenen pNP-
Estern wurde photometrisch bei Raumtemperatur (RT) im Phosphat-Puffer (50 mM pH 7,0) bestimmt.

Das auf dem Plasmid pHZ04 identifizierte und bioinformatisch vorhergesagte Protein
HZ04-orf2 zeigt eine Aminosiuresequenz-Identitit von 45 % (Ahnlichkeit: 57 %) zur Esterase
HDE, diec aus dem Petroleum-abbauenden Bakterium HD-1 kloniert wurde, sowie eine
Aminosiuresequenz-Identitit von 42 % (Ahnlichkeit: 57 %) zur Esterase EST(Pc) aus
P. calidifontis VA1 (Tab. 5.1-1). Die Charakterisierung von HDE (115) und EST(Pc) (116)
ergab, dass beide Enzyme der Familie der Hormon-sensitiven Lipasen (HSL) zugeordnet werden
konnen. Lipolytische Enzyme prokaryotischer Herkunft werden derzeitig anhand ihrer
Aminosiuresequenz in acht Familien (I bis VIII) eingeteilt (107). Die IV. Familie wird dabei als
die 'HSL-Familie' bezeichnet, da die bakteriellen Enzyme dieser Familie eine auffallende
Ahnlichkeit zur katalytischen Domiine der Hormon-sensitiven Lipase zeigen. Letztere wird in
Sdugertierzellen gefunden und ist durch einen hormonell kontrollierten cAMP-Spiegel an der

Mobilisierung der im Fettgewebe gespeicherten Lipide beteiligt (117).

Die Esterase HDE ist aus 317 Aminosduren zusammengesetzt und hat ein Molekular-
gewicht von 33,6 kDa (115), wdhrend EST(Pc) aus 313 Aminosduren besteht und ein
Molekulargewicht von 34,4 kDa aufweist (116). Ahnlich verhilt sich das abgeleitete Protein
HZ04-orf2 (offener Leserahmen: 933 bp), das sich aus 311 Aminosduren zusammensetzt und ein
berechnetes Molekulargewicht von 33,3 kDa hat. Die bisher bekannten Esterasen/Lipasen der
HSL-Familie sind durch das GDSAG-Motiv (entspricht dem GxSxG-Motiv, enthédlt das Serin S
der katalytischen Triade) und das GGGx-Motiv charakterisiert (107). Sowohl HDE, EST(Pc) als

auch HZ04-orf2 weisen diese Sequenz-Motive auf und haben im Bereich der vermutlich zur
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katalytischen Triade gehdrenden Aminosduren Asparaginsdure (D) und Histidin (H) identische

Sequenzen (Abb. 5.1-8).

1 M-LDPQAKALLDLMIERGVPPTHTLSPQDARRFYLERR-GVTQPEP Hz04-0orf2
1 MTLDAQAKAILDQIARSPMPKLHQVPASVARQMFEISC-KLTETIZKN HDE
1 MPLSPILRQILQQLA-AQLQFRPDMDVKTVREQFEKSSLILYVZEKMAN EST(Pc)
GGGx-Motiv
45 RPVAEVRDLAAPGPHGP-IPLRLYRP-AHAPTPAPTLVYCEH|GGGW|T HzZ04-orf2
46 LPIGRVEDRVIPGPDDTELPIRIYTPVAAPPGPLPVLVFTFEH|GGGF|V HDE
46 EPIHRVEDITIPGRGGP-IRARVYRP--RDGERLPAVVYYH|GGGF|V EST(Pc)
80 MGDLDTHDVLCRQLADESGCVVVAVDYRMGPEHREFPAAVDDVLAAT HZ04-0rf2
92 I GSLDSHDAPCRLIANEARCLVVSVDYRLAPENREFPAAVDDCLAARAY HDE
80 LGSVETHDHVCRRLANLSGAVVVSVDYRLAPEHKFPAAVEDAYDAAZA EST(Pc)
GDSAG-Motiv [
135 AWLQAQAGSLGLDATRFAVG|GDSAGIGNLAAVAALAWRDAGEZPVPLEK Hz04-orf2
1383 TWVARNAAEINADPTRIAVG|lGDSAGIGNLSAVVSQQLRDAGGP-KIV HDE
135 KWVADNYDKLGVDNGKIAVA|[GDSAGIGNLAAVTAIMARDRGESTF -V K EST(Pc)
181 FQLLIYPATDMRLA-APSHTS-NGQGYL-LTADTIQYFRGHYUVGPE Hz04-orf2
183 FQLLIYPATDALHE-GLSRTS-NAEGYM-LDKDLMSWEFEFAQYLGDG HDE
180 YQVLIYPAVNLTGSPTVSRVEYSGPEYVILTADLMAWEGROQYTFSEKP EST(Pc)
[ ]
224 - - -HYADWRASPLLHEDLSQLPPALVITAGFDPLRDEGROQYADAZLS HZ04-orf2
226 GGVDLADPRFSPLRHANLGNLGTIHVVVAGFDPLRDEGTIAYAEARALZK HDE
226 0D---ALSPYASPIFADLSNLPPALVITAEYDPLRDEGELYAHLLZXK EST(Pc)
[ ]
260 AAGSPAQYVCFDRQIHGFITMGRVIDEAHTAVALCAAALRRALA HZ04-orf2
272 AAGNKVTLSEFKGQIHGFCSMAGVIEAGRTALVEGAALLEKEATFAGQA HDE
260 TRGVRAVAVRYNGVIHGFVNFYPILEEGREAVSQIAASIEK-SMAYVA EST(Pc)

Abb. 5.1-8 Alignment der Aminoséuresequenzen von HZ04-orf2, HDE und EST(Pc). Hervorgehoben sind
identische Aminosduresequenzen (gelb) und das GGGx- sowie GDSAG-Motiv. Die Aminosduren, die
vermutlich der katalytischen Triade angehoren, sind ebenfalls gekennzeichnet (o) (115).

Das Substratspektrum der HDE umfasst die Hydrolyse von Tributyrin und pNP-Estern,
deren Acylreste eine Kettenldnge zwischen zwei und 14 C-Atomen enthalten, wobei Substrate
mit C-Kettenldngen zwischen 10 und 14 bevorzugt werden (115). Die HDE zeigte nur eine
geringe Aktivitit gegeniiber Tricaprylin, Triolein und pNP-Oleat. Eine Inkubation bei erhdhten
Temperaturen, z.B. 3 h bei 70 °C, fiihrte zu keinerlei Aktivitdtsverlusten, allerdings verlor das
Enzym die Hélfte seiner Aktivitét bereits nach 10 min bei 90 °C (115). Bei der Esterase EST(Pc)
aus P. calidifontis VA1 handelt es sich um eine thermostabile Carboxylesterase (Optimum bei
90 °C), fiir die hohe hydrolytische Aktivititen gegeniiber Estern mit kurz- bis mittelkettigen
Fettsdureresten festgestellt wurden, wobei pNP-Caproat das priaferierte Substrat bildete (116). Im
Hinblick auf die Variation der Alkoholreste war das Enzym zur Hydrolyse von Estern tertidrer
Alkohole, wie z.B. tert.-Butylacetat, befdhigt (116). Nach Henke et al. ist diese Eigenschaft auf
das GGGx-Motiv zuriickzufiihren (112).

Die beiden Esterasen HDE und EST(Pc) zeichnen sich somit durch interessante Eigen-
schaften beziiglich Substratspektrum und Temperaturstabilitit aus. Die signifikante Ahnlichkeit
des abgeleiteten Proteins HZ04-orf2 zu diesen Hydrolasen ldsst ein entsprechendes Verhalten bei

HZ04-orf2 vermuten und macht den Klon HZ04 zu einem attraktiven Kandidaten fiir weitere



Ergebnisse 89

Untersuchungen, wie z.B. hinsichtlich der Hydrolyse von Estern tertidrer Alkohole, die als

Synthesebausteine von Bedeutung sind (118).

5.1.2 Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach Amylasen

Eine weitere Gruppe der Hydrolasen bilden die Amylasen, die in der Lage sind Stirke (Amylose,
Amylopektin) zunichst in groflere Bruchstiicke (Dextrine) und dann zu Maltose sowie D-Glucose
zu spalten (34). Es wird zwischen o-, /- und Amylasen unterschieden. Als Endoenzyme
hydrolysieren a-Amylasen 1,4-a-glukosidische Bindungen innerhalb der Starkepolysaccharid-
ketten. a-Amylasen werden in vielen industriellen Prozessen, wie der Stirkeverfliissigung und
Papierherstellung sowie als Zusatz in Wasch- und Reinigungsmitteln, eingesetzt (1). Anders als
a-Amylasen katalysieren S-Amylasen die Hydrolyse der 1,4-a-glukosidischen Bindung in
Polysacchariden vom nicht-reduzierenden Kettenende her, wobei eine Maltoseeinheit nach der
anderen abgespalten wird. Diese Eigenschaft wird in der Herstellung von Maltose-Sirup aus
Weizenmalzmehl ausgenutzt (1). ~Amylasen, auch Glucoamylasen genannt, kdnnen neben den
1,4-a-glukosidischen Bindungen auch 1,6-a-glukosidische Verzweigungen hydrolysieren, wobei
D-Glucose-Einheiten freigesetzt werden.

Da stirkeabbauende Enzyme unter den Mikroorganismen weit verbreitet sind (10) und
diese Enzymklasse in vielen industriellen Verfahren, u.a. der Lebensmittel-, Textil- sowie Papier-
industrie, eine breite Anwendung findet (119), erschien es zweckmafBig, die hergestellte Plasmid-
Genbank (Kap. 4.2) nach rekombinanten Klonen mit amylolytischer Aktivitdt zu durchmustern.
Als ein kostenglinstiges und spezifisches Testsystem zum Nachweis stirkeabbauender Klone
wird in der Regel LB-Agarmedium verwendet, in das Stirke eingearbeitet ist. Beim Uberschich-
ten der stirkehaltigen Testplatten mit einer wiassrigen Kaliumiodid-lod-Losung werden Amylase-

aktive Klone anhand der klaren Hofe im Vergleich zum violetten Hintergrund identifiziert.

Zur Durchmusterung der Plasmid-Genbank wurden die in 96er-Mikrotiterplatten verein-
zelten Klone (Kap. 4.2.7) auf stirkehaltige LB-Agarplatten replikaplattiert (Kap. 8.3.15.1) und
mehrere Tage bei 30 °C inkubiert. Als Stiarkeart wurde 16sliche Kartoffelstarke verwendet. Nach
einer optionalen Lyse der Zellen iiber Chloroform-Dampf wurden die Agarplatten mit einer
Kaliumiodid-Iod-Ldsung tiberschichtet. Aufgrund ihrer Fihigkeit zum Abbau von Stérke zeigten
aktive Klone klare Zonen um die Kolonien, da hier keine Kaliumiodid-Iod-Stéirke-Reaktion mehr

moglich war.

Von den etwa 13 000 untersuchten Klonen wiesen 23 Kolonien bei der priméren Durch-

musterung eine amylolytische Aktivitdt auf. Bei Versuchen mit Vereinzelungsausstrichen war die
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Aktivitdt bei 21 Klonen reproduzierbar, wihrend sich zwei Klone als Kontaminanten heraus-
stellten. Die Isolierung der rekombinanten Plasmide aus den verbliebenen 21 Klonen und deren
Restriktionsspaltung mit EcoRI, BamHI und Aatll zeigte, dass lediglich 16 Plasmide eine Insert-
DNA enthielten, wobei die Insertgrofle etwa zwischen 2,7 und 6,0 kb lag. Die Spaltung der
restlichen Plasmide mit EcoRI und BamHI war jeweils unvollstindig und wurde als Hinweis auf
die Religation vom EcoRl-lineariserten pJOE930 gewertet (Kap. 4.3). Eine Auffindungsrate
wurde fiir die stirkeabbauenden Klone nicht errechnet, da keine Uberpriifung der Aktivitit durch

Retransformation und keine Sequenzierung der rekombinanten Plasmide durchgefiihrt wurden.

5.1.3 Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach Proteasen

Die enzymatische Hydrolyse von Peptidbindungen in Peptiden und Proteinen wird durch
Proteasen katalysiert. In Abhédngigkeit ihres katalytischen Mechanismus werden Proteasen (und
Amidasen) in vier Familien eingeteilt: Serin-, Cystein-, Asparaginsdure- und Metalloproteasen
(104). Entsprechend den Enzymen mit o/f-Hydrolasefaltung zeigen Serin- und Cystein-
Proteasen eine katalytische Triade, die sich aus einem Nucleophil, Acylrest und Histidin
zusammensetzt (Kap. 5.1.1.1), und besitzen daher auch den gleichen Katalysemechanismus.
Allerdings weisen die Serin-Proteasen eine invertierte Anordnung der katalytischen Aminosduren
im aktiven Zentrum auf, was Auswirkungen auf die Stereopriferenz dieser Enzyme beziiglich der
Substrate hat (106). Die wirtschaftlich groBte Bedeutung kommt den Subtilisinen (Serin-
Proteasen) zu, die in Waschmitteln in Form verkapselter und staubfreier Granulate eingesetzt
werden (1). Weiterhin werden Proteasen im grolen Umfang in der Lederbehandlung verwendet,
wo sie einerseits ein hohe proteolytische Aktivitdten unter z.T. stark alkalischen Bedingungen
zeigen missen, anderseits aber das Collagen der tierischen Haut nicht angreifen diirfen (1).
Ferner setzt die Lebensmittelindustrie mikrobielle Proteasen u.a. bei der Mehlverarbeitung und
Késeherstellung ein. Fiir die letztgenannte Anwendung werden hochspezifische Proteasen
benotigt, die in der Lage sind, das Milchprotein x-Casein mit der gleichen Spezifitit (Spaltung
von '“Phe-'""Met) zu hydrolysieren wie das im Magen von Siugern vorkommende Protein
Chymosin.

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen, dass Proteasen ein wichtiger Bestandteil in verschie-
denen industriellen Prozessen sowie Produkten sind. Deshalb wurde die Boden-DNA-Genbank
nach neuen Proteasen durchmustert. Als Testsystem wurden Agarplatten eingesetzt, die Mager-
milchpulver als emulgiertes Substrat enthielten und dadurch eine Triibung aufwiesen. Die Haupt-
komponente der Magermilchproteine bildet die Fraktion der Caseine (ca. 80 % des Gesamt-

proteins), die iiberwiegend aus Phosphoproteinen zusammengesetzt sind (34). Rekombinante
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Klone, die imstande sind, Peptidbindungen der Magermilchproteine hydrolytisch zu spalten,
konnen anhand einer Hofbildung um die betreffenden Kolonien erkannt werden. Der Stamm
Bacillus subtilis LU1573 wurde als Positivkontrolle verwendet. Die Untersuchung der Klone auf
proteolytische Aktivitdt fand simultan zur Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach
Phosphatasen statt (Kap. 5.1.4), indem die in 96er-Mikrotiterplatten abgelegten Klone
(Kap. 8.3.15.1) auf X-Phosphat-Magermilch-Platten (Kap. 7.6) iiberfiihrt und ein bis mehrere
Tage bei 30 °C inkubiert wurden (Kap. 8.3.15.4).

Von den 13 000 untersuchten Klonen zeigte kein Klon eine proteolytische Aktivitdt
gegeniiber dem eingesetzten Substrat. Die Ursache fiir diesen Befund konnte darin begriindet
sein, dass die heterologe Expression von durch Boden-DNA kodierten Proteasen in E. coli DHS «
zu einer Zerstorung der Wirtszelle selbst gefiihrt hat. Lediglich die Sequenzierung der Insert-
DNA des Plasmides pHZ26 lieferte den offenen Leserahmen HZ26-orf7, dessen abgeleitetes
Protein eine Aminosiuresequenz-Identitit von 49 % (Ahnlichkeit: 63 %) zu einer Zink-Protease
aus Xanthomonas campestris (TTEMBL: AAM42794) aufweist (Tab. 5.4-2). Der Klon HZ26
wurde urspriinglich auf 1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-Platten gefunden (Kap. 5.2). Die
Untersuchung des abgeleiteten Proteins HZ26-orf7 anhand von alignments in der PFAM-
Datenbank zeigte eine Ahnlichkeit zur Peptidasefamilie M16 (Insulinase-Familie) (Tab. 5.2-1),
deren Mitglieder nur im N-terminalen Bereich Sequenzhomologien aufweisen. In diesem
Sequenzabschnitt wurde bei einem Vertreter dieser Familie, der Protease Pitrilysin, ein 'Hx,EH'-
Motiv nachgewiesen, dessen Aminosduren im katalytischen Zentrum bestimmte Funktionen
iibernehmen (120). Die beiden Histidin-Reste komplexieren das Zn®'-Kation, wihrend die
Glutaminséure flir den Katalysemechanismus benétigt wird. In den Aminosdurensequenzen der
Zink-Protease aus X. campestris und des Proteins HZ26-orf7 konnte ebenfalls am N-terminalen

Ende ein solches Motiv identifiziert werden (Abb. 5.1-9).

v ow

AAMYZ 794 YVAVSIWYHIGSGDEPAGKTGF AHLFEHLMFSGSENNKGSFFE 107
S0 O o A I B
HZZ6-orf/ [YAVNLWYHYGSKNEPAGRTGF AHLFEHLMFOQGTENYDDEYF 122

Abb. 5.1-9 Aminosiuresequenz-Vergleich der Zink-Protease aus Xanthomonas campestris (TrEMBL:
AAM42794) und des abgeleiteten Proteins HZ26-orf7. Dargestellt sind nur Ausschnitte der N-terminalen
Sequenzbereiche mit dem identifizierten 'Hx,EH'-Motiv. Histidin (H) und Glutaminséure (E) sind durch
Pfeile hervorgehoben.

Nach dem Ausstreichen und der Inkubation auf Magermilch-Platten zeigte der Klon HZ26

allerdings keine Hofbildung um die Kolonien. Diese Beobachtung ist vermutlich darauf zurtick-
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zuftihren, dass die E.-coli-Zellen das Enzym HZ26-orf7 nicht exprimieren konnen bzw. eine
heterologe Expression zwar stattfindet, aber die Magermilch-Proteine kein geeignetes Substrat
fiir die Protease darstellen. Somit sind noch weitere Untersuchungen mit Klon HZ26 im Hinblick
auf die Expression der vermuteten Protease und ihres Substratspektrums notwendig, um die

bioinformatisch vorhergesagte Protease-Aktivitét experimentell belegen zu konnen.

5.1.4 Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach Phosphatasen/Phytasen

Phytinsdure (myo-Inositolhexakisphosphat) bzw. deren Calcium/Magnesium-Salz, das Phytin,
dient Pflanzen als Hauptspeicherform fiir nativen Phosphor. Das Phytin wird hauptséachlich in den
Samen, Knollen oder Friichten gespeichert. Etwa 50 — 80 % des Phosphors der Pflanzen liegt in
Phytin-gebundener Form (Phytinphosphor) vor (121). Diese Eigenschaft ist vor allem bei
verschiedenen Getreidearten, wie z.B. Weizen, Mais und Gerste, von Bedeutung, da deren Samen
in tierischen Futtermitteln verwendet werden. Fiir Schweine und Gefliigel ist der Phytinphosphor
nicht zugénglich, da diese Nutztiere {iber keine Enzyme verfiigen, die eine Hydrolyse des Phytats
(Salz der Phytinsdure) ermdglichen (122). Futtermittel miissen daher mit Zusédtzen an
mineralischem Phosphat ergdnzt werden, um den Bedarf der Tiere an anorganischem Phosphat
abzudecken (123). Ferner bildet die Phytinsiure durch Chelatisierung von z.B. Ca**-, Mg**- und
Zn”*"-Ionen schwerldsliche Salze, wodurch die Resorption dieser Ionen im Darm der Tiere gestort
wird. Demgegentiiber wird das nicht-abgebaute Phytin mit dem Kot der Tiere ausgeschieden und
anschlieBend durch Bakterien hydrolysiert, so dass sich die Fracht an anorganischem Phosphat in
der Giille der Tiere erhoht. Beim Ausbringen der Giille als Diinger auf landwirtschaftliche Felder
kann es u.a. zur Eutrophierung von Gewédssern kommen.

Um eine bessere Verwertung des Phytinphosphors und eine Entlastung der Umwelt durch
verminderte Phosphorausscheidungen zu erreichen, werden Phytasen den Futtermitteln zugesetzt.
Diese Enzyme hydrolysieren das Phytin iiber Zwischenstufen zu myo-Inositol und anorganischem
Phosphat, wodurch der Phytinphosphor fiir die Tiere verwertbar gemacht wird (121). Neben
Enzymen, wie z.B. Amylasen und Cellulasen, stellen die Phytasen daher eine wichtige Enzym-
klasse in der Futtermittelindustrie dar (122). Es wird zwischen 3-Phytasen, die das Phytin zuerst
in 3-Position angreifen, und 6-Phytasen, die das Phosphat zunichst in 6-Position abspalten,
unterschieden. Der weitere Hydrolyseweg des Reaktionsproduktes myo-Inositolpentakisphosphat

ist noch nicht vollstidndig aufgeklart (124).

Aufgrund ihrer Bedeutung als Futtermittelzusatz erschien es sinnvoll, die Plasmid-Genbank
nach Phytasen zu durchmustern. Es sind nur wenige Phytasen beschrieben, die ausschlieBlich und

hoch spezifisch Phytat als Substrat umsetzten. Viele bekannte Phytasen zeichnen sich durch ein
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breites Substratspektrum gegeniiber Phosphatverbindungen mit erhdhter Affinitdt zum Phytat aus
(124). Daher wurde fiir die primire Durchmusterung der Genbank ein Plattentest mit X-Phosphat
(5-Brom-4-chlor-3-indoylphosphat) als Substrat verwendet, um eine hohe Anzahl von Klonen in
einem {iiberschaubaren Zeitraum untersuchen zu kénnen. Mit diesem Test werden Phosphatasen
identifiziert, die ebenfalls zur Klasse der Hydrolasen gehdren und die in der Lage sind,
Phosphorséure-Esterbindungen zu spalten (125). Die hydrolytische Abspaltung des Phosphats am
X-Phosphat und die anschlieBende Oxidation des resultierenden 5-Brom-4-chlor-indol durch
Luftsauerstoff fiihrt zu einer hell- bis dunkelblauen Verfiarbung der Kolonie. In einem zweiten
Schritt der Durchmusterung wurden lediglich die positiven Klone hinsichtlich ihrer hydro-
lytischen Aktivitdt gegeniiber Natriumphytat in einem Mikrotiterplatten-Test néher untersucht.
Hierbei setzen die Phytasen zunédchst aus Natriumphytat anorganisches Phospat frei, das
anschlieend mit einem Molybdat-Eisensulfat-Reagenz einen Farbkomplex bildet. Die Intensitét
des blauen Phosphato-Molybdato-Eisensulfatkomplexes ist ein Maf fiir die Menge an frei-

gesetztem Phosphat und kann photometrisch bei 620 nm quantitativ erfasst werden.

Enzyme, die als Futtermittelzusatz verwendet werden, sollten auch wéhrend einer ldngeren
Behandlung bei Temperaturen zwischen 60 und 90 °C aktiv sein, da solche Temperaturen beim
Herstellungsprozess von Futtermitteln eingesetzt werden (124). Daher wurden die Zell-
Rohextrakte der Phyatase-aktiven Klone hinsichtlich der Umsetzung von Natriumphytat nicht nur

bei 37 °C, sondern auch bei hoheren Temperaturen untersucht.

In einem ersten Schritt zur Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach Phytasen wurden
die in 96er-Mikrotiterplatten vereinzelten Klone (Kap. 4.2.8) auf kombinierte X-Phosphat-Mager-
milchplatten (Kap. 7.6) tiberfiihrt (Kap. 8.3.15.1) und ein bis mehrere Tage bei 30 °C inkubiert.
Von den insgesamt 13 000 untersuchten Klonen zeigten drei Klone eine intensive Blaufarbung.
Die Aktivitdt konnte durch Vereinzelungsausstriche auf X-Phosphatplatten bestétigt werden. Fiir
den Phytase-Test im 96er-Mikrotiterplattenformat wurden die Zellen einer UN-Kultur zunéchst
pelletiert, gewaschen, im Acetatpuffer resuspendiert und schlieBlich in der Schwingmiihle
aufgeschlossen (Kap. 8.3.10). In diesem Zell-Rohextrakt wurde die Gesamtproteinkonzentration
bestimmt und jeweils 7 ug Gesamtprotein fiir den Phytase-Test eingesetzt (Kap. 8.3.15.6). Die
Inkubation erfolgte bei 37, 50 bzw. 60 °C in Gegenwart von Natriumphytat als Substrat. Als
Negativkontrolle diente E.-coli-DH5a~-pJOE930, wihrend als Positivkontrolle der E.-coli-XL1-
Blue-phoA-Stamm, der das phoA-Gen fiir eine alkalische Phosphatase auf dem Plasmid
pBluescript KS II enthilt, eingesetzt wurde.
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Von den drei untersuchten Klonen zeigte der Reaktionsansatz von Klon HZ28 eine erhohte
Absorption bei 620 nm (Abb. 5.1-10 B). Unter Beriicksichtigung der Kalibriergeraden und der
unterschiedlichen Inkubationstemperaturen wurde fiir den Klon HZ28 eine spezifische Aktivitit
von 1,47 U/mg Gesamtprotein (37 °C), 0,94 U/mg (50 °C) bzw. 0,74 U/mg (60 °C) ermittelt.
Nachdem der Zell-Rohextrakt fiir 10 min auf 90°C erhitzt wurde, konnte anschlieend im
Phytase-Test bei 37 °C keine Aktivitdt mehr festgestellt werden.

A

E.-coli-DH50.-pJOES30

HZ28

Spalte 1 2

Abb. 5.1-10 Untersuchung der auf X-Phosphatplatten aktiven Klone beziiglich Phytase-Aktivitit. (A)
Kalibrierkurve mit 0,005 - 0,1 U/ml Phytase aus Aspergillus ficuum nach Inkubation bei 37 °C(Spalte 1)
bzw. 60 °C (Spalte 2). (B) Von den drei untersuchten Klonen (Spalte 4, Nr. 3 und Nr. 8; Spalte 5, Nr. 1)
zeigte der Rohextrakt von Klon HZ28 eine Umsetzung von Natriumphytat. Die restlichen Klone stammen
von K. Ldmmle (Spalte 3, Nr. 7: Phytase-aktiver Klon KL.22, (114)).

Nach Isolierung des Plasmides aus Klon HZ28 und der Restriktionsspaltung mit EcoRlI,
BamHI und Aatll konnte eine Insert-DNA nachgewiesen werden. Die Sequenzierung der Fremd-
DNA ergab eine Gesamtldnge von 5608 bp und ein GC-Gehalt von 64 %. Die PEDANT-Analyse
(Kap. 4.2.10) lieferte unter anderem den offenen Leserahmen HZ28-orf3, der eine Grofle von
1857 bp hatte. Das daraus abgeleitete Protein zeigte gemidl BLASTp eine Ahnlichkeit zu einer
Calcium-abhéngigen ATPase (TrEMBL: Q47910; score: 301; Aminosduresequenz-Identitit:
33 %) bzw. zu einer alkalischen Phosphatase (TrEMBL: Q55320; score: 278; Aminosiure-
sequenz-Identitét: 31 %) (Tab. 5.4-2).
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5.2 Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach Alkohol-Oxidoreduktasen

Enzyme, die eine Ubertragung von Wasserstoff- und Elektroneniiquivalenten katalysieren sowie
fiir Oxidations- und Reduktionsprozesse verantwortlich sind, werden als Oxidoreduktasen
bezeichnet. Die empfohlenen halbsystematischen Namen, wie z.B. Alkohol-Dehydrogenase, sind
aus folgenden Bezeichnungen abgeleitet:

Dehydrogenasen (katalysieren Abspaltung von Wasserstoffatomen des Substrates)
Oxidasen (iibertragen Wasserstoff oder Elektronen auf molekularen Sauerstoft)
Oxygenasen (flihren Sauerstoff in Substrat ein, weitere Unterteilung: Mono-,
Dioxygenasen).

Dehydrogenasen werden in der chemischen Synthese eingesetzt, da sie in der Lage sind, in
Abhéngigkeit vom Reaktionsgleichgewicht C-C-Doppelbindungen und Carbonylgruppen von
Aldehyden und Ketonen zu reduzieren, wobei die stereoselektive Reduktion der Carbonyl-
gruppen von besonderen Interesse ist (6). Im Hinblick auf die Riickreaktion kdnnen Dehydro-
genasen zur regioselektiven Oxidation von Hydroxygruppen verwendet werden. AufBerdem
finden Dehydrogenasen in der Lebensmittelanalytik zur Bestimmung verschiedener Zucker und
Sduren Einsatz (1). Weitere Anwendungsgebiete sind die Prozesskontrolle von mikrobiellen
Fermentationen und die klinische Diagnostik, in der es auf die selektive Erfassung von nieder-
molekularen Metaboliten in einer komplexen Matrix, wie z.B. Blutplasma, ankommt. Oxidasen
spielen nur eine untergeordnete Rolle in der chemischen Synthese, finden aber eine breite
Anwendung in der Blutzuckerbestimmung im Teststreifenformat. Die selektive Oxidation der
Glucose durch die Glucose-Oxidase und eine gekoppelte Peroxidase-Reaktion ermoglichen
hierbei die Quantifizierung des Blutzuckers (1). Im Gegensatz zu den Oxidasen besteht in der
organisch-chemischen Synthese ein wachsendes Interesse an Oxygenasen (Dioxygenasen, P450-
Monooxygenasen), da diese Enzyme regio- und stereospezifische Hydroxylierungen von nicht-
aktivierten C-H- bzw. C=C-Bindungen und von Aromaten katalysieren konnen, wodurch eine

gezielte Funktionalisierung der zu synthetisierenden Substanz erreicht werden kann (6).

Im Gegensatz zu den Hydrolasen (Kap. 5.1) haben viele Oxidoreduktasen den Nachteil,
dass sie Cofaktoren zur Aufnahme bzw. Abgabe von chemischen Aquivalenten und somit zur
Ausfithrung ihrer katalytischen Reaktion (Oxidation bzw. Reduktion) benétigen. Die Mehrzahl
dieser Enzyme nutzen Nicotinamid-adenin-dinukleotid (NAD[H]) bzw. dessen Phosphat-Derivat
(NADP[H]) als Cofaktor. Weitere Cofaktoren wie Flavinnukleotide, Ubichinon, [Fe-S]-Cluster
und Ham-Gruppen werden ebenfalls in Oxidoreduktasen gefunden. Fiir eine technische Anwen-
dung dieser Enzymklasse ist es daher notwendig, verbrauchte Cofaktoren zu regenerieren,

wodurch sich allerdings die Kosten fiir den jeweiligen Prozess erhohen kénnen.
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5.2.1 Identifizierung von Oxidoreduktasen mit Hilfe von Aktivitits-basierten Tests

Um die Problematik der Cofaktor-Regenerierung bei der Durchmusterung der erstellten Plasmid-
Genbank nach Alkohol-Oxidoreduktasen zu umgehen, wurde ein auf dem Endo-C-Agar (126)
basierendes Testsystem gewihlt, das die Moglichkeit bietet, intakte FE.-coli-Zellen auf die
gewlinschte Aktivitdt zu untersuchen (127). Rekombinante Klone, die in der Lage sind, in das
vorgelegte Substrat eine Carbonylgruppe einzufithren, machen sich auf den Indikator-Platten

durch eine intensive Rotfarbung der Kolonie bemerkbar (Abb. 5.2-1).

ROH
NH;y Ny
NAD(P)’ « {3 wso, = . (3
-H:N=<:>=C —_—— -Hw—@—;ﬁ
@ f HO,S E Z
Alkohol- NH; NH,
Dehydrogenase el - 2
Fuchsin (Pararosanilin) Sulfonséure der
Leukoverbindung von 1
NAD(P)H %
Y
NH—S0,H
. 0
R e
H HOySE
HN—80,H
3
Schiffsches N,N-Sulfinsdure-Derivat von 2
|
H
rr:H—S-‘—!—Q - MNH—S—C—R
) m. 0, IH - cr T
. A~ N T PHN= =
..-_,r.—@—j. y @ A\
- I\f"lxn‘__sc_“ \fnn—:'-/.';:--
4" 5
instablies Kondensationsprodukt farbiges Reaktionsprodukt

Abb. 5.2-1 Prinzip des Plattentests zur Identifizierung von Alkohol-Oxidoreduktasen. Die aus Fuchsin (1)
und schwefliger Sdure gebildete Leukoverbindung (3) reagiert mit einer Carbonylgruppe, die durch
enzymatische Oxidation eines Alkohols ROH entstanden ist, zu einem stark rotgefarbten Farbstoff (5)
(modifiziert nach Conn et al. (128)).

Fir die Durchmusterung der Genbank wurden E.-coli-DHS5a-Zellen mit den Ligations-
ansitzen LAl bis LA3 (Kap. 4.2.7) elektrotransformiert, die Transformanden direkt auf 1,2-
Propandiol-Fuchsinsulfit-Platten (Kap. 7.6) ausplattiert und ein bis maximal drei Tage bei 30 °C
inkubiert. Der Expressionswirt zeigte allerdings wiahrend der Inkubation eine leichte Farb-
entwicklung, die vermutlich auf geringe Konzentrationen an nativen Alkohol-Dehydrogenasen,

z.B. Glycerol-Dehydrogenase, zuriickzufiihren ist (127).

Insgesamt wurden auf den Indikator-Platten ca. 20 000 Klone untersucht. Bei der priméren
Durchmusterung zeigten im Ganzen 91 Klone eine deutlich intensive Rotfairbung im Vergleich

zum Kontrollorganismus E.-coli-DHS5 a-pJOE930. Bei der iiberwiegenden Anzahl der Klone war
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die Aktivitit nach etwa ein bis zwei Tagen Inkubationszeit deutlich zu erkennen. Um den
Carbonyl-bildenden Phénotyp einiger rekombinanter E.-coli-Klone zu iiberpriifen, wurden aus
den Klonen HZ13 und HZ25 bis HZ27 die Plasmide isoliert und durch Restriktionsspaltung mit
EcoRl, BamHI bzw. Aatll fiir jedes Plasmid eine Insert-DNA nachgewiesen (Tab. 5.2-1). Nach
Retransformation von E. coli DH5« und Ausstreichen der resultierten Klone auf 1,2-Propandiol-

Fuchsinsulfit-Platten wurde der urspriingliche Phénotyp bestétigt.

Weiterhin wurde die Carbonyl-bildende Aktivitét aller auffalligen Klone mit dem Purpald-
Test in der Mikrotiterplatte Uberpriift (Kap. 8.3.15.8). Das Purpald-Reagenz reagiert mit
Aldehyden unter alkalischen Bedingungen und der Einwirkung von Luftsauerstoff zu einem
violetten Farbstoff, der photometrisch detektiert werden kann (129). Fiir die Durchfiihrung dieses
Tests wurden die Klone zunichst in einer 96er-Mikrotiterplatte im LB-Amp-IPTG-Medium UN
inkubiert, die bewachsenen Kulturen mit 0,5 Vol% 1,2-Propandiol versetzt und die Inkubation fiir
weitere 10 h bei 37 °C fortgesetzt. Nach dem Abzentrifugieren der Zellen folgte der Purpald-Test
mit dem Kulturiiberstand (Abb. 5.2-2). Es stellte sich heraus, dass der Uberstand des Kontroll-
organismus E.-coli-DHS5 a-pJOE930 ebenfalls eine Reaktion mit dem Purpald-Reagenz zeigt. Wie
bereits erwiéhnt, ist diese Hintergrundaktivitit vermutlich auf die Anwesenheit von wirtseigenen
Alkohol-Dehydrogenasen zuriickzufiihren, deren Aktivitdt sich aufgrund der hohen Empfind-

lichkeit des Tests besonders bemerkbar macht.
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Abb. 5.2-2 Uberpriifung der auf den 1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-Platten aktiven Klone bzgl. ihrer
Carbonyl-Aktivitdit mit dem Purpald-Test. (A) Umsetzung der Kulturiiberstinde mit dem Purpald-
Reagenz. (B) Das Diagramm zeigt 19 Klone, deren Kulturiiberstande im Purpald-Test bei 550 nm etwa
0,15 hohere Absorptionswerte lieferten als der Uberstand von E.-coli-DHS5a-pJOE930. Klone, deren
Uberstinde dieses Kriterium nicht erfiillt haben, sind nicht dargestellt (Ausnahme HZ13 und HZ26).
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Um diese Hintergrundaktivitit und eventuelle Schwankungen, wie z.B. unterschiedliche
Zelldichte, bei der Auswertung zu beriicksichtigen, wurden nur diejenigen Klone als positiv ge-
wertet, deren Kulturiiberstinde im Purpald-Test Absorptionswerte zeigten, die — nach Abzug des
Blindwertes — um 0,15 Absorptionseinheiten hoher lagen als im Kontrollversuch (Abb. 5.2-2 B).
Auf der Grundlage dieses Ausschlusskriteriums wurden 19 Klone identifiziert, die eine erhdhte
Aktivitat gegeniiber 1,2-Propandiol im Purpald-Test zeigten, wobei insbesondere Klon HZ27
hervortrat (Abb. 5.2-2 B). Obwohl die Uberstinde der Klone HZ13 und HZ26 das Absorptions-
kriterium nicht erfiillten (Abb. 5.2-2 B), wurden diese Klone hier aufgenommen, da sie sich durch

eine intensive Rotfarbung auf den Indikator-Platten auszeichneten.

Die Sequenzierung der Fremd-DNA erfolgte lediglich mit den Plasmiden pHZ13 und
pHZ26 (hohe Aktivitit auf Indikator-Platten) sowie pHZ25 und pHZ27 (siche Purpald-Test). Die
bioinformatische Analyse der unbekannten DNA-Sequenzen (Kap. 4.2.10) lieferte 20 voll-
staindige und drei unvollstindige offene Leserahmen. Dabei zeigten 14 daraus abgeleitete
Genprodukte Aminoséuresequenz-Identitidten zwischen 28 und 65 % zu bereits beschriebenen
Proteinen verschiedener Bakteriengattungen, wie z.B. Pseudomonas, Methanosarcina, Serratia
und Xylella (Tab. 5.4-2). Lediglich das abgeleitete Protein des offenen Leserahmens HZ27-orf3
zeigte 100 % Identitdt zu einer Transposase aus Salmonella enterica. Hierbei handelt es sich um
ein Enzym, das in der Lage ist, die in einem Genom vorhandenen DNA-Elemente, an eine andere
Stelle des gleichen oder eines anderen Genoms zu versetzen. Obwohl die beobachteten
Ahnlichkeiten einiger identifizierter Gene zu bereits bekannten Genen z.T. hoch waren, wiesen
alle gefundenen Sequenzen signifikante Unterschiede zu Genen beschriebener Mikroorganismen
auf. Daher ldsst sich auch hier keine Aussage dariiber machen, aus welcher Spezies die Insert-

DNA der untersuchten Plasmide urspriinglich stammt (vgl. Kap. 5.4).

Die identifizierten Gene, deren abgeleitete Proteine eine Ahnlichkeit zu Oxidoreduktasen
bzw. Proteinen mit interessanten Aktivititen zeigten, sind in Tab. 5.2-1 dargestellt. Die Grof3e der

Insert-DNA lag zwischen 4,5 und 8,8 kb. Die GC-Gehalte bewegten sich zwischen 42 und 70 %.
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Tab. 5.2-1 Die abgeleiteten Proteine der Plasmide pHZ13 und pHZ25 bis pHZ27, die eine Ahnlichkeit zu

bereits bekannten Proteinen aufweisen. (Deh., Dehydrogenase)
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In dem Plasmid pHZ13 wurden zwei offene Leserahmen identifiziert, deren abgeleitete

Proteine Ahnlichkeiten zu Oxidoreduktasen aufwiesen. Das orf2-Genprodukt zeigte eine Amino-

siuresequenz-Identitit von 35 % (Ahnlichkeit: 54 %) zur Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase
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aus Deinococcus radiodurans, wihrend das orf3-Genprodukt 40 % Identitit (Ahnlichkeit: 55 %)

zu einer eisenhaltigen Alkohol-Dehydrogenase aus Pseudomonas aeruginosa ergab.

Die Analyse der abgeleiteten Proteinsequenzen in Motivdatenbanken lieferte ebenso
Hinweise auf Muster, die identisch zu Konsensussequenzen von Dehydrogenasen sind (Tab.
5.2-1, B). So zeigen die Ergebnisse von COGs, PFAM, BLOCKS und PROSITE fiir das abge-
leitete Protein HZ13-orf3 {ibereinstimmend eine Alkohol-Dehydrogenase und fiir das Genprodukt
HZ13-orf2 eine Aldehyd-Dehydrogenase an. Zur Identifizierung von Aldehyd-Dehydrogenasen,
die Glutaminsédure (E) in ihrem aktiven Zentrum enthalten, verwendet PROSITE die Konsensus-
sequenz [LIVMFGA]-E-[LIMSTAC]-[GS]-G-[KNLM]-[SADN]-[TAPFV]. Im abgeleiteten
Protein HZ13-orf2 konnte dieses Sequenzmuster nachgewiesen werden (Aminosduren 135 bis
142): LELGGKDP. Ebenso wurden Konsensusmuster in der Sequenz von HZ13-orf3 gefunden.
Die NAD(P)" -abhingigen Alkohol-Dehydrogenasen werden in drei Typen gruppiert, wobei die
eisenhaltigen Alkohol-Dehydrogenasen dem Typ III zugeordnet werden (130). Fiir die
Charakterisierung dieser Enzyme verwendet PROSITE zwei Konsensusmuster: (a) [STALIV]-
[LIVF]-x-[DE]-x67-P-x4-[ ALIV]-x-[GST]-x2-D-[ TAIVM]-[LIVMF]-x4-E; (b) [GSW]-x-[LIVTS
ACD]-[GH]-x2-[GSAE]-[GSHYQ]-x-[LIVTP]-[GAST]-[GAS]-x3-[LIVMT]-x-[HNS]-[ GA]-x-
[GTAC]. Das abgeleitete Protein HZ13-orf3 enthélt beide Sequenzmuster [(a') 'VICDPELTVG
MPRAITAGTGLDAFAHCVE' (Aminosduren 268 bis 296); (b") 'GAIHAMSHPIGAHFNTHH
GTT' (Aminoséduren 354 — 374)]. Gemal dieser Analyse kann das Enzym HZ13-orf3 dem Typ 111

der Alkohol-Dehydrogenasen zugewiesen werden.

Obwohl die Ergebnisse der bioinformatischen Untersuchung fiir die Anwesenheit von zwei
Dehydrogenase-Genen auf dem Plasmid pHZ13 sprechen und mit Hilfe des Fuchsinsulfit-Platten-
Tests eine aktive Expression mindestens eines dieser Gene belegt werden konnte, zeigte der Klon
HZ13 im Purpald-Test nur eine geringe Fihigkeit zur Aldehydbildung. Dies konnte darin
begriindet sein, dass die in diesem Test gewdhlten Bedingungen (Inkubationsdauer, -temperatur,
usw.) nicht zum Nachweis aller exprimierten Proteine mit Dehydrogenase-Aktivitdt geeignet
waren. Damit konnte die hohe Diskrepanz zwischen der Trefferzahl an positiven Klonen erklért
werden, die mit dem Fuchsinsulfit-Platten-Test erzielt wurden (91 aktive Klone) und der relativ
geringen Anzahl an Klonen, die bei der Uberpriifung mit dem Purpald-Test noch aktiv waren (19
aktive Klone).

Fiir den Klon HZ25 konnte sowohl im Fuchsinsulfit-Platten-, als auch im Purpald-Test
(Abb. 5.2-2) eine Carbonyl-bildende Aktivitdt nachgewiesen werden. Allerdings zeigte die Unter-

suchung der abgeleiteten Proteinsequenzen lediglich Homologien zu einem hypothetischen
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Protein (51 %) mit unbekannter Funktion (Tab. 5.4-2) und zur Reversen Transkriptase retA
(49 %, Tab. 5.2-1). Der Klon HZ26 war zwar auf Fuchsinsulfit-Platten aktiv, allerdings konnte
diese Aktivitdt im Purpald-Test nicht reproduziert werden (Abb. 5.2-2). Die Analyse der Insert-
DNA lieferte acht offene Leserahmen (Tab. 5.4-2). Wihrend drei daraus abgeleiteten Proteine
keine Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen zeigten und vier weitere Genprodukte lediglich
dhnlich zu hypothetischen Proteinen waren, hatte nur das Protein HZ26-orf7 eine Aminosiure-
sequenz-Identitit von 49 % zu einer Zink-Protease (Ahnlichkeit: 63 %; Tab. 5.2-1, bzgl. Zink-
Protease siche Kap. 5.1.3).

Obwohl die Plasmide pHZ25 und pHZ26 dem Expressionswirt E. coli DHS« im Versuch
eine Carbonyl-bildende Aktivitit verleihen konnten, zeigte keiner der identifizierten offenen
Leserahmen eine bedeutsame Ahnlichkeit zu einem bereits in Datenbanken enthaltenen Oxido-
reduktase-Gen. Es konnte sich daher um neuartige Gene handeln, die nach heterologer Expres-
sion in E. coli die beschriebenen Redoxreaktionen katalysieren. Weiterhin besteht die Moglich-
keit, dass die Genprodukte eine Oxidoreduktase-Aktivitit der rekombinanten E.-coli-Klone ledig-
lich fordern, indem z.B. die exprimierten Fremdproteine das Substrat 1,2-Propandiol (bzw. einen
Inhaltsstoff des Mediums) derart verdndern, dass das resultierende Produkt wiederum zum
Substrat fiir E.-coli-eigene Oxidoreduktasen wird. Fiir eine endgiiltige Kldrung der Funktion
dieser unbekannten Genprodukte sind weitere Studien und eine Reinigung der Proteine

notwendig.

Fir Klon HZ27 wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der
Aktivitdts-basierten Untersuchungen (positiv im Fuchsinsulfit- und Purpald-Test; Abb. 5.2-2) und
der bioinformatischen Analyse gefunden (Tab. 5.2-1). Das BLASTp-Ergebnis zeigte fiir das Gen-
produkt von orf3 eine Aminosiuresequenz-Identitit von 32 % (Ahnlichkeit: 49 %) zu einer Aldo/
Keto-Reduktase aus Methanosarcina acetivorans an. Die Suche in den Motivdatenbanken COGs
und BLOCKS ergab ebenfalls Sequenzmuster, die auf eine Aldo/Keto-Reduktase hindeuten.
Ferner wurden durch PROSITE im abgeleiteten Protein HZ27-orf5 zwei 'CxyCx,Cx;CP'-
Sequenzmuster identifiziert (Aminosduren 289 bis 299 und 338 bis 348), die charakteristisch fiir
bakterielle [4Fe-4S]-Ferredoxine sind (Tab. 5.2-1 B). Die vier Cysteine dieser Konsensussequenz
sind an der Bindung von [4Fe-4S]-Clustern beteiligt. Bei den Ferredoxinen handelt es sich um
Eisen-Schwefel-Proteine, die eine Ubertragung von Elektronen bei einer Reihe metabolischer

Reaktionen vermitteln.

Anhand der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass der auf dem Endo-C-Agar basierende

Carbonyl-Plattentest zur Identifizierung von Oxidoreduktasen geeignet war. Der kostengiinstige
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Agar-Plattentest ermoglichte nicht nur das Arbeiten mit ganzen Zellen (Cofaktor-Regenerierung),
sondern auch eine hierarchische Vorgehensweise bei der Durchmusterung der Plasmid-Genbank.
Dadurch konnte die hohe Zahl der rekombinanten Klone im ersten Schritt von urspriinglich etwa
20 000 auf 91 Klone reduziert werden (Selektion). Im nachfolgenden Schritt (Purpald-Test)
wurden nur die positiven Kandidaten weiter charakterisiert, womit sich der kostenintensive Test
im Mikrotiterplattenformat auf einen Bruchteil der urspriinglich eingesetzten Klone beschriankt
hat. Neben dem Purpald-Test ist es aber auch denkbar, die mit dem Fuchsinsulfit-Test
identifizierten Klone mit anderen spezifischen Testsystemen zu untersuchen, wie z.B. Nachweis
von NAD(P)"/NAD(P)H-abhingigen Oxidoreduktasen iiber das unterschiedliche Absorptions-

bzw. Fluoreszenzspektrum dieser Cofaktoren (1).

5.2.2 Identifizierung von Oxidoreduktasen durch Sequenzvergleich

Wie bereits in Kap. 5.1.1 dargestellt, zeichnete sich der Klon HZ08 durch seine lipolytische
Aktivitdt auf Tributyrin-Platten aus. Die Sequenzierung und Analyse des Plasmides pHZO0S
brachte allerdings nicht nur ein Gen zum Vorschein, dessen korrespondierendes Protein Sequenz-
dhnlichkeit zu einer Brefeldin A Esterase hatte, sondern auch Genprodukte mit hohen Homo-
logien zu Cytochrom-P450-Proteinen (Tab. 5.4-2). So weist das abgeleitete Protein HZ08-orf3
30 % Aminosduresequenz-Identitit zu einem hypothetischen Cytochrom-P450-Protein aus
Streptomyces coelicolor auf, wihrend fiir die Proteine HZ08-orf6 und -orf8 eine Identitéit von 42
bzw. 46 % zu einem Cytochrom-P450-Enzym aus Caulobacter crescentus gefunden wurde.
Cytochrom-P450-Enzyme gehoren zur Klasse der Monooxygenasen, die Sauerstoffatome auf
nicht-aktivierte aliphatische oder aromatische Verbindungen iibertragen und bei Tieren, Pflanzen
und Mikroorganismen fiir die Metabolisierung endogener Substanzen sowie fiir die Umwandlung
xenobiotischer Verbindungen sorgen. Zur Erfiillung dieser Reaktionen benétigen die meisten
P450-Systeme Cofaktoren wie NAD(P)H als Elektronenquellen und weitere Proteine zur
Elektroneniibertragung. Cytochrom-P450-Enzyme sind in ihrer Struktur und Funktionsweise sehr
dhnlich und enthalten ein Eisenporphyrin als prosthetische Gruppe (Ham-Gruppe). Ein wichtiges
Merkmal der P450-Struktur betrifft die Verkniipfung des Him mit dem Protein. Das Eisen der
Ham-Gruppe kann insgesamt sechs Bindungen eingehen. Vier dieser Bindungsstellen sind von
den Stickstoffatomen der Pyrrole belegt, die in der Ebene des Ham-Ringes liegen. Die fiinfte
Bindung besteht zum Thiolat des Cysteins im Protein und verkniipft das Him mit dem Protein.
Im Aminosdure-Bereich um dieses Cystein liegt eine stark konservierte Region vor, die in allen
bekannten Cytochrom-P450-Enzymen enthalten ist. Die PROSITE-Datenbank schlédgt folgendes
Konsensusmuster fiir die Erkennung von Cytochrom-P450-Proteinen vor: [FW]-[SGNH]-x-
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[GD]-x-[RKHPT]-x-C-[LIVMFAP]-[GAD] (C ist die Ham-Bindungsstelle). Die abgeleiteten
Proteine der Gene HZ0S8-orf3, -orf6 und -orf8 erfiillen diese Konsensussequenz vollstindig.
Ferner zeigen diese Proteine eine hohe Sequenzhomologie im Bereich um das Ham-bindende
Cystein (Abb. 5.2-3). Die Ergebnisse der bioinformatischen Analyse deuten somit darauf hin,
dass es sich bei den Genen HZ08-orf3, -orf6 und -orf8 um Cytochrom-P450-Gene handelt, aller-

dings steht der experimentelle Nachweis mittels Kohlenmonoxid-Differenzspektroskopie noch

aus.
abgeleitetes : Xp X x X x X4 x C Xs Xs =HKonsensus-Muster ,g.
Protein Pasition Posttion
HZ08-orf3 325 /N A S DN L AFGMGUVHRTECLGME L AR L 347
Hzo8-orf6 375 N A R R HV A F G Y GVHRTC CVGARTLATE L 397
Hzo8-orf8 375 /N A R R HV S FGYGVHRZ CVGARTLAE L 397
F87256 368 INWARREREHY L S FERG F (Gl | FHERSCEVEGH N SRECEANEY M 390
Q9EWP1 347 D - NHHWVAFGYGVHOAQCUWVGQQH L AR L 368

Abb. 5.2-3 Aminosduresequenz-Vergleich der abgeleiteten Proteine HZ08-orf3, -orf6 und -orf8 sowie
eines hypothetischen Cytochrom-P450-Proteins aus S. coelicolor (TTEMBL: Q9EWPI1) bzw. aus C.
crescentus (PIR: F87256) (Ausschnitt). Identische Aminosduren sind rot unterlegt. Weiterhin ist die
Konsensussequenz um das Ham-bindende Cystein dargestellt (X;: [FW], X;: [SGNH], Xj: [GD], X4:
[RKHPT], Xs: [LIVMFAP], Xs: [GAD]).

5.3 Zufillig identifizierte Enzymaktivititen

Bei der Durchmusterung der Plasmid-Genbank mit spezifischen Testsystemen wurden nicht nur
rekombinante Klone identifiziert, die sich durch die gesuchte Aktivitit auszeichneten, sondern
auch Klone, die durch ihren Phianotyp im Vergleich zu E.-coli-DHS5 a-pJOE930 auffielen. Bei der
Durchsicht der auf Tributyrin-Platten ausplattierten Klone fiel eine Kolonie auf, die sich durch
ihre Braunfarbung von den {ibrigen Kolonien unterschied. Nach Isolierung und Retransformation
des rekombinanten Plasmides pHZ20 konnte der braune Phédnotyp in E.-coli-DHS« bestétigt
werden (Abb. 5.3-1).

E.-coli-DH5a—pJOE930 %-k Klon HZ20

~

Abb. 5.3-1 Phinotyp von Klon HZ20 im Vergleich zu E.-coli-DHS a-pJOE930 auf einer LB-Agarplatte.

Die Sequenzierung ergab fiir die Insert-DNA eine GroBe von 3255 bp. Die Sequenzanalyse
lieferte u.a. den offenen Leserahmen HZ20-orf2 (2268 bp), dessen abgeleitete Aminosdure-
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sequenz eine Identitit von 76 % (Ahnlichkeit: 83 %) zur Katalase/Peroxidase BpKatG (TrEMBL:
Q939D2) aus Burkholderia pseudomallei hat. Das bifunktionelle Enzym Katalase/Peroxidase, das
in Prokaryoten und Pilzen vorkommt, ist in der Lage, Wasserstoffperoxid in der Funktion als
Katalase (2 H,O, — 2 H,O + O;) und als Peroxidase (HO, + 2 AH — 2 H,O + 2 A) abzubauen
und damit die Zelle z.B. vor hochreaktiven Hydroxylradikalen zu schiitzen (131). Das Enzym
BpKatG ist aufgrund seiner hohen Aminosduresequenz-Identitit von 64 % zur Katalase/
Peroxidase MtKatG aus Mycobacterium tuberculosis von Interesse (132). MtKaG wiederum wird
in Verbindung mit der Resistenzbildung von M. tuberculosis gegeniiber dem Antibiotikum
Isoniazid gebracht (133). Ein Sequenz-alignment von MtKatG und HZ20-orf2 lieferte sogar eine
Aminosduresequenz-Identitidt von 65 % im Aminosdure-Bereich von 30 bis 754 beziiglich HZ20-

orf2 (Ahnlichkeit: 76 %; BLASTp-Bedingungen: BLOSUM 62).

In der Kristallstruktur liegt BpKatG als Dimer mit je einer Him-Gruppe und einem
Metallion (wahrscheinlich Natriumion) pro Monomereinheit vor (131). Die hohe Aminosdure-
sequenz-Identitit zu dem abgeleiteten Protein HZ20-orf2 erlaubte ein Homologie-modelling
(113) mit der Kristallstruktur von BpKatG als Matrize. Dazu wurde die Aminosduresequenz von
HZ20-orf2 an den SwissModel-Server® geschickt und von diesem auf der Basis des Struktur-
modells von BpKatG (PDB Id: 1mwv) ein Homologiemodell fiir HZ20-orf2 erstellt. Beide
Modelle wurden anschlieBend im SwissPDB-Viewer visualisiert. Eine Superimposition beider
Strukturen zeigt, dass sich die Proteine lediglich in drei Bereichen unterscheiden: Glul69-
Trp173, Glyl181-Tyr186 und Thr330-Val340 (bezogen auf HZ20-orf2), wobei aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nur die Monomerstrukturen dargestellt sind (Abb. 5.3-2). Die hohe
Aminosiuresequenz-Identitit bzw. -Ahnlichkeit zwischen BpKatG und HZ20-orf2 ldsst ein
vergleichbares Verhalten hinsichtlich Katalysemechanismus und Kristallisationsverhalten (z.B.
Dimerbildung) sowie dhnliche Eigenschaften beziiglich dem Substratspektrum vermuten. Aller-

dings steht eine Charakterisierung von HZ20-orf2 und BpKatG (131) noch aus.

* www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL .html
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Glu169-Trp173

Abb. 5.3-2 Strukturvergleich von BpKatG (Monomereinheit) und dem abgeleiteten Protein HZ20-orf2. In
kristallisierter Form liegt BpKatG als Dimer mit einer modifizierten Haim-Gruppe (griin) und einem
Metallion, z.B. Natrium (orange), pro Untereinheit vor. Bezogen auf HZ20-orf2, unterscheiden sich die
iiberlagerten Strukturen in den Bereichen Glul69-Trpl173, Gly181-Tyrl86 und Thr330-Val340. Die
abweichenden Strukturbereiche von BpKatG sind rot und die von HZ20-o0rf2 blau gekennzeichnet.

Bei der Durchmusterung der Genbank auf 1,2-Propandiol-Fuchsinsulftit-Platten wurde der
Klon HZ29 identifiziert, der sich ebenfalls durch eine deutliche Braunfiarbung von den iibrigen
Kolonien unterschied (sieche auch HZ20). Nach Uberpriifung der Aktivitit durch Retrans-
formation von E.-coli-DHS5 a mit dem Plasmid pHZ29 lieferte die Sequenzierung eine Insertgrofle
von 3117 bp. Die bioinformatische Analyse ergab vier offene Leserahmen, wobei ein Lese-
rahmen keine Ahnlichkeit zu bereits bekannten Enzymen und zwei Leserahmen lediglich
Ahnlichkeiten zu hypothetischen Proteinen zeigten. Dagegen wies das abgeleitete Protein des
Leserahmens HZ29-orfl eine Aminosiuresequenz-Identitit von 73 % (Ahnlichkeit: 83 %) zu
einer Aminoldvulinsiure-Synthase aus Zymomonas mobilis auf (Tab. 5.4-2). Dieses Enzym ist an
der Him-Synthese beteiligt und katalysiert den ersten Schritt der Reaktionsfolge. Das Reaktions-
produkt 5-Aminoldvulinsdure ist eine wichtige Vorstufe der Porphyrine und entsteht in vielen

Bakterien auf dem Cs-Weg aus Glutamat (134).
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5.4 Ubersicht iiber die gefundenen Klone

Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse der Durchmusterung der Plasmid-Genbank mit den
Aktivitits-basierten Testverfahren tabellarisch zusammengefasst. Tab. 5.4-1 liefert eine Ubersicht
iiber die durchmusterten Klonzahlen und die ermittelten Auffindungsraten. Insgesamt wurden ca.
100 000 Klone auf unterschiedliche Aktivititen untersucht und dabei 57 Klone mit einem
bestimmten Phidnotyp gefunden. Die Aktivitit der Klone wurde in 26 Fillen durch Retrans-
formation und Sequenzierung der Plasmide iiberpriift. Die Auffindungsraten sind je nach dem
eingesetztem Testverfahren sehr unterschiedlich (Spalte 5). Insbesondere bei der Katalase/
Peroxidase und Aminoldvulinsdure-Synthase sind die Auffindungsraten sehr niedrig. Allerdings

wurden keine spezifischen Testsysteme fiir diese Enzymklassen angewendet (vgl. Kap. 5.3).

Tab. 5.4-1 Zusammenfassung der mit verschiedenen Aktivititstests gefundenen Klone.

Anzahl der durch- Aktivitat Treffer- Seque_nz. Auffindungs-
musterten Klone zahl Plasmide rate
Tributyrin-Plattentest
43 000 Esterase/Lipase 19 19 1/2 300
Katalase/Peroxidase” 1 1 1/43 000
Amylase-Plattentest
13 000 Amylase 16 0 z4
Protease-Plattentest
13 000 Protease 0 - -
Phosphatasen-Plattentest / Phytase-Mikrotiterplatten-Test
13 000 Phosphatase 3 1% z4
Phytase 1 1 Y
1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-Plattentest / Purpald-Mikrotiterplatten-Test
20 000 Oxidoreduktase 19 4 2
Aminolavulinsdure-Synthase” 1 1 1/20 000
Summe 102 000 57 26

R Braunfarbung der Kolonie, Aktivitat bioinformatisch vorhergesagt; “ keine Angaben, da nicht alle rekombinanten Plasmide
retransformiert und sequenziert; ¥ Nur der Klon HZ28 (Phytase-Aktivitat) wurde sequenziert. ) keine Angaben, da beim
Uberfiihren der Klone in Mikrotiterplatten zwischen dunkel- und hellweiRen Transformanden unterschieden wurde (siehe
dazu Kap. 4.2.8 und S. 142).

In Tab. 5.4-2 sind die offenen Leserahmen aller sequenzierten Plasmide zusammengestellt,
die aus den Klonen aufgrund des jeweiligen Phénotyps bei den Aktivitits-basierten Testverfahren
isoliert wurden. Die bioinformatische Analyse der abgeleiteten Proteine (>200 Aminosduren)
lieferte dhnliche Proteine, deren accession number der jeweiligen Datenbank und die dazu-
gehorigen Mikroorganismen in Spalte 3 und 4 aufgefiihrt sind. In den 26 sequenzierten Plasmiden
wurden 118 vollstindige und neun unvollstindige offene Leserahmen (Summe: 127) identifiziert.
79 daraus abgeleitete Proteine zeigen eine Ahnlichkeit zu einem bereits in einer Datenbank
abgelegten Protein, wobei es sich hierbei in 34 Fallen um hypothetische Proteine handelt. Fiir 48

vorhergesagte Genprodukte konnten keine dhnlichen Proteine gefunden werden. Die Anzahl der
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offenen Leserahmen in den untersuchten DNA-Fragmenten lag zwischen zwei und 14. Um die
Signifikanz der Ahnlichkeit zwischen den abgeleiteten und den in Datenbanken abgelegten
Proteinen besser beurteilen zu konnen, ist die Aminosiuresequenz-Identitit und —Ahnlichkeit
sowie der score (vgl. S. 84) fiir den homologen Sequenz-Bereich im abgeleiteten Protein auf-
geflihrt (Spalte 5 bis 8). Bei der Mehrzahl der sequenzierten Insert-DNAs konnte jeweils ein
offener Leserahmen identifiziert werden, dessen korrespondierendes Genprodukt eine Ahnlich-
keit zu einem bereits bekannten Enzym mit einer Aktivitit aufweist, die mit dem angewendeten
Testsystem im Einklang steht. Dieses Ergebnis wird hiufig durch ein Sequenzmotiv, wie z.B. das
GxSxG-Motiv bei Serin-Hydrolasen, in der abgeleiteten Aminosduresequenz unterstiitzt. Solche
Hinweise auf die Grofe und Lage eines fiir die Aktivitdt verantwortlichen offenen Leserahmens
konnen bei der Klonierung des Gens hilfreich sein. Eine Ausnahme bilden die Plasmide pHZ12,
pHZ15, pHZ25 und pHZ26. Die dhnlichen Proteine, die fiir die offenen Leserahmen ermittelt
wurden, weisen auf Aktivitidten hin, die nicht mit dem eingesetzten Testsystemen (Tributyrin-
Test bei HZ12 und HZ15, Fuchsinsulfit-Plattentest bei HZ25 und HZ26) iibereinstimmen. Eine
mogliche Erklarung hierfiir liefert Kap. 5.2.1. Alle offenen Leserahmen, ihre relative Position in
der Insert-DNA, die Aminosidure-Anzahl und der Beginn der Aminosiduresequenz der

abgeleiteten Proteine sind in Tab. 9-3 (Anhang) zusammengestellt.

Tab. 5.4-2 Zusammenstellung aller offenen Leserahmen und abgeleiteten Proteine, die bei der Durch-
musterung der Plasmid-Genbank gefunden wurden. Die Analyse der Insert-DNA erfolgte nach Kap.
4.2.10, wobei nur abgeleitete Proteine mit >200 Aminosduren beriicksichtigt wurden. (ORF, offener Lese-
rahmen; AS, Aminosduresequenz; *, alignment-Bereich im abgeleiteten Protein; #, unvollstindiger ORF)

Ahnliches Protein (accession number ORF-align.-Ber*  AS-  AS-

Plasmid ORF des Proteins; Bemerkung) Organismus [AS-Bereich/AS- Ident. Ahnl. score
’ Gesamtlidnge] [%] [%]
Tributyrin-Plattentest
pHZ01 orf32  Hyp. Protein PA0543 (PIR: B83579; Pseudomonas 109-303/362 31 47 84
PROSITE: Esterase) aeruginosa
orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
pHZ02 orf1 Hyp. 60K Inner Membran Protein (PIR: P. putida 1-552/568 42 59 426
= JQ1221)
pHZ03, orf2 Hyp. Protein CC2998 (PIR: D87620; Caulobacter 265-406/408 36 59 100
pHZ06 GxSxG-Motiv) crescentus
orf3#  Thiophen und Furan Oxidation 50 kDa Escherichia 6-439/440 45 58 361
Protein (thdF) (PIR: C65173) coli
orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
orfs kein ahnliches Protein - - - - -
pHZ04 orf1 TolB Proteinvorstufe XF1897 (PIR: Xylella 23-426/428 42 62 308
= F82625) fastidiosa
pHZ10 orf2 Esterase HDE (TrEMBL: Q9XDR4) Petroleum- 2-296/310 45 57 245
abb. Bakterium
HD-1
Esterase EST(Pc) (TrEMBL: Q8NKSO0) Pyrobaculum 46-293/310 42 57 188
calidifontis VA1

orf3 kein dhnliches Protein - - - - -
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Fortsetzung von S. 107
Ahnliches Protein (accession number ORF-align.-Ber*  AS-  AS-
Plasmid ORF des Proteins; Bemerkung) Organismus [AS-Bereich/AS- Ident. Ahnl. score
’ Gesamtlange] [%] [%]
pHZ05 orf1 kein ahnliches Protein - - - - -
orf2 Esterase (TrEMBL: Q9WXJ8) Acidiphilium 97-268/278 32 44 84
sp.
orf3 Esterase (TrEMBL: Q9WXJ8) Acidiphilium 33-338/356 23 35 63
sp.
orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
pHZ07 orf1 Hyp. Protein Rv3225c¢ (PIR: B70597) Mycobacterium 2-292/314 39 52 202
tuberculosis
orf2 1,4-Butandiolacrylatesterase (TrEMBL: C. crescentus 35-316/406 30 46 138
Q9WXD6)
orf3 kein ahnliches Protein - - - - -
pHZ08 orf1 kein ahnliches Protein - - - - -
orf2 Brefeldin A Esterase (TrEMBL: O68884)  Bacillus subtilis 70-339/339 37 51 172
orf3 Hyp. Cytochrom P450 (TrEMBL: Streptomyces 36-369/390 30 48 138
Q9EWP1; PROSITE: Cytochrom P450) coelicolor
orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
orf5 Acetoin-Dehydrogenase-E2- P. putida 41-148/312 32 47 56
Komponente (Swiss-Prot:
ACOC_PSEPU)
orfé Protein der Familie Cytochrom P450 C. crescentus 29-437/440 42 60 335
(PIR: F87256; PROSITE: Cytochrom
P450)
orf7 kein ahnliches Protein - - - - -
orf8 Protein der Familie Cytochrom P450 C. crescentus 41-437/440 46 64 376
(PIR: F87256; PROSITE: Cytochrom
P450)
pHZ09 orff#  kein dhnliches Protein - - - - -
orf2 Hyp. Esterase (PIR: T36341; PROSITE: S. coelicolor 54-302/306 31 45 135
Lipase-Motiv, GDxG His)
orf3 Glutathion-Synthase (PIR: D87266) C. crescentus 1-306/306 58 73 365
pHZ11 orf1#  Invasionsprotein A (PIR: H71677) Rickettsia 2-166/166 41 59 132
prowazekii
orf2 Hyp. Lipase/Esterase (PIR: G70671; My. 50-294/322 40 53 169
PROSITE: Lipase-Motiv, GDxG His) tuberculosis
orf3 kein ahnliches Protein - - - - -
orf4#  Hyp. Oxidoreduktase a-Untereinheit My. 17-284/290 50 62 254
(PIR: F70864) tuberculosis
pHZ12 orf1 Hyp. 60K Inner Membran Protein (PIR: P. putida 1-551/554 41 57 428
JQ1221)
orf2 kein ahnliches Protein - - - - -
pHZ14 orf1 Hyp. Protein Ralstonia 35-354/354 41 59 236
metallidurans
orf2 Hyp. Transcription Regulator PA1945 P. aeruginosa 38-449/458 38 54 265
(PIR: E83402)
orf3 Glutathion-reguliertes Kalium-Efflux Vibrio cholerae 28-513/527 33 51 271
System (PIR: JC5652; PROSITE:
Leucin-Zipper)
orf4 Hyp. Lipase PA2949 (PIR: H83276) P. aeruginosa 35-306/315 39 59 208
orfs Phosphoribosylamin-Glycin-Ligase V. cholerae 1-428/428 76 84 670
VCO0275 (PIR: B82344; PROSITE:
Phosphoribosylglycinamid-Synthase-
Motiv)
pHZ15 orf1 kein ahnliches Protein - - - - -
orf2 Hyp. Protein sIr0904 (PIR: S75721; Synechocystis 1-383/386 52 69 414
PROSITE: ATP/GTP-Motif A, P-Loop, sp.
PS00017)
pHZ16 orff#  kein dhnliches Protein - - - - -
orf2 kein ahnliches Protein - - - - -
orf3 kein ahnliches Protein - - - - -
orf4 Hyp. Protein CC1567 (PIR: F87443; C. crescentus 44-428/430 42 58 295

COGs: pLactamase Klasse C,
COG1680)
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Fortsetzung von S. 108

Ahnliches Protein (accession number ORF-align.-Ber*  AS-  AS-

Plasmid ORF des Proteins; Bemerkung) Organismus [AS-Bereich/AS-  Ident. Ahnl. score
’ Gesamtlange] [%] [%]
pHZ16 orf5 kein ahnliches Protein - - - - -
(Forts.)  orfé6 kein ahnliches Protein - - - - -
orf7 Dehydrogenase (TrEMBL: AAM38710; Xanthomonas 10-403/403 40 51 284
PROSITE: ATP/GTP-Motif A, P-Loop, axonopodis
PS00017)
orf8 kein ahnliches Protein - - - - -
orf9 Hyp. Transportprotein (TrEMBL: Salmonella 51-400/430 40 58 275
Q8ZPW9; Aminosaure/Amin-Transport) typhimurium
orf10  kein dhnliches Protein - - - - -
orf11  kein dhnliches Protein - - - - -
orf12  kein dhnliches Protein - - - - -
orf13  Oxidoreduktase (PIR: AF3425; PFAM: Brucella 77-381/383 49 62 306
Oxidoreduktase-Familie, PF01408) melitensis
orf14  kein dhnliches Protein - - - - -
pHZ17 orf1 Hyp. Protein Rv2854 (PIR: A70590; My. 36-184/306 27 39 39
GxSxG-Motiv) tuberculosis
orf2 kein ahnliches Protein - - - - -
orf3 Ubiquinon-Biosynthese- P. aeruginosa 14-263/263 74 86 384
Methyltransferase PA5063 (PIR:
B83014; PROSITE: ubiE/COQ5
Methyltransferase-Motiv)
orf4#  Hyp. Protein PA5064 (PIR: C83014) P. aeruginosa 7-207/237 28 45 88
pHZ18 orf1 Hyp. Protein PH0137 (PIR: G71234) Pyrococcus 1-311/325 28 47 122
horikoshii
orf2 kein ahnliches Protein - - - - -
orf3 Hyp. Protein b1325 (PIR: H64881) E. coli 6-324/324 44 58 254
orf4 Hyp. Protein PA5396 (PIR: D82971; P. aeruginosa 110-384/386 35 58 169
PFAM: Renal Dipeptidase, PF01244)
orf5 Hyp. Protein CC2105 (PIR: H87509; C. crescentus 23-459/639 32 50 236
COGs: pB-Lactamase Klasse C,
COG1680)
orf6#  kein dhnliches Protein - - - - -
pHZ19 orf1 Carboxypeptidase-verwandtes Protein Deinococcus 5-474/480 42 58 375
(PIR: C75455; PROSITE: Ser- radiodurans
Carboxypeptidase-Motiv)
orf2 GTP-Bindungsprotein PAB2026 (PIR: Py. abyssi 1-346/346 31 44 171
F75167; PROSITE: ATP/GTP-A-Motiv,
Leucin-Zipper)
orf3 kein ahnliches Protein - - - - -
orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
pHZ21 orf1 AMP Nukleosidase (TrEMBL: Q8ZNSO0) E. coli 1-225/225 67 77 371
orf2 Phototransducer (TrEMBL: Q9LB25) Rhodospirillum 258-526/533 24 40 87
centenum
orf3 Ribosomales Protein S6 Modifikations- V. cholerae 1-301/301 64 81 398
protein VC2281 (PIR: E82096)
orf4 Hyp. Protein MA1904 (TrEMBL: Methanosarcina 39-329/336 26 45 93
AAMO05308) acetivorans
orfs Hydrolase (TrEMBL: Q9L3R2) Rhizobium 6-248/253 32 51 118
leguminosarum
orfé Isomerase PHND (TrEMBL: Q9ZHH4) Burkholderia 6-201/215 27 40 59
sp.
orf7f#  kein dhnliches Protein - - - - -
pHZ22 orf1 GDSL Lipase (TrEMBL: AAF42023; Neisseria 38-204/208 22 35 123
COGs: Lysophospholipase L1, meningitidis
COG2755)
orf2 Proline Dehydrogenase Geobacter 3-998/1003 73 84 1501
(COGs:COG0506) metallireducens
orf3 kein ahnliches Protein - - - - -
orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
orf5 RarD Protein (TrEMBL: BAC61271) V. parahaemo- 10-291/295 37 52 175

lyticus
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Fortsetzung von S. 109

Ahnliches Protein (accession number ORF-align.-Ber*  AS-  AS-

Plasmid ORF des Proteins; Bemerkung) Organismus [AS-Bereich/AS-  Ident. Ahnl. score
’ Gesamtlange] [%] [%]
pHZ22 orfé Hyp. Protein (TrEMBL: BAC12564) Oceanobacillus 12-293/306 41 62 176
(Forts.) iheyensis
orf7 Hyp. Protein Bifidobacterium 1-233/234 60 78 277
longum
orf8 Hyp. Protein (NP_721999) Streptococcus 1-252/255 52 71 260
mutans UA159
pHZ23 orf1 kein ahnliches Protein - - - - -
orf2 kein ahnliches Protein - - - - -
orf3 Hydrolase (Fragment) (TrEMBL: Terrabacter sp. 57-318/319 29 47 112
Q93UV1; PROSITE: Serin-Lipase-Motiv)
pHZ24 orf1 kein ahnliches Protein - - - - -
orf2 Histidin-Kinase/Responsregulator Clostridium 29-1088/1091 22 38 203
(TrEMBL: Q8XK91) perfringens
orf3 Transduktionsregulatorprotein (PIR: Methanobacter. 7-158/242 33 58 96
E69102) thermoauto-
trophicum
orf4 Protein (PIR: D95392; GxSxG-Motiv) S. meliloti 3-402/404 48 63 374
orfs a-Dextrin-Endo-1,6-a-Glukosidase Py. furiosus 54-296/300 27 42 79
(TrEMBL: AAL81232; GxSxG-Motiv)
1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-Plattentest
pHZ13 orf1#  kein ahnliches Protein - - - - -
orf2 Succinat-Semialdehyd-Deh. (PIR: D. radiodurans 24-357/366 35 54 225
C75589; PROSITE: Aldehyd-Deh.-Glu-
Motiv)
orf3 Eisenhaltige Alkohol-Deh. (PIR: A83503;  P. aeruginosa 90-470/470 40 55 285
PROSITE: Alkohol-Deh.-Fe-II-Motiv)
orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
orf5 nosD Protein (PIR: T44661) Bradyrhizobium 61-194/522 35 50 59
Jjaponicum
orfé kein ahnliches Protein - - - - -
orf7 RND Efflux Transporter (TrEMBL: Mesorhizobium 4-516/520 48 62 437
BAB51955) loti
pHZ25 orf1 Hyp. Protein MA2043 (TrEMBL: Me. 5-100/246 51 60 88
AAMO05445; PROSITE: ATP/GTP- acetivorans
Bindungsstellen-Motiv A [P-loop])
orf2 retA (TrEMBL: 052209; PFAM: Reverse  Serratia 1-392/392 50 65 387
Transkriptase, RNA-abh., PF00078) marcescens
pHZ26 orf1 Hyp. Protein MLL1994 (TrEMBL: Rhizobium loti 53-391/390 65 78 473
Q98JD4)
orf2 kein ahnliches Protein - - - - -
orf3 Hyp. Protein CC2257 (PIR: H87528) C. crescentus 13-289/290 51 64 255
orf4 Hyp. Protein CC2256 (PIR: G87528) C. crescentus 17-209/684 28 40 42
orf5 Hyp. OprF [Fragment] (TrEMBL.: P. 253-388/397 50 66 148
Q9X4S2) resinovorans
orfé kein ahnliches Protein - - - - -
orf7 Zink-Protease (TrEMBL: AAM42794) Xanthomonas 58-944/944 49 63 896
campestris pv.
campestris
orf8 kein ahnliches Protein - - - - -
pHZ27 orf1 kein ahnliches Protein - - - - -
orf2 kein ahnliches Protein - - - - -
orf3 Transposase STY2056 (PIR: AEQ737) Salmonella 1-402/402 100 100 828
enterica
orf4 SFMannosidase-Vorstufe XF0846 (PIR: Xy. fastidiosa 17-849/853 35 50 513
A82755)
orf5 Aldo/Keto-Reduktase (TrEMBL: Me. 1-365/373 32 49 167
AAMO05685; PROSITE: [4Fe-4S]- acetivorans

Ferredoxin-Motiv, PS00198)
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Fortsetzung von S. 110

Koo . . ORF-align.-Ber* ~ AS-  AS-
Ahnliches Protein (accession number Organismus [AS.Boraieh/AS-  Ident. Ahml. score

Plasmid ORF :
des Proteins; Bemerkung) Gesamtlinge] (%] [%]

Phosphatase-Plattentest / Phytase-Test
pHZ28 orf1 kein ahnliches Protein - - -
orf2 Hyp. Protein Sma1060 (PIR: F95333) S. meliloti 60-488/494 41 54 338

orf3 Ca® ATPase (TrEMBL: Q47910) Myroides 91-618/618 33 51 301
odoratus
Alkalische Phosphatase (TrEMBL: Synechococcuus 92-618/618 31 51 278
Q55320) Sp.

orf4 kein ahnliches Protein - - - - -
orf5 kein ahnliches Protein - - -
orfé Hyp. Protein Sma1060 (PIR: F95333) S. meliloti 46-483/488 25 40 102
orf7 kein &hnliches Protein - - - - -

Farbige Klone

pHZ20 orf1 Integrales Membranprotein NMA1261 N. meningitidis 6-196/201 39 53 116
(PIR: C81894)
orf2 Katalase/Peroxidase (TrEMBL: Burkholderia 21-755/755 76 83 1095
Q939D2) pseudomallei
pHZ29 orf1 Aminolavulinsaure Synthase (TrEMBL: Zymomonas 105-449/452 73 84 521

Q9X3Y2; PROSITE: Aminotransferase- mobilis
Klasse-II-pyridoxal-phosphat-Motiv)

orf2 Hyp. Protein (TrEMBL: Q9X3Y1) Z. mobilis 343-414/441 31 63 59
orf3 kein ahnliches Protein - - - - -
orf4 Hyp. Zwei-Komponenten- Agrobacterium 1-215/219 44 61 172

Responsregulator-Protein (PIR: F98235)  tumefaciens
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6 Diskussion

6.1 Analytik

Ziel der Arbeit war es, u.a. eine Methode zur fluorimetrischen DNA-Quantifizierung in Umwelt-
Rohextrakten zu entwickeln. Dies erforderte nicht nur die Untersuchung der moéglichen Stor-
mechanismen, sondern auch die Kenntnis der Wechselwirkungen zwischen dem eingesetzten
Farbstoff (SYBR Green I) und der DNA auf molekularer Ebene. Letzteres ist ebenfalls fiir andere
Methoden, wie z.B. real time PCR, von Interesse. Aus diesen Griinden wurde dieser Themen-

komplex gesondert behandelt.

6.1.1 Interaktion von SYBR Green I mit dsDNA

Struktur von SYBR Green I und PicoGreen
Die Strukturanalyse von SYBR GreenI und PicoGreen fiihrte zu dem Ergebnis, dass beide

Fluoreszenzfarbstoffe auf der gleichen Grundstruktur basieren wie die monomeren Cyaninfarb-

stoffe TO, TO-PRO-1 und FUN-1 (Tab. 6.1-1).

Tab. 6.1-1 Vergleich der chemischen Strukturen von TO, TO-PRO-1, FUN-1, SYBR Green I und
PicoGreen

Ry R1
J
/
J
0
S
Farbstoff R, R2
TO CHs H
TO-PRO-1 (CH2)sN*(CH3)s H
FUN-1 Phenyl Cl
SYBR Green | Phenyl /
/\F N
----- N
PicoGreen Phenyl

Diese Cyaninfarbstoffe haben einen substituierten Benzothiazol- und einen 4-Chinolinium-
ring gemeinsam. Beide Heterocyclen sind iiber eine Monomethinbriicke miteinander verbunden,

die eine ausgedehnte elektronische Konjugation zwischen den Ringen erlaubt. Somit ist eine
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Delokalisierung der positiven Ladung iiber das gesamte aromatische System moglich. SYBR
Green I und PicoGreen unterscheiden sich in der Struktur des Substituenten in Position zwei am
4-Chinoliniumring: Wéhrend SYBR Green I eine N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-Propylamino-
Gruppe trigt, weist PicoGreen hier einen N-bis-(3-Dimethylaminopropyl)-Amino-Rest auf. Der
Farbstoff FUN-1, der als chemische Vorstufe im Syntheseweg von SYBR Green I und PicoGreen
eingesetzt wird (69), zeigt nur eine mittlere Affinitdt gegeniiber Nukleinsduren (Emissions-
maximum bei 538 nm) und wird zur Uberpriifung der metabolischen Aktivitit von Hefen und

Pilzen benutzt (135).

Die beschriebenen Seitenketten von SYBR Green I und PicoGreen sind relevant, weil sie
tertidre, aliphatische Aminoreste enthalten. Solche Amine haben pKs-Werte im Bereich zwischen
10 und 11 und reagieren somit basisch in wéssrigen Losungen (81). Fiir SYBR Green I ist daher
von einem Gleichgewicht zwischen einer mono- und bivalenten Spezies in wissrigen Losungen
auszugehen. Ein Hinweis auf ein solches Gleichgewicht wurde aus den massenspektrometrischen
Untersuchungen abgeleitet. Bei der Vorbereitung des SYBR-Green-I-Reagenz fiir die FAB-MS-
Experimente kam der Farbstoff ausschlieBlich mit organischen Losungsmitteln in Beriihrung. Das
FAB-MS-Spektrum zeigte iiberwiegend das Molekiilionen-Signal, wiahrend andere m/z-Signale
nur vernachlissigbare Intensitéten hatten. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass SYBR
Green I im Reagenz als einfach geladene Spezies vorlag. Zur Untersuchung der Fragmentierungs-
reaktionen mit Hilfe von MS/MS-Experimenten wurde das Reagenz mit Wasser verdiinnt. Die
MS-Spektren zeigten neben dem Molekiilionen-Signal die zweifach geladene Spezies von SYBR

Green I bei m/z* = 255,3 und die dazugehdrigen Fragmente mit hohen relativen Intensititen.

Das Gleichgewicht zwischen der mono- und bivalenten Spezies von SYBR Green I in
wissrigen Losungen hat Auswirkungen auf die Interaktion mit negativ geladenen Poly-
elektrolyten wie den Nukleinsduren, aber auch anderen Substanzklassen, wie z.B. den Humin-
sduren (Kap. 6.1.2). Bevor es zu einer spezifischen Interaktion (Interkalation bzw. Einlagerung in
die kleine und/oder groe Furche) kommt, ist die erste Wechselwirkung zwischen der DNA und
einem kationischen Liganden eine unspezifische, elektrostatische Kondensationsreaktion entlang
des negativ geladenen Riickgrats der DNA (73). Somit sollte eine bivalente Spezies eine hdhere
Tendenz fiir eine primére elektrostatische Interaktion im Vergleich zur monovalenten Verbindung
haben. Ferner kann eine positiv geladene Seitenkette eines Farbstoffs, die eine spezifische
Interaktion nicht behindert, zu einer Erhohung der Bindungsaffinitit dieses Farbstoffs an
Nukleinsduren fiihren. Solch ein Verhalten wurde bei Derivaten von TO beobachtet (136). So

zeigt der Cyaninfarbstoff TO-PRO-1 (Tab. 6.1-1) eine hohere Bindungsaffinitit an Nukleinsduren
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als die Ausgangsverbindung TO. Ein weiterer Hinweis darauf, dass SYBR GreenI als
doppeltgeladenes Kation an dsDNA bindet, kdnnte von der elektrophoretischen Mobilitit der
SYBR Green I/dsDNA-Komplexe abgeleitet werden. Bei einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von etwa
eins erreicht die Retardation der Komplexe im Gel ein Maximum und die zuvor scharfen Banden
nehmen ein deutlich verschwommenes Aussehen an. Die Beobachtungen konnten damit erklért
werden, dass bei diesem Farbstoft/bp-Verhiltnis die Komplexe eine ausgeglichene Nettoladung
aufweisen: Die zweifach negative Ladung der bp wird durch die zweifach positive Ladung von
SYBR Green I nivelliert. Als Folge verlieren die Komplexe an Stabilitét im elektrophoretischen
Feld. Wiirde SYBR Green I als einfach positiv geladene Spezies an die dsDNA binden, dann
wiirde der Ladungsausgleich bei einem Farbstoff/bp-Verhiltnis von 2 liegen. Basierend auf
diesen Ergebnissen und der Beobachtung, dass die SYBR Green I/dsDNA-Komplexe unter
elektrophoretischen Bedingungen stabil sind, wird angenommen, dass SYBR Green I
iiberwiegend als bivalente Spezies an dsDNA bindet. Allerdings ist die Untersuchung einer
strukturanalogen  Verbindung notwendig, der die basische FEigenschaft der 3-
Dimethylaminopropyl-Gruppe fehlt, um deren Funktion fiir die Affinitdt an dsDNA endgiiltig zu

klaren.

Gemil der MS-Strukturanalyse trigt PicoGreen zwei 3-Dimethylaminopropyl-Reste und
somit zwei funktionelle Gruppen mit potentiellen basischen Eigenschaften. Ubertréigt man die bei
SYBR Green I getroffenen Annahmen auf PicoGreen, so sollte PicoGreen unter den Standard-

bedingungen (pH-Wert von 7,5) hauptsichlich als dreifach geladene Spezies an dsDNA binden.

Biphasischer Bindungsmodus

Die Untersuchung der Differenz- und Fluoreszenzspektren bei ausgewdhlten Farbstoff/bp-
Verhéltnissen legte die Vermutung nahe, dass mindestens zwei Bindungsmodi fiir die Interaktion
von SYBR Green I und dsDNA zu erwarten sind (Abb. 3.1-3). Titrationsexperimente iiber einen
grofBeren Farbstoff/bp-Bereich bestétigten diese Annahme (Abb. 3.1-4, Abb. 3.1-5). Eine
signifikante Fluoreszenzzunahme wurde erst dann beobachtet, wenn das Farbstoff/bp-Verhiltnis
einen Wert von ca. 0,15 iiberschritten hatte. Im Gegensatz dazu zeigte die Differenzspektroskopie
eine kontinuierlich ansteigende Wechselwirkung in dem Farbstoff/bp-Bereich von 0 bis 0,2 an.
Somit bindet SYBR GreenI in diesem Farbstoff/bp-Bereich an dsDNA, solange aber das
Farbstoff/bp-Verhiltnis kleiner oder gleich 0,15 ist, fiihrt die Interaktion zu keiner nennenswerten
Fluoreszenz. Bei einem Farbstoff/bp-Verhiltnis von etwa 0,2 machte sich ein weiterer Bindungs-
typ bemerkbar, der sich am verénderten Verlauf der Differenzabsorption dulerte, obwohl fiir den

ersten Bindungsmodus noch kein Sittigungsbereich erreicht war. Im Gegensatz zu den



Diskussion 115

fluorimetrischen Untersuchungen, legten die differenzspektrskopischen Experimente einen
allmihlichen Ubergang zwischen den beiden Bindungsmodi nahe. Unter der Annahme, dass die
Fluoreszenz der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe tiberwiegend auf den zweiten Bindungsmodus
zuriickzufiihren ist, beginnt der zweite Bindungsmodus im Farbstoff/bp-Bereich zwischen 0,1
und 0,2. Dies wurde auch durch die gelelektrophoretischen Untersuchungen unterstrichen (Abb.
3.1-7). Bis zu einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von etwa 0,13 zeigten die elektrophoretisch aufge-
trennten Komplexe nur geringe Fluoreszenz-Intensititen. Dagegen kam es ab einem Farbstoff/bp-
Verhiltnis von ca. 0,17 zu einer deutlichen Fluoreszenzzunahme. Im Hinblick auf das elektro-
phoretische Laufverhalten fiihrte die Interaktion zwischen SYBR Green I und dsDNA zwar zu
einem verzogerten Laufverhalten der Komplexe, allerdings hatte der Ubergang vom ersten zum
zweiten Bindungsmodus keinen Einfluss auf die Retardation. Es wurde vielmehr eine
kontinuierlich ansteigende Verzogerung in diesem Farbstoff/bp-Bereich beobachtet. Die Bindung
eines Liganden an Nukleinsduren beeinflusst die Ladung, Lange und/oder die Flexibilitdt dieser
Biopolymere (75). Da die Retardation stetig angestiegen ist, lag die Vermutung nahe, dass beide
Bindungsmodi die gleichen Parameter (Ladung, Lange und/oder Flexibilitit) der DNA beein-
flusst haben. Erst ab einem Farbstoff/bp-Verhiltnis von ca. 1 zeigten die Banden eine diffuse
Erscheinung (siehe oben).

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Untersuchungen lassen darauf schlieBen, dass die
Interaktion zwischen SYBR Green I und dsDNA in Abhingigkeit vom Farbstoff/bp-Verhéltnis
auf einen biphasischen Bindungsmodus zuriickzufiihren ist. Daher war es notwendig, die beiden

Bindungsmodi genauer zu untersuchen.

Erster Bindungmodus — Interkalation oder Semi-Interkalation

Um den ersten Bindungsmodus ndher zu charakterisieren, wurden differenzspektroskopische,
fluorimetrische und hydrodynamische Untersuchungen durchgefiihrt. Anhand der Zunahme der
relativen Viskositdt konnte gezeigt werden, dass SYBR Green I im Farbstoff/bp-Bereich von 0
bis 0,2 zwischen die bp der dsDNA (semi-)interkaliert (Abb. 3.1-6).

Fiir TO bzw. TO-PRO-1 (Tab. 6.1-1) konnte ebenfalls ein interkalativer Bindungsmodus an
dsDNA nachgewiesen werden (137). Ferner wurde gezeigt, dass die Interkalation dieser Farb-
stoffe dem neighbouring-site-exclusion-Prinzip gehorcht (137). Demnach verhindert ein bereits
gebundenes Interkalatormolekiil die Wechselwirkung weiterer Molekiile mit den benachbarten
Bindungsstellen (73). Somit kann ein Interkalator maximal jede zweite potentielle Bindungsstelle
besetzen. Z.B. bindet im Fall von Ethidiumbromid ein Farbstoffmolekiil pro 2 bis 2,5 bp,
wéhrend das Peptid-Antibiotikum Actinomycin D lediglich eine Bindungsstelle pro sechs bp der
dsDNA belegt (138). Aufgrund des sigmoiden Verhaltens der hydrodynamischen Titrationskurve
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von dsDNA mit SYBR Green I war eine Auswertung dieser Daten nach Scatchard nicht moglich
(71), um u.a. die Anzahl der Bindungsstellen pro bp zu ermitteln. Betrachtet man allerdings die
Ergebnisse der differenzspektroskopischen und fluorimetrischen Untersuchungen, so ist der erste
Bindungsmodus im Farbstoff/bp-Bereich zwischen 0,1 und 0,2 abgeschlossen. Diese Ergebnisse
konnten darauf hindeuten, dass SYBR Green I im ersten Bindungsmodus eine Bindungsstelle pro
5 bis 10 bp aufweist und somit ebenfalls das neighbouring-site-exclusion-Prinzip erfiillt. Diese
Annahme wird weiterhin durch die strukturelle Verwandschaft zwischen SYBR Green I und TO
bzw. TO-PRO-1 (Tab. 6.1-1), fiir die dieses Bindungsmodell gezeigt wurde (sieche oben),

unterstitzt.

Die starke Fluoreszenzzunahme bei Interaktion eines Cyaninfarbstoffs mit dsDNA wird auf
die eingeschrinkte Rotation der aromatischen Heterocyclen um die zentrale Methinbriicke
zurlickgefiihrt (82). Betrachtet man die geringe Fluoreszenz der SYBR Green I/dsDNA-
Komplexe im Farbstoff/bp-Bereich unterhalb von 0,15, dann sollte die Interkalation von SYBR
Green | auf eine Weise stattfinden, die eine Rotation der Heterocyclen um die Methinbriicke
nicht vollkommen unterbindet. Eine Erkldrung hierfiir konnte das half-intercalation-Modell
liefern (139). Danach basiert die Interaktion einer monomeren Cyaninverbindung mit der dsDNA
auf einer Interkalation zwischen die bp und einer elektrostatischen Wechselwirkung zwischen
dem Dipolmoment des Farbstoffmolekiils und den negativ geladenen Phosphatgruppen der
Nukleinsduren. Der elektronendefiziente Heterocyclus (Benzothiazol-Rest) interkaliert zwischen
die bp, wihrend sich der zweite Heterocyclus, der héhere Elektronendonor-Eigenschaften besitzt,
aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem Phosphatriickgrat in die Furche der
dsDNA einlagert. Ubertrigt man dieses Bindungsszenario auf SYBR Green I, dann wire es
denkbar, dass solch eine Bindung nicht optimal fiir die Fluoreszenz im angeregten Zustand des

Komplexes ist.

Zweiter Bindungsmodus — externe Bindung

Die Untersuchungen deuten darauf hin, dass SYBR Green I neben der Interkalation eine weitere
Bindung mit dsDNA bei Farbstoff/bp-Verhéltnissen grofer 0,2 eingeht. Betrachtet man hierbei
die extreme Zunahme der Fluoreszenz (Abb. 3.1-4) und das verzogerte elektrophoretische
Laufverhalten der Komplexe, verbunden mit einer Fluoreszenzerhohung (Abb. 3.1-7), dann wére
es denkbar, dass eine signifikante SYBR-Green-I-Menge extern an die dsDNA binden muss,
damit die maximale Fluoreszenz erreicht wird. Fiir die externe Wechselwirkung von kleinen
Molekiilen mit dsDNA sind verschiedene Moglichkeiten beschrieben. Zunichst ist ein

unspezifisches, externes Stapeln (non-specific-outside-stacking) der Molekiile entlang der
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anionischen Zuckerphosphat-Kette der Nukleinsduren denkbar (73). Dieser Bindungstyp wurde
bei planaren, kationischen, aromatischen Molekiillen bei hohen Ligand/bp-Verhiltnissen
beobachtet, erfordert aber einen hohen Grad an Aggregatbildung zwischen den Molekiilen bei
abnehmender Ladungsabstoung und reagiert sehr empfindlich auf hohe Salzkonzentrationen.
Weiterhin konnen kleine Molekiile mit der kleinen Furche der dSDNA interagieren (minor groove
binding) (73). Solche Liganden zeichnen sich dadurch aus, dass sie mehrere aromatische Ringe
besitzen, die durch Briickenbindungen miteinander verbunden sind und um diese Bindungen frei
rotieren konnen. Diese Substanzen sind in der Lage, sich der helikalen Kriimmung der kleinen
Furche anzupassen. Wie fiir Hoechst 33258 gezeigt werden konnte, konnen die Ligand/dsDNA-
Komplexe durch eine Kombination aus Wasserstoffbriicken-Bindungen, van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen und elektrostatischen Anziehungskréften stabilisiert werden (65). Abgesehen von den
beschriebenen Interaktionsmdoglichkeiten, konnten kleine Molekiile ebenso mit der groen Furche
bzw. mit der groen und kleinen Furche der dsDNA wechselwirken. Eine Interaktion mit der
groBBen Furche wird iiberwiegend bei Proteinen beobachtet (73).

Zwei Eigenschaften der SYBR Green I/dsDNA-Fluoreszenz konnten die Vermutung nahe
legen, dass die Interaktion zwischen SYBR Green I und dsDNA auf ein non-specific-outside
stacking zuriickzufiihren ist. Einerseits erreichen die Komplexe ihre maximale Fluoreszenz erst
bei hohen Farbstoff/bp-Verhiltnissen, andererseits ist die SYBR Green I/dsDNA-Fluoreszenz
empfindlich gegeniiber erhdhten Salzkonzentrationen (52). Allerdings zeigte SYBR Green I
signifikante Unterschiede im Hinblick auf die Fluoreszenz mit den Homopolymeren dA+dT und
dG+dC (Abb. 3.1-8), obwohl eine Bindung zwischen SYBR Green I und dA+dT bzw. dGedC
differenzspektroskopisch nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.1-9). Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass die Bindung von SYBR Greenl an dsDNA mehr oder weniger sequenz-
unspezifisch in Bezug auf den AT- bzw. GC-Gehalt ist, aber die gebildeten Komplexe eine hohe
Sequenzsperzifitit beziiglich der Fluoreszenz-Emission aufweisen. Eine Interaktion nach dem
Prinzip eines non-specific-outside-stacking kann ausgeschlossen werden, da dieser Bindungstyp
auf die Wechselwirkung mit dem Phosphatriickgrat der dsDNA zuriickgefiihrt wird. Die Homo-
polymere dAsdT und dGedC unterscheiden sich aber nicht in diesem Punkt, sondern weisen

vielmehr Differenzen in den Eigenschaften der kleinen Furche auf (siehe unten).

Mehrere Argumente sprechen dafiir, dass SYBR Green I im zweiten Bindungsmodus mit
der kleinen Furche der dsDNA interagiert. Die groe und kleine Furche der dsDNA unter-
scheiden sich hinsichtlich ihrer elektrostatischen Potentiale, der sterischen Effekte, der Fahigkeit
zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken und der Hydratisierung (73). Auflerdem weisen die

kleinen Furchen von AT- bzw. GC-reichen Sequenzen Unterschiede auf, die fiir die Interaktion
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mit kationischen Molekiillen wichtig sind. Fiir die kleine Furche von AT-reichen
Sequenzabschnitten konnte ein hdheres negatives elektrostatisches Potential nachgewiesen
werden als fiir die kleine Furche von GC-reichen Bereichen (140). Somit sollten kationische
Molekiile eine hohere elektrostatische Anziehung in AT-reichen Sequenzbereichen erfahren.
Abgesehen davon, bilden GC-bp zwischen der 2-Aminogruppe des Guanins und dem
Carbonylsauerstoff des Cytosins Wasserstoffbriicken aus, die rdumlich in der kleinen Furche
liegen. Dadurch entsteht ein sterisches Hindernis fiir die Penetration von Liganden in die kleine
Furche (73). Die kleine Furche von AT-reichen Sequenzen kann dagegen Wasserstoftbriicken
zwischen Adenin bzw. Thymin und dem gebundenen Liganden ausbilden, wodurch der
Ligand/dsDNA-Komplex stabilisiert wird. Eine verminderte Fluoreszenz nach Wechselwirkung
mit GC-reichen Sequenzen wurde fiir Hoechst 33258 beobachtet (64), da die Anwesenheit der 2-
Aminogruppe des Guanins in der kleinen Furche die Bindung stort (65). Fiir SYBR Green I ist
die Situation allerdings anders. Differenzspektroskopische Untersuchungen haben gezeigt, dass
SYBR Green I an dG+dC bindet. Aufgrund der moglichen Rotation um die Methinbriicke hat
dieser Cyaninfarbstoff eine gewisse Flexibilitdt, die ihm wahrscheinlich eine Bindung in die
kleine Furche GC-reicher Sequenzen erlaubt (trotz der sterischen Hindernisse). Der Farbstoff
konnte sich seiner Umgebung anpassen, allerdings mit der Konsequenz, dass die SYBR Green I/
dGedC-Komplexe eine geringere Fluoreszenz liefern. Diese Annahmen konnten die unterschied-
lichen Fluoreszenzen der SYBR Green I/dG+dC- und SYBR Green I/dA«dT-Komplexe erkléren.
Da eine Interaktion von SYBR Green I mit der groen Furche der dsDNA nicht vollstindig
ausgeschlossen werden kann, sind an dieser Stelle allerdings noch weitere Untersuchungen

notwendig.

Die Sequenzspezifitit in bezug auf den GC-Gehalt der dsDNA und die geringe Fluoreszenz
ist ein Nachteil fiir den Einsatz von SYBR Green I. Allerdings muss beachtet werden, dass sich
das SYBR-Green-I-Molekiil bei Einlagerung in die Furche der dsDNA iiber mehrere bp der
Furche erstreckt (73). Es sind weitere Studien erforderlich, um zu kliren, wie diese GC-bp in der
dsDNA-Sequenz angeordnet sein miissen, damit sich der Effekt einer verringerten Fluoreszenz-

Intensitidt bemerkbar macht.

Nach Singer et al. weist PicoGreen gegeniiber dA+dT und dG+dC keine Sequenzspezifitit
auf (70). So fiihrte die Bindung von PicoGreen an ktDNA, dA+dT bzw. dG*dC zu Komplexen,
die gleiche Fluoreszenz-Intensititen zeigten. Allerdings wurden diese Experimente bei einem
Farbstoff/bp-Verhéltnis von 0,02 durchgefiihrt. Dieses Farbstoft/bp-Verhéltnis ist fiir die dSSDNA-

Quantifizierung, wofiir PicoGreen empfohlen wird, nicht relevant (siehe unten). Die in dieser
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Arbeit durchgefiihrten Studien bei hoheren Farbstoff/bp-Verhiltnissen haben dagegen gezeigt,
dass die Sequenzspezifitit von PicoGreen noch ausgeprégter als bei SYBR Green I ist. Da sich
die beiden Farbstoffe nur in der Aminoalkylseitenkette unterscheiden (Tab. 6.1-1), ist diese

Sequenzspezifitit vermutlich darauf zuriickzufiihren.

Quantifizierung von dsDNA-Losungen und das Farbstoff/bp-Verhiiltnis

Bei der dsDNA-Quantifizierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff ist ein optimales Farbstoff/bp-
Verhiltnis essentiell fiir die Linearitdt und Sensitivitit des Testsystems (63). Um aufwendige
Optimierungsschritte zu vermeiden, sollte ein Farbstoff die dsDNA-Konzentration {iber einen
grolen Farbstoff/bp-Bereich bei einer einzigen Farbstoff-Konzentration quantitativ erfassen
konnen. Der lineare Bereich des SYBR-Green-I-Tests bei einer Konzentration von 3,1 uM
(6250fache Verdiinnung des SYBR-Green-I-Reagenz) erstreckt sich iliber drei Gréenordnungen
von 2 ng/ml bis 2 ug/ml (52). Somit bleibt die Linearitdt des Tests in einem Farbstoff/bp-Bereich
zwischen ca. 1 und 1000 gewahrt. Aus der Sicht einer unbekannten dsDNA-Konzentration
betrachtet, ist die detektierbare Fluoreszenz unabhéngig von der SYBR-Green-I-Konzentration,
solange sich das Farbstoff/bp-Verhiltnis in diesem Farbstoff/bp-Bereich bewegt. Dieser Befund
stimmt mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen zwar nicht iiberein (die Fluoreszenz war
bei einer vorgegebenen dsDNA-Konzentration unabhéngig vom Farbstoff/bp-Verhiltnis, solange
dieses iiber 2 bis 4 lag), aber es ist zu beachten, dass bei den Untersuchungen unterschiedliche
Detektionssysteme verwendet wurden (diese Arbeit: Fluorimeter; Vitzthum et al. (52): UV-Gel-
dokumentationsanlage). Der PicoGreen-Test zeigte einen linearen dsSDNA-Konzentrationsbereich
von 250 pg/ml bis 1 ug/ml bei einer PicoGreen-Konzentration von 0,8 M (70). Somit bleibt die
Linearitét iiber einen Farbstoff/bp-Bereich von etwa 0,5 bis 2100 gewahrt. Fiir den Hoechst-
33258-Test erstreckt sich die Linearitét iiber einen Farbstoff/bp-Bereich von 13 bis 630 bei einer
Hoechst-33258-Konzentration von 1 ug/ml (141).

Verfolgung der Reassoziation von ssDNA-Priparationen wihrend der Normalisierung

Gelelektrophoretische Bindungsstudien haben gezeigt, dass SYBR Green I an ssDNA bindet. Im
Gegensatz zur elektrophoretischen Mobilitdt der SYBR Green I/dsDNA-Komplexe (verzogertes
Laufverhalten) offenbarten die ssDNA-Komplexe ein vorauseilendes Laufverhalten relativ zur
ungefiarbten DNA. Ferner zeichneten sich die ssDNA-Komplexe durch eine geringe Fluoreszenz
aus, die mit steigendem Farbstoff/Basen-Verhéltnis noch weiter abnahm. Unter diesem Gesichts-
punkt erschien der Einsatz von SYBR Greenl zur Darstellung von Reassoziationskurven
wihrend der Normalisierung einer DNA-Population als sinnvoll. Durch dieses Verfahren sollte es

moglich sein, einen giinstigen Zeitpunkt zur Beendigung der Normalisierung abzuschétzen. Ein
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verfrithter Abbruch der Normalisierung konnte zu einer geringen Effizienz der Normalisierung
filhren, da immer noch der iiberwiegende Teil der ssDNA aus gleichartigen, iiber-reprisentierten
DNA-Molekiilen besteht. Erfolgt andererseits der Abbruch zu spét, ist womoglich die gesamte
ssDNA bereits reassoziiert und liegt doppelstringig vor (Kap. 1.6). Anhand der Reassoziation
von DNA-Populationen aus einer Reinkultur (E. coli), einem Gemisch aus zwei Reinkulturen (£.
coli und Pseudomonas LU2023) und einer Bodenprobe konnte gezeigt werden, dass eine
Verfolgung der Reassoziation hitzedenaturierter ssDNA moglich ist. Es ist allerdings wichtig, auf
einige kritische Punkte dieses Verfahrens hinzuweisen. Die Reassoziation einzelstrangiger DNA-
Molekiile in dem Gemisch von Molekiilen fiihrt nicht nur dazu, dass sich die passenden
Einzelstringe einer dsDNA treffen, liber ihre gesamte Fragmentlinge reassoziieren und somit
einen Doppelstrang bilden. Daneben kommt es auch zur Ausbildung von nur partiell
reassoziierten DNA-Strukturen, die dadurch doppel- und einzelstrangige Bereiche besitzen (142).
Aufgrund der Spezifitit des SYBR Green I fiir dsDNA ist davon auszugehen, dass auch diese
partiell doppelstrangigen Abschnitte mit SYBR Green I fluoreszierende Komplexe bilden und
somit einen fortgeschritteneren Zustand der Reassoziation vortduschen konnen, als es tatsachlich
der Fall ist.

Ferner ist die Probenahme ein kritischer Punkt der vorgestellten Methode (Kap. 3.1.3.1).
Ublicherweise wird die Reassoziation bei einer Temperatur zwischen 60 und 65 °C durchgefiihrt.
Um ein Aliquot der Reassoziationslosung fiir die Fluoreszenzmessung entnehmen zu konnen,
muss das Reaktionsgefdl bei dieser Temperatur gedffnet werden. Dadurch kann es unter
Umstinden zu einer signifikanten Beeintrachtigung der Reaktionsbedingungen kommen. Dies ist

vor allem dann der Fall, wenn eine Aliquotentnahme mehrmals erfolgen soll.
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Abgesehen von der Wechselwirkung mit ssDNA lésst sich abschlieBend die Interaktion zwischen
SYBR Green I und dsDNA auf der Basis der durchgefiihrten Untersuchungen wie in Abb. 6.1-1
dargestellt beschreiben. Dieses Model bildete die Grundlage fiir die Entwicklung einer neuen

Methode zur DNA-Quantifizierung in Rohextrakten.

[SG' x dsDNA]" [SGs x SG' x dsDNA]"
4 A

Ex.  Em Exi  :Em
Ly A 4

5 SG
SG+dsDNA +—— SG xdsDNA +——> SGsxSGix dsDNA

Abb. 6.1-1 Schematische Darstellung der Interaktion zwischen SYBR Green I und dsDNA. Folgende
Aspekte sind gezeigt: Bindung von SYBR Green I unter Beriicksichtigung der (Semi-)Interkalation von
SYBR Green I (SG') sowie dessen Wechselwirkung mit einer der beiden Furchen der dsDNA (SG®);
Fluoreszenz der angeregten Komplexe [SG' x dsDNA]" und [SG® x SG' x dsDNA]". Letzterer ist der
eigentliche Fluorophor im SYBR-Green-I-Test (s=*»). Zur besseren Ubersicht sind stochiometrische
Koeffizienten nicht dargestellt. (Ex, Fluoreszenz-Excitation; Em, Fluoreszenz-Emission)

6.1.2 Quantifizierung von DNA in Rohextrakten aus Boden- und Sedimentproben

Die Quantifizierung von DNA ist wichtig fiir die Konstruktion von rekombinanten Genbanken
aus Umwelt-DNA und fiir die Untersuchung von mikrobiellen Standortgemeinschaften in Boden
und Sedimenten. Allerdings beeintrdchtigen coextrahierte Huminséuren die Bestimmung von
DNA erheblich. So wird die DNA-Quantifizierung in Rohextrakten mit Hilfe der UV-Spektro-
photometrie aufgrund der spektralen Eigenschaften der Huminsduren stark gestort. Dies kann
auch dann auftreten, wenn der Rohextrakt zuvor einer intensiven DNA-Reinigung unterzogen
worden ist (77). Die beobachtete Heterogenitit der Absorptionsspektren unterschiedlicher
Huminsdure-Priaparationen zeigte, dass eine DNA-Konzentration nicht abgeleitet werden kann,
indem der Einfluss der Huminsduren durch Absorptionsverhiltnisse bei vorgegebenen Wellen-
langen beriicksichtigt wird. Lediglich die Abnahme der Verhéltnisse Azsonm230nm bZW.
Azeonmnsonm kann als Indikator fiir huminsdurehaltige bzw. andere Verunreinigungen heran-
gezogen werden. Im Gegensatz zur UV-Spektrophotometrie bietet der Fluoreszenznachweis von
DNA eine hohere Empfindlichkeit und Spezifitit. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die
Standardtests mit den Farbstoffen Hoechst 33258, PicoGreen und SYBR Greenl durch

Huminsduren ebenfalls beeintrichtigt werden.
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Auswirkungen der Huminsiuren auf den SYBR-Green-I-Test

Die Auswirkungen der Huminsduren auf den SYBR-Green-I-Test wurden mit Hilfe von
molekularen Mechanismen charakterisiert. Spektroskopische und Gel-Retardations-Analysen
haben ergeben, dass zumindest die sichtbare Fraktion der Huminsduren den Test durch Bindung
von SYBR Green I stort. Da davon auszugehen ist, dass SYBR Green I unter den experimentellen
Bedingungen zweifach positiv geladen vorliegt (Kap. 6.1.1), ist eine elektrostatische Wechsel-
wirkung zwischen SYBR Green I und den negativ geladenen Carboxylgruppen der Huminsduren
moglich und wiirde die Stabilitdt der SYBR Green [/Huminsdure-Komplexe unter den elektro-
phoretischen Bedingungen erkldren. Allerdings hat die Wechselwirkung auch Folgen fiir die
spektroskopischen Eigenschaften von SYBR Green 1.

Die Fluoreszenz-Excitationsspektren spiegelten die Ergebnisse der differenzspektro-
skopischen Untersuchung wider und lieBen eine deutliche Loschung der SYBR Green I/DNA-
Fluoreszenz durch die Huminsduren erkennen. Aullerdem ging aus den Untersuchungen hervor,
dass die Excitationswellenlinge des SYBR Green I/DNA-Komplexes bei ca. 485 nm liegen
sollte. Eine Anregung im UV-Bereich erwies sich als nachteilig, da die Huminsduren eine starke
Eigenfluoreszenz bei Excitation in diesem Bereich aufweisen. Folglich sind die Stérungen
geringer, wenn der SYBR-Green-I- oder PicoGreen-Test eingesetzt wird, da bei diesen Tests die
Anregung der Fluoreszenz bevorzugt bei 485 nm und die Detektion der Fluoreszenz-Emission bei
522 nm erfolgt. Im Gegensatz dazu wird im Hoechst-33258-Test die Fluoreszenz bei 360 nm
angeregt und bei 465 nm detektiert (44). Aufgrund der Eigenfluoreszenz der Huminsiuren bei
etwa 470 nm nach Anregung im UV-Bereich, wie auch von Piana und Zahir berichtet (143), kann
die Loschung der Hoechst 33258/DNA-Fluoreszenz durch die Huminsduren unterschitzt werden,
weil die reduzierte Fluoreszenz des Komplexes durch die hohe Eigenfluoreszenz der Humin-
sduren kompensiert werden konnte. Daher ist es notwendig, die Eigenfluoreszenz so weit wie
moglich zu minimieren, um eine reproduzierbare DNA-Quantifizierung in Rohextrakten zu
ermoglichen. Da der SYBR-Green-I-Test eine hohe Fluoreszenz bei Anregung im visuellen
Bereich aufweist und die Eigenfluoreszenz der Huminséuren hier vernachldssigbar war, erschien

der SYBR-Green-I-Test weniger storanfillig.

Bei kleinen Huminsdure-Konzentrationen wurde die Fluoreszenz des PicoGreen-Tests zu
einem etwas geringeren Ausmass geloscht als beim SYBR-Green-I- bzw. Hoechst-33258-Test.
Frithere Untersuchungen haben allerdings gezeigt, dass der Hoechst-33258-Test weniger durch
Huminsduren beeintrachtigt wird als der PicoGreen-Test (44). Grund fiir diese abweichende

Beobachtung konnte die Verwendung von Huminsduren einer anderen Herkunft sein bzw. eine
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deutliche Unterschitzung des Einflusses der Huminsduren auf die Fluoreszenzmessung (siche
oben). Dariiber hinaus sei anzumerken, dass die DNA-Konzentrationen, die von Bachoon et al.
eingesetzt wurden, mindestens eine Groenordnung zu hoch fiir die verwendeten Farbstoff-
Konzentrationen waren (44; 70). Folglich waren die Farbstoff/bp-Verhiltnisse unter diesen

Bedingungen insbesondere beim PicoGreen-Test zu niedrig.

Abgesehen von allgemeinen Uberlegungen beziiglich dem Farbstoff/bp-Verhiltnis und der
Fluoreszenz des Farbstoff/DNA-Komplexes (Kap. 6.1.1), deuteten die durchgefiihrten Kompeti-
tionsexperimente darauf hin, dass die Anwesenheit von Huminsduren das Farbstoff/bp-Verhiltnis

durch kompetitive Bindung von SYBR Green I veréndert (Abb. 6.1-2).

[SG x DNAJ [SGs x SGi x DNA]"

Lo 4
Ex

‘-}Em

; SG
SG + DNA — SG' x DNA P SGs x SG' x DNA
+ + +
HS HS HS
SG x HS SG' x DNA SG* x SG'x DNA
+ +
SG x HS SG x HS

Abb. 6.1-2 Schematische Darstellung der Mechanismen, die den Einfluss der Huminsduren auf den
SYBR-Green-I-Test beschreiben. Folgende Aspekte sind gezeigt: Kompetition der Huminsduren (HS) und
der DNA um die Bindung von SYBR Green I (SG) unter Beriicksichtigung der (Semi-)Interkalation von
SG (SG") sowie dessen Wechselwirkung mit einer der beiden Furchen der DNA (SG%); Fluoreszenz-
Loschung der angeregten Komplexe [SG' x DNA]" und [SG® x SG' x DNA]" durch HS aufgrund des
inneren Filtereffektes und der dynamischen Fluoreszenz-Loschung (Blitze). [SG* x SG' x DNA]' ist der
vermutete Fluorophor ( ). Stochiometrische Koeffizienten, die Fluoreszenz-Excitation und -Emission
der HS sind nicht dargestellt. (Ex, Excitation; Em, Emission)

Die Kompetitionsreaktion fiihrt aber nur dann zu einer Verringerung der Fluoreszenz, wenn die
Menge des an DNA gebundenen Farbstoffs dadurch deutlich herabgesetzt wird (Kap. 3.1.2.2).
Solch ein Szenario konnte der Grund fiir die beobachteten Abweichungen der Kurvenverldaufe in
den modifizierten Stern-Volmer-Diagrammen bei kleinen Huminsduren-Konzentrationen sein
(Abb. 3.2-6). Ebenso wiren damit die sigmoide Abhéngigkeit der SYBR Green I/DNA-
Fluoreszenz bzw. der Steigungen der Kalibriergeraden von der Huminsdure-Konzentration zu
erkldren (Abb. 3.2-12). Die durch die Kompetitionsreaktionen hervorgerufene Verringerung an
gebundenem SYBR Green I konnte kompensiert werden, indem die SYBR-Green-I-Konzen-

tration im modifizierten Test auf 9,8 uM erhoht wurde.
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Das kompetitive Verhalten der Huminsduren und DNA um die Bindung von SYBR Green |
erscheint vor dem Hintergrund, dass SYBR Green I zwei Bindungsmodi mit DNA aufweist
((Semi-)Interkalation und Wechselwirkung mit einer der beiden Furchen der DNA), noch
komplexer. Dieses Bindungsmodel konnte dazu genutzt werden, um die beobachtete konkave
Kriimmung der Stern-Volmer-Diagramme beziiglich der Abszissenachse zu erkldren, da SYBR
Green I aufgrund der verschiedenen Bindungsmodi fiir den Fluoreszenzloscher (Huminsduren)
unterschiedlich zuginglich ist (72). Allerdings miissen solche Experimente bei konstanten
Ionenstirken durchgefiihrt werden (83). Dies war aufgrund der Heterogenitit der verwendeten
Huminsduren nicht moglich. Geht man aber davon aus, dass der SYBR Green /DNA-Komplex
mit interkaliertem Farbstoff getrennt vom Komplex mit interkaliertem und oberflichen-
gebundenem SYBR Green I behandelt werden kann (Abb. 6.1-2), dann kénnte die Kompetition
der Huminsduren und der DNA um das SYBR GreenI in diesem Test liberwiegend auf den
Abzug von oberflichengebundenem SYBR Green I zuriickgefiihrt werden, da letzteres eine viel

hohere Fluoreszenz aufweist als das durch (Semi-)Interkalation gebundene SYBR Green 1.

Obwohl kompetitive Bindungsereignisse fiir die Fluoreszenz-Léschung im SYBR-Green-I-
Test verantwortlich sind, konnte eine direkte Wechselwirkung zwischen Huminséuren und dem
SYBR Green I/DNA-Komplex (statische Fluoreszenz-Loschung) nicht nachgewiesen werden.
Um diesen Aspekt abschlieBend kldren zu kdnnen, wiren die Bestimmung der Fluoreszenz-
lebensdauer notwendig, da diese definitiv eine Unterscheidung zwischen der statischen und
dynamischen Fluoreszenz-Loschung erlauben (83). Jedoch konnte die Auswirkung einer
dynamischen Fluoreszenz-Loschung auf die SYBR Green I/DNA-Fluoreszenz gezeigt werden,
indem der Einfluss von steigenden Temperaturen auf die Stern-Volmer-Diagramme untersucht
wurde (Abb. 3.2-7). Das Ausmal} der dynamischen Fluoreszenz-Loschung war bei Huminsaure-
Konzentrationen unterhalb von 10 ug/ml zu vernachlidssigen. Im Hinblick auf die DNA-
Quantifizierung in Rohextrakten aus Umweltproben kann somit der Einfluss der dynamischen
Fluoreszenz-Loschung minimiert werden, indem der huminsdurehaltige Rohextrakt verdiinnt

wird.

Es kann das Argument vorgebracht werden, dass eine statische Fluoreszenz-Loschung
unwahrscheinlich ist, weil eine enge rdumliche Nachbarschaft zwischen negativ geladenen
Huminsdure- und DNA-Molekiilen unrealistisch erscheint. Allerdings wére es denkbar, dass das
positiv geladene SYBR Green 1 als Mediator zwischen der DNA auf der einen und den
Huminsduren auf der anderen Seite wirken konnte. Diese Annahme erscheint plausibel, da

SYBR Green I sich in eine der beiden Furchen der DNA einlagert und der Komplex seine
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maximale Fluoreszenz erst ab einem Farbstoff/bp-Verhéltnis von ca. 2 bis 4 erreicht. Ferner
konnte dieses Konzept die Erhohung der elektrophoretischen Mobilitdt der SYBR Green I/DNA-
Komplexe mit steigender Huminsdure-Konzentration erkldren, ohne dass es zu relevanten
Fluoreszenzverlusten kommt, solange eine kritische Huminsdure-Konzentration nicht iiber-
schritten wird (Abb. 3.2-10). Die positiven Ladungen der SYBR-Green-I-Molekiile, die eng an
die DNA gebunden vorliegen, werden durch die negativen Ladungen von assoziierten Humin-
sduren abgeschirmt, die ebenfalls wéhrend der Elektrophorese mit dem SYBR Green I/DNA-
Komplex in Richtung der Anode wandern. Solch ein Verhalten der Huminsduren wiirde fiir ein
quenching-sphere-of-action sprechen. Bei dieser Art der Fluoreszenz-Ldschung befindet sich der
Fluoreszenzloscher im Moment der Anregung in enger rdumlicher Ndhe zum Fluorophor, wobei
Fluoreszenzloscher und Fluorophor kein Komplex bilden (83). Dieser Mechanismus konnte
ebenfalls eine Erklidrung fiir die Abweichung der Stern-Volmer-Diagramme von der Linearitit

liefern.

Konsequenzen fiir die Quantifizierung von DNA in Rohextrakten

Im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Loschung der
SYBR-Green-I-Fluoreszenz auf einen inneren Filtereffekt, eine dynamische Fluoreszenz-
Loschung und kompetitive Bindung von SYBR Green | zuriickzufiihren ist. Eine Beeinflussung
durch einen quenching-sphere-of-action-Mechanismus bedarf noch einer endgiiltigen Verifizie-
rung. Auf Basis dieser Befunde wurden Verfahrensschritte entwickelt, um die Auswirkungen der
Huminsduren auf die DNA-Quantifizierung zu minimieren. Der innere Filtereffekt, die
dynamische Fluoreszenz-Loschung und ein moglicher quenching-sphere-of-action-Mechanismus
konnten durch eine Verdiinnung des Rohextraktes verringert werden. Allerdings sind der
Verdiinnungsprozedur aufgrund der Empfindlichkeit des Tests Grenzen gesetzt. Die untere
Nachweisgrenze fiir die DNA-Bestimmung mittels SYBR-Green-I-Fluoreszenz wurde bei
Applikation entsprechender Fluorimeter zu 50 pg/ml ermittelt (66). Des Weiteren ermdglichte die
Erh6éhung der SYBR-Green-I-Konzentration von 3,1 4M (Standardtest) auf 9,8 uM eine weitere
Verringerung der negativen Auswirkungen durch die Huminséuren, da der Kompetition zwischen
Huminsduren und DNA um die Interaktion mit SYBR Green I entgegengewirkt wurde. Dieser
Verfahrensschritt hatte den Nachteil, dass er zu einem 1,3fachen Verlust der Empfindlichkeit des
SYBR-Green-I-Tests gefiihrte hatte. Dagegen konnte durch diese Maflnahme der Einfluss der

Fluka-Huminsduren bei Konzentrationen bis 7 yg/ml um das 22fache vermindert werden.
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Zuverlissigkeit des modifizierten SYBR-Green-I-Tests

Nachdem die relevanten Parameter untersucht und der Standardtest entsprechend verdndert
worden ist, wurde der modifizierte SYBR-Green-I-Test beziiglich seiner Zuverldssigkeit im
Vergleich zum PicoGreen-Test iiberpriift. Dazu gehorte u.a. die Bestimmung von Wieder-
findungen von DNA-Standards in prédparierten Extrakten, die bekannte Mengen an ktDNA und
Fluka-Huminsduren enthielten, einerseits und in Rohextrakten aus Umweltproben andererseits.
Die ermittelten Daten haben gezeigt, dass beide Testsysteme gute und vergleichbare Wieder-
findungen fiir die DNA-Standards aufweisen, wenn das Standardadditionsverfahren und die
Auswertungsmethode I (Kap. 8.1.3.2) angewendet wurden.

Bei der Untersuchung von Umwelt-Rohextrakten zeigten die Wiederfindungen, die nach
der Auswertungsmethode I ausgewertet wurden, fiir den PicoGreen-Test etwas kleinere Werte als
fiir den modifizierten SYBR-Green-I-Test. Dieser Nachteil des PicoGreen-Tests konnte durch
den Einsatz hoherer PicoGreen-Konzentrationen ausgeglichen werden (vgl. Modifikation des
SYBR-Green-I-Standardtests). Betrachtet man allerdings die anfallenden Reagenzienkosten, dann
erscheint diese Vorgehensweise nicht sinnvoll. Fiir die folgende Kostenabschitzung wurde der
momentan in Europa giiltige Preis der Firma Molecular Probes fiir die beiden Farbstoffe
zugrunde gelegt (Bestellung von ein bis vier Reagenzieneinheiten). Der Preis fiir das PicoGreen-
Reagenz betridgt 290 € pro ml und fiir das SYBR-Green-I-Reagenz 418 € pro ml. Angenommen,
dass beim PicoGreen-Test ebenfalls eine Konzentrationserh6hung in der gleichen GréBenordnung
wie im Falle des modifizierten SYBR-Green-I-Tests notwendig wire, dann wiirden die
Reagenzienkosten fiir den verdnderten PicoGreen-Test 17,3fach hoher liegen als beim
modifizierten SYBR-Green-I-Test. Die final eingesetzten Konzentrationen wéren unter diesen
Bedingungen bei PicoGreen 2,5 uM (1:80 Verdiinnung) und bei SYBR Green I 9,8 uM (1:2 000
Verdiinnung). Auch bei Betrachtung des PicoGreen-Standardtests (1:250 Verdiinnung) mit einer
finalen Konzentration von 0,8 uM wiren die Kosten fiir den PicoGreen-Test immer noch 5,6mal

hoher im Vergleich zu den Kosten fiir den modifizierten SYBR-Green-I-Test.

Die Auswertung des Standardadditionsverfahrens nach den Auswertungsmethoden I, II und
IIT ergab keine deutlichen Unterschiede zwischen den drei Auswertungsverfahren im Hinblick
auf die mittleren Wiederfindungen und deren Standardabweichungen bei Rohextrakten aus
Umweltproben (Tab. 3.2-3). Bis auf eine Ausnahme wurden die gleichen Ergebnisse bei
préaparierten Extrakten mit ktDNA-Standards erhalten (Tab. 3.2-2). Im Gegensatz dazu fiihrte die
DNA-Quantifizierung in Einzelverdiinnung eines Rohextraktes zu deutlich geringeren Wieder-

findungen. Die Strategie, mehrere Verdiinnungsstufen eines Rohextraktes (Verdiinnungsreihen)
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zu untersuchen und so den DNA-Gehalt abzuleiten, lieferte zwar eine mittlere Wiederfindung
von 100 %, allerdings war die Standardabweichung mit 17 % sehr hoch. Somit zahlt sich die
Anwendung des zeitintensiven Standardadditionsverfahrens aus, wenn es auf die Genauigkeit der

DNA-Gehalte ankommt.

Abgesehen von den Wiederfindungen wurden die DNA-Gehalte in den Umweltproben
bestimmt, um die Zuverlédssigkeit des modifizierten SYBR-Tests iiber diesen Faktor zu beur-
teilen. Die ermittelten DNA-Gehalte lagen in den fiir die untersuchten Umweltproben
angemessenen Bereichen. Bevor allerdings liber den neuen SYBR-Green-I-Test eine Bewertung
gefdllt wird, ist es wichtig, einige Aspekte beziiglich der DNA-Gehalte in Umweltproben zu
beachten. DNA-Gehalte konnen von Probe zu Probe variieren, da die extrahierte Menge an DNA
vom Boden- bzw. Sedimenttyp, der Bodenbiologie, dem saisonalen Klima und dem Gehalt an
Wasser, Sauerstoff und organischen Stoffen abhingig ist (30; 31). Ferner hdangt der DNA-Gehalt
von der Lagerung des Probenmaterials und dem eingesetzten Aufschlussverfahren sowie von der
Reinigungsmethode ab (31; 55). Diese Parameter sollten beim Vergleich der DNA-Gehalte

verschiedener Umweltproben berticksichtigt werden.

Ein wichtiges Kriterium fiir die Beurteilung der ermittelten DNA-Gehalte kann aus den
Abschdtzungen der Gesamtzellzahlen der in Bdden bzw. Sedimenten lebenden Prokaryoten
gewonnen werden, wenn angenommen wird, dass der iiberwiegende Anteil der extrahierten
Umwelt-DNA aus Prokaryoten stammt (30). In Bodenproben von Weideflichen und kultivierten
Boden wurden prokaryotische Gesamtzellzahlen zu 2x10° Zellen pro g Bodenprobe geschitzt
(144). Die direkte Bestimmung der Gesamtzellzahl mit Acridine Orange lieferte 3,8x10° Zellen
pro g Sedimentprobe (30). Somit wiren pro g Bodenprobe ca. 10 — 20 ug prokaryotische DNA zu
erwarten, unter der Annahme, dass jedes einzelne Genom einer im Boden lebenden und sich in
der stationdiren Wachstumsphase befindlichen, prokaryotischen Zelle ein Gewicht von 5x107™"° g
aufweist (basierend auf den Daten von E. coli) (145). In der Tat wurden DNA-Gehalte aus
Waldbodden in einem Bereich zwischen 13,7 und 26,9 ug/g Boden (Trockengewicht) gefunden
(77). In Weide- und Ackerlandbdden wurden prokaryotische Gesamtzellzahlen von bis zu
2,1x10'" Zellen pro g Boden ermittelt (88). Das bedeutet, dass bis zu 105 ug DNA pro g Boden
extrahiert werden konnen. Die DNA-Gehalte konnten sogar hoher ausfallen, wenn durch die

Extraktionsprozedur neben den prokaryotischen auch andere Organismen lysiert werden.

Aufgrund entsprechender Untersuchungen erscheint die Annahme eines Genomgewichtes
von 1x10™"° g DNA pro Zelle fiir aquatische Sedimentproben plausibel (57). Damit konnen DNA-
Gehalte mit etwa 2 ug pro g Sediment ebenfalls erwartet werden. Die bisher ermittelten DNA-
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Gehalte fiir Proben aus wissrigem Milieu lagen in einem Bereich von 1,3 und 23,3 ug/g
Sediment (146). Allerdings sei anzumerken, dass die DNA-Konzentrationen mittels Hoechst-
33258-Fluoreszenz bestimmt wurden und dass sich die ermittelten DNA-Gehalte auf das
Nassgewicht der untersuchten Proben beziehen. Trotz dieser Einschrankungen zeigen diese Daten
an, in welchem Bereich sich die DNA-Gehalte aus aquatischen Standorten bewegen kdnnen. In
Proben aus Miindungswassergebieten wurden DNA-Gehalte von ca. 27 ug/g Sediment (Trocken-

gewicht) mit Hilfe einer densitometrischen DNA-Bestimmung in Agarosegelen ermittelt (147).

Die mit dem modifizierten SYBR-Green-I-Test ermittelten DNA-Gehalte zeigen ebenfalls
einen breiten Bereich an DNA-Gehalten in Umweltproben unterschiedlicher Herkunft und liegen
im Rahmen der ver6ffentlichten Daten (siche oben). In Proben aus Wattsedimenten, ebenso wie
aus marinen Sedimenten, wurden DNA-Gehalte zwischen 0,3 und 2,1 ug/g Sediment (Trocken-
gewicht) ermittelt. In Bodenproben und limnologischen Sedimentproben wurden DNA-Gehalte in
einem Bereich zwischen 12,7 und 28,4 ug/g Probe (Trockengewicht) bestimmt, mit Ausnahme
einer Probe limnologischer Herkunft (Proben-Nr. 11, Tab. 3.2-4). Solche Abweichungen koénnen
auf die Textur der Probenmatrix zurlickgefiihrt werden. So war die Probe limnologischer
Herkunft (Proben-Nr. 11) hauptsidchlich aus kleinen Wurzeln und Blattresten zusammengesetzt,
die noch nicht vollstindig humifiziert waren. Im Gegensatz dazu zeichneten sich die iibrigen
Proben, durch eine feinere Textur der Probenmatrix aus. In Proben aus Miindungswassergebieten
wurden DNA-Gehalte zwischen 4,2 und 10,5 ug/g Sediment (Trockengewicht) gefunden und
liegen damit zwischen den Werten, die fiir Proben aus limnologischen und marinen Gebieten

erhalten wurden.

Die UV-spektrophotometrische DNA-Quantifizierung in Proben mariner Herkunft (Proben-
Nr. 1 und 2) ergab DNA-Gehalte zwischen 5 und 11,4 ug/g Sediment (Trockengewicht). Aller-
dings wurde eine 10- bis 30fache Uberschitzung der DNA-Gehalte erzielt, wenn die DNA-
Quantifizierung mittels UV-Spektrophotometrie erfolgte (Kap. 3.2.6). Ausgehend von diesem
Befund sollten die DNA-Gehalte fiir die marinen Proben im Bereich zwischen 1,1 und 0,4 ug/g
(Proben-Nr. 1) und zwischen 0,5 und 0,2 ug/g Sediment (Trockengewicht) (Proben-Nr. 2) liegen.
Die DNA-Gehalte, die mit dem modifizierten SYBR-Green-I-Test bestimmt wurden, lagen
innerhalb dieser Bereiche (Tab. 3.2-4).

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass neben der guten Ubereinstimmung der
ermittelten DNA-Gehalte mit den in der Literatur beschriebenen Daten und den Berechnungen
hinsichtlich der theoretisch extrahierbaren DNA-Mengen, die hohen Wiederfindungen dem

modifizierten SYBR-Green-I-Test eine sehr gute Zuverlissigkeit bescheinigen.
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6.2 Konstruktion einer Plasmid-Genbank aus Boden-DNA

6.2.1 Aufschluss von Bodenbakterien

Der Aufschluss der in einer Bodenprobe lebenden Mikroorganismen ist der erste wichtige
Schritt in der Gewinnung von DNA, die zur Erstellung einer rekombinaten Boden-DNA-Genbank
dienen soll. Das Aufschlussverfahren muss die Isolierung einer hochmolekularen, intakten
genomischen Boden-DNA ermoglichen, um die DNA mit Restriktionsenzymen zu spalten und so
DNA-Fragmente mit definierten Schnittstellen herstellen zu konnen. Daher sollte eine Methode

gewdhlt werden, die moglichst geringe mechanische Krifte auf die DNA ausiibt (46).

Die Eigenschaften des iiberkritischen Kohlendioxids hinsichtlich der guten Penetration
durch Zellwiande von Mikroorganismen (148) und die Vorstellung, dass beim Dekompressions-
vorgang das sich schnell ausdehnende Gas lediglich mechanische Krifte auf die Zellwidnde
ausiibt (90), lieB diesen Aufschluss als eine gute Alternative zu anderen Aufschlussverfahren
erscheinen. Allerdings zeigten die Untersuchungen mit Gram-negativen (Pseudomonas) und
Gram-positiven (Arthrobacter, Rhodococcus) Bakterien sowie mit autoklavierten Bodenproben,
die mit diesen Reinkulturen dotiert waren, dass sowohl die Bakterienart als auch die Matrix der
Bodenprobe das Aufschlussverfahren negativ beeinflussen. Auflerdem hat der physiologische
Status der Zelle einen Einfluss auf die Aufschluss-Effizienz des iiberkritischen Kohlendioxids
(149). Zwar konnten mit diesem Verfahren signifikante Mengen an Boden-DNA aus einem
unbehandelten Kompostboden isoliert werden, jedoch ging aus den Voruntersuchungen hervor,
dass bestimmte Bakterienarten nicht aufgeschlossen werden. Die Klonierung einer solchen DNA-
Priparation hitte somit zur Folge, dass die genetische Information bestimmter Bakterienarten
nicht in der Genbank vertreten wére. Da diese Methode im Vergleich zu den Aufschlussverfahren
nach Zhou (Kap. 8.3.3.2) und Moré¢ (Kap. 8.3.3.3) dariliber hinaus mit einem hohen apparativen
Aufwand verbunden ist, wurde dieses Aufschlussverfahren nicht weiterverfolgt. Fiir die
Isolierung der Boden-DNA zur Erstellung einer Plasmid-Genbank wurde die Methode nach Zhou
gewdhlt, da bereits gezeigt werden konnte, dass die derart isolierte Boden-DNA fiir die

Konstruktion von Boden-DNA-Genbanken geeignet war (23; 91).

6.2.2 Reinigung und Restriktionsspaltung von genomischer Boden-DNA

Neben dem Aufschluss von Mikroorganismen in komplexen Umweltproben ist die Reinigung der
Nukleinsdure-Priaparation ein zentraler Schritt in der Prozesskette zur Analyse von Genen und

threr Expressionsmuster. Als Storstoffe sind dabei all diejenigen Substanzen anzusehen, die den
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Reinigungsprozess und die weiteren Verfahrensschritte negativ beeinflussen konnen. Dazu zéhlen
Detergenzien, Komplexbildner und Chaotrope, aber auch Proteine, Kohlenhydrate und andere
hochmolekulare Substanzen, die aus den Zellen der Mikroorganismen freigesetzt werden.
Daneben spielen coextrahierte Inhaltsstoffe der Umweltprobe eine wichtige Rolle. Besondere
Bedeutung kommt dabei den geldsten Huminstoffen (Humin-, Fulvosduren) zu, die in hohen
Gehalten in Boden vorkommen und potente Enzym-Inhibitoren bilden (45; 51; 150). Eine
effektive Klonierung der Boden-DNA ist nur moglich, wenn diese Substanzen zuverldssig
entfernt werden (24).

Eine Abtrennung der geldsten Huminstoffe aus nukleinsdurehaltigen Boden-Rohextrakten
war mittels der Ausschlusschromatographie moglich. Diese Reinigungsmethode erfiillte die
gestellten Qualitdtskriterien insoweit, dass die gereinigten DNA-LGOsungen geringe
Fragmentierungen und die fiir Nukleinsduren charakteristischen UV/Vis-Spektren aufwiesen. In
den tiberwiegenden Fillen lieB3 sich die praparierte DNA ohne Zusatz von BSA mit Restriktions-
enzymen spalten. Allerdings wurden hohe DNA-Verluste bei der Reinigungsprozedur beobachtet
(z.T. bis 90 %). Die Ursachen hierfiir konnen vielfdltig sein. So sollte die Konzentration an
Proteinen im Umwelt-DNA-Rohextrakt nicht grofer als 20 mg/ml sein, da sonst die Viskositit
des Rohextraktes zu hoch ist und es zur Ausbildung von Aggregaten kommen kann, die eine
quantitative DNA-Reinigung empfindlich beeinflussen konnen (151). Ferner sollte die DNA-
Konzentration in der zu reinigenden Lésung zwischen 0,02 und 1,0 mg/ml liegen. Um den DNA-
Gehalt im Rohextrakt durch Verdiinnung oder Zugabe einer Trigersubstanz (fragmentierte
ktDNA) entsprechend anzupassen, bietet hier der modifizierte SYBR-Green-I-Test (Kap. 6.1.2)
die Moglichkeit, die DNA-Konzentration im huminstoffhaltigen Rohextrakt zu ermitteln. Aus der
Bodenprobe 'Stralengraben Europastralle 55' (6 g Feuchtgewicht) konnten ca. 37 ug spaltbare,

genomische Boden-DNA gewonnen werden.

Eine andere Strategie, huminstofffreie Nukleinsdure-Priparationen herzustellen, verfolgt
den Ansatz, die Mikroorganismen zunidchst mittels eines Nycodenz-Gradienten von den
Bodenpartikeln abzutrennen und anschlieBend die Zellen aufzuschlieBen (48). Es zeigte sich, dass
zwar die Ausbeute an extrahierter Boden-DNA geringer als beim direkten Aufschluss der
Bodenmikroorganismen war, allerdings hatte dies keinen Einfluss auf die mikrobielle Diversitét
der DNA-Priparation. Neuere Untersuchungen zur Entfernung von PCR-Hemmstoffen aus
Rohextrakten haben ergeben, dass durch den Einsatz von AINH4(SO4), wihrend der Aufschluss-
prozedur der Gehalt an coextrahierten PCR-Inhibitoren, wie z.B. Huminstoffen, signifikant
reduziert werden konnte (152). Es bleibt zu untersuchen, ob die auf diese Weise isolierte

Umwelt-DNA zur Konstruktion einer Umwelt-DNA-Genbank geeignet ist.



Diskussion 131

Die quantitative Entfernung der gelosten Huminstoffe durch Einsatz der Ausschluss-
chromatographie-Séulen kann nicht fiir jeden beliebigen Boden-DNA-Rohextrakt garantiert
werden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei anderen Reinigungsverfahren gemacht und
sind auf die Heterogenitdt der Huminstoffe zuriickzufiihren (51). Da sich aber bereits geringe
Riickstinde an gelosten Huminstoffen in der DNA-LOsung negativ auf die Aktivitit von
Enzymen auswirken (45), wurde untersucht, ob der Einsatz von BSA die Inhibierung durch die
Huminstoffe minimieren kann. Vorversuche mit Fluka-Huminsduren haben gezeigt, dass eine
Wechselwirkung zwischen BSA und Huminsduren zur Ausbildung von Komplexen fiihrt. Diese
Interaktion erdffnete nun die Moglichkeit, die Restriktionsenzyme bei der Spaltung der Boden-
DNA durch einen BSA-Uberschuss vor den Huminsiuren zu schiitzen, wie am Beispiel von
Sau3 Al und Hsp92lIl gezeigt werden konnte. Allerdings erfolgte die Bindung der Huminsduren
an das BSA auch bei einem hohen BSA-Uberschuss nicht quantitativ. Dieses Verhalten kann
jedoch auch von Vorteil fiir die Spaltung der DNA sein, solange die Restriktionsenzyme nicht
ihre vollstindige Aktivitit durch die verbleibenden, freien Huminstoffe verlieren: Werden
aufgrund einer verringerten Aktivitit nicht alle Erkennungssequenzen durch das Restriktions-
enzym gespalten und liegt solch eine nicht-gespaltene Erkennungssequenz zufillig innerhalb
eines offenen Leserahmens, dann besteht die Moglichkeit, dass spéter die genetische Information

dieses offenen Leserahmens in ein funktionsfiahiges Protein transkribiert und translatiert wird.

Die untersuchten Restriktionsenzyme Sau3Al bzw. Hsp92Il reagierten duBerst unter-
schiedlich auf die verschiedenen Huminsédure-Priparationen. Diese Beobachtung wurde ebenfalls
von Tebbe et al. fiir andere Enzyme gemacht (45). Durch Zugabe von BSA konnte fiir Sau3Al
und Hsp92Il die geringste inhibierende Konzentration gegeniiber den eingesetzten Huminsiuren
deutlich erhoht werden. Weiterhin zeigten sich die Enzyme aber unterschiedlich empfindlich
gegeniiber Huminséuren verschiedener Standorte. So fiihrte die Zugabe von BSA zu DNA-
Spaltungsversuchen mit Sau3 Al im Fall der Fluka-Huminséduren zu einer ca. 200fachen Erh6hung
der geringsten inhibierenden Konzentration, wiahrend in Gegenwart einer Huminstoff-Praparation
einer Winogradsky-Saule lediglich eine 50fache Erhohung beobachtet wurde. Dieses unter-
schiedliche Verhalten ist vermutlich auf die Heterogenitit der Huminstoffe zuriickzufiihren.
Theoretisch wéren somit flir jede kontaminierte DNA-Losung aufwendige Optimierungsschritte
notwendig, da die Huminstoffe bei jeder Umwelt-DNA-Priparation eine andere Zusammen-
setzung haben konnen (51) und sich anders auf die Aktivitit der Enzyme auswirken. Da das

eingesetzte BSA keinen erkennbaren Einfluss auf die Enzymaktivitit hatte und um aufwendige
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sowie teuere Optimierungsschritte zu vermeiden, wurde das BSA bei der Spaltung von Boden-

DNA generell in einer finalen Konzentration von 10 mg/ml eingesetzt.

Das Ziel, die isolierte Boden-DNA soweit zu préiparieren, dass sie mit den eingesetzten
Restriktionsenzymen gespalten werden konnte, wurde somit durch eine Kombination der
Ausschlusschromatographie zur Reinigung und dem Einsatz von BSA zur Komplexierung von

Riickstdnden an gelosten Huminstoffen erreicht.

6.2.3 Klonierung der Boden-DNA und Durchmusterung der Genbank

Nach Reinigung und Restriktionsspaltung der Boden-DNA mit EcoRI erfolgte die Ligation der
DNA in den Vektor pJOE930 und Transformation von E. coli DHS5«. Fiir den Erfolg der
Durchmusterung einer Genbank ist neben der Wahl eines geeigneten Expressionswirts auch der

Einsatz eines entsprechenden Vektorsystems wichtig (13).

pJOE930

Die Verwendung eines Plasmides, im Speziellen von pJOE930, als Klonierungs- bzw.
Expressionsvektor erschien aus mehreren Griinden fiir die gestellten Ziele geeignet zu sein. Fiir
die Identifizierung kleiner Gene, wie z.B. Hydrolase-Gene, die im Allgemeinen eine Grofe
zwischen 1 und 2 kb besitzen, wird die Klonierung 'kleiner' DNA-Fragmente (bis 20 kb) als
ausreichend angesehen und der Einsatz von Plasmiden empfohlen (13). Im Gegensatz dazu
erfordert die Isolierung von komplexen Genclustern, die hdufig GroBen zwischen 30 und iiber
100 kb besitzen, eine aufwendige Praparation von hochmolekularer DNA aus Umweltproben und
den Einsatz von BAC-Vektoren (24). Weiterhin hat die Verwendung eines Plasmides den Vorteil,
dass die Expression des Fremd-Gens durch Vektor-eigene Promotoren gesteuert werden kann und
damit unabhéngig von Gen-eigenen Promotoren ist. Das Plasmid pJOE930 besitzt dariiber hinaus
zwel entgegengesetzt gerichtete, induzierbare /ac-Promotoren, die theoretisch eine Transkription
des inserierten Gens unabhdngig von seiner relativen Orientierung zum lac-Promotor
ermdglichen (89). Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Fremd-Gen heterolog exprimiert und u.U. ein
aktives Protein mit einem geeigneten Testsystem detektiert wird, erhoht sich dadurch. Nachteilig
wirkt sich die geringe Insert-Kapazitit von Plasmiden (vgl. Kap. 4.1) auf die Anzahl der
rekombinanten Klone aus, um das gesamte Metagenom einer Bodenprobe in einer Genbank
niederzulegen (153). Die prokaryotische Diversitit in Boden wird auf bis zu 4 000 verschiedene
Bakterienarten geschdtzt (145). Neueren Untersuchungen zufolge, kann die genetische
Komplexizitidt von mikrobiellen Konsortien sogar in einer Grofenordnung zwischen 6 000 und

11 000 Spezies liegen (154). Bei einer durchschnittlichen Genomgrof3e von 4 Mbp (153) miissten
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demnach ca. 10" Klone (4 000 x 4x10° bp x 4/5 000 bp) in einer Plasmid-Bank mit einer mittleren
InsertgroBe von 5 kb erzeugt werden, um die Gesamtheit der Genome in nur vierfacher
Redundanz vorliegen zu haben. Beim Einsatz von BAC-Vektoren und einer durchschnittlichen
Insert-Grofe von 100 kb miisste dagegen eine Genbank mit etwa 6x10° Klonen (4 000 x 4x10° bp
X 4/10° bp) angelegt werden. Diese Berechnungen basieren aber auf der Annahme, dass die
Genome der verschiedenen Spezies in der isolierten DNA-Préparation und in der Genbank gleich
hiufig vertreten sind. Auf reale Bodenproben trifft diese Annahme wahrscheinlich nicht zu (153).
Somit miissen sogar weit groflere Genbanken angelegt werden, um den iiberwiegenden Teil der

Mikrobengemeinschaft zu erfassen.

Die Expression eines in pJOE930 klonierten Gens kann iiber die beiden /ac-Promotoren
gesteuert werden (89). Idealerweise sollte dazu der /lac-Repressor in Abwesenheit eines
Induktors, wie z.B. IPTG, an den /ac-Operator binden und damit die Transkription eines
stromabwirts vom /Jac-Promotor liegenden Gens génzlich unterbinden. Allerdings ist die
Repression im Fall vom /ac-Operon nicht vollstindig, so dass es auch in Abwesenheit des
Induktors zur einer geringen Expression der klonierten Gene kommt (92). Hat ein gebildetes
Protein eine schiadliche Wirkung auf die E.-coli-Zellen, dann kann das dazu fiihren, dass es sich
in toxischer Konzentration ansammelt und zum Absterben der Zellen fiihrt. Letzteres kdnnte eine
Erkldrung dafiir sein, warum bei der Durchmusterung der Plasmid-Genbank keine aktiven
Proteasen gefunden wurden: Selbst geringe Konzentrationen an Proteasen konnten zu einer
Proteolyse der Wirtszellen gefiihrt haben. (Eine proteolytische Aktivitit konnte fiir den Klon
HZ26, dem eine Zink-Protease vorhergesagt wurde, auf Magermilch-Platten nicht nachgewiesen
werden (Kap. 5.1.3)). Aber sogar wenn das exprimierte Protein sich nicht nachteilig auf den
fremden Wirt auswirkt, wiére es fiir die Herstellung einer Plasmid-Genbank wiinschenswert, die
klonierten Gene zu regulieren, da eine stindige Transkription mdoglicherweise die
Replikationsfahigkeit des rekombinanten Plasmids beeintriachtigt (Wachstumsnachteil) und
schlieBlich zum Verlust des Plasmids in der Kultur fiihrt (49). Eine Mdglichkeit, diese
Problematik zu umgehen, konnte der Einsatz von Vektoren mit einem T7-Promotor bieten. Dieser
Promotor gestattet eine 'dichte’ Genregulation und damit eine gezielte Genexpression. Nach
Induktion erfolgt die Transkription der klonierten Gene sehr selektiv und duBlerst effektiv, da die
T7-RNA-Polymerase keine E.-coli-Promotoren erkennt und schneller als die wirtseigenen RNA-
Polymerasen arbeitet (155). Fiir die Durchmusterung der Boden-DNA-Genbank wurde das
Strukturmerkmal von zwei entgegengesetzt gerichteten Promotoren in einem Plasmid, wie sie in
pJOE930 zu finden sind, als duBlerst vorteilhaft erachtet. Da zum Zeitpunkt der Erstellung der

Genbank keine Vektoren mit zwei T7-Promotoren kommerziell erhiltlich waren und sich die
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Konstruktion eines solchen Plasmids als iiberaus schwierig herausstellte (person. Mitteilung Ch.
Buta, Fraunhofer-Institut fiir Grenzflichen- und Bioverfahrenstechnik (Stuttgart)), wurde - trotz

einiger Nachteile - pJOE930 fiir die Erstellung der Boden-DNA-Genbank eingesetzt.

E.-coli-DH5 a-Zellen, die das Plasmid pJOE930 enthalten, bilden in Gegenwart des
Farbstoffs X-Gal blaue Kolonien auf Agarplatten, wihrend Klone, die ein pJOE930-Fremd-
DNA-Konstrukt aufweisen, weill erscheinen (89). Diese Blau-Weil-Selektion erlaubt theoretisch
die Bestimmung der Inserthdufigkeit in einer Genbank. Allerdings hat die Restriktionsanalyse
gezeigt, dass lediglich 36 bis 60 % der weillen Klone ein pJOE930-Konstrukt mit Insert-DNA
enthielten. Somit war der Anteil an weillen, rekombinanten Klonen ohne Fremd-DNA recht hoch.
Zudem konnten solche Plasmid-Konstrukte nicht mit EcoRI gespalten werden. Diese Eigenschaft
wurde von Altenbuchner et al. auf eine Deletion der palindromischen DNA-Sequenz im
linearisierten pJOE930-Molekiil zurlickgefiihrt (89). Derartige Deletionen koénnen durch
Nuklease-Verunreinigungen hervorgerufen werden, die leicht wahrend der Vektor-Praparation
auftreten. Die 'beschéddigten' pJOE930-Molekiile stehen damit nicht mehr fiir die Ligation mit
Boden-DNA-Fragmenten zur Verfiigung, da die Vektor- und Fremd-DNA wahrscheinlich keine
komplementdren Enden mehr besitzen. Die Molekiile konnen sich nicht mehr durch Basen-
paarung aneinander lagern und werden daher nicht durch die Ligase kovalent verkniipft. Eine
Abwandlung der Prozedur zur Prédparation von pJOE930, wie z.B. eine doppelte Restriktions-
spaltung mit EcoRI und Sacl statt einer Behandlung mit CIAP und einer Gelelution, kdnnte die
Gefahr einer Nuklease-Kontamination verringern und damit die Anzahl an weilen Klonen mit

deletierten Plasmiden reduzieren (person. Mitteilung J. Altenbuchner).

Die Selbstligation und insbesondere die Deletion vom linearisierten pJOE930, die zum
Auftreten von weiflen Transformanden ohne Fremd-DNA gefiihrt haben, kdnnen sich nachteilig
auf die Ablage der Genbank in Mikrotiterplatten auswirken, da diese Klone unnétigerweise die
Materialkosten und den Lagerungsplatz in die Hohe treiben. Dariiber hinaus ergibt sich daraus
auch ein Mehraufwand beim Durchmustern der Genbank nach verschiedenen Enzymaktivitéiten.
In der vorliegenden Arbeit wurden bei der manuellen Uberfiihrung der Transformanden in
Mikrotiterplatten ('picken') die dunkelweilen Klone (Kap. 4.3) aus diesen Griinden nicht
beriicksichtigt. Der Verlust an dunkelweillen Klonen, die dennoch eine Insert-DNA enthielten
(etwa 10 % der dunkelweiflen Klone), wurde hierbei in Kauf genommen. Beim Einsatz eines
Pickroboters zur Ablage der Transformanden macht sich diese Problematik ebenfalls bemerkbar.
Die optischen Systeme von Pickrobotern sind normalerweise darauf optimiert, zwischen weillen

und blauen Kolonien zu unterscheiden. In Testversuchen war es dem verwendeten Pickroboter
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nicht moglich, die dunkel- und hellweilen Klone klar voneinander abzugrenzen, so dass die
dunkelweiflen Kolonien erst von Hand verwischt und damit fiir die Optik des Pickroboters
unkenntlich gemacht werden mussten. Dieser zusétzliche arbeits- und personalintensive Schritt

ist beim Einsatz von Pickrobotern zu beriicksichtigen.

Anhand der in dieser Arbeit gefundenen, aktiven Klone konnte gezeigt werden, dass
pJOE930 ein geeigneter Expressionsvektor zum Auffinden von neuen Enzymen aus Boden-DNA
ist. Bei einer hierarchischen Vorgehensweise zur Identifizierung von neuen Biokatalysatoren,
bestehend aus einem Durchmusterungsschritt auf Agarplatten (hoher Klondurchsatz) und einem
spezifischen Selektionsschritt in Mikrotiterplatten (geringer Durchsatz, aufwendig), bietet
pJOE930 mit den beiden entgegengesetzt gerichteten /ac-Promotoren Vorteile gegeniiber anderen
Vektoren. Diese Vorgehensweise hat sich insbesondere bei der Durchmusterung der Genbank
nach Oxidoreduktasen bewéhrt (Kap. 5.2). Verfahren, die eine Lagerung der Klone erfordern,
bzw. Testsysteme, die kostenintensive Materialien und/oder Reagenzien bendtigen, und deren
Erfolg von Klonen mit hohen Inserthidufigkeiten abhingig ist, machen allerdings Optimierungs-

schritte notwendig, um die Zahl an weillen Klonen ohne Insert-DNA zu minimieren.

Aktivitits-basierte Durchmusterung der Genbank

Die Durchmusterung der Genbank kann prinzipiell auf zwei verschiedenen Wegen beschritten
werden. Zum Einen konnen Gene auf der Basis von Sequenzédhnlichkeiten oder konservierten
Sequenzmotiven identifiziert werden. Dieser Ansatz bietet theoretisch die Moglichkeit, neue
Enzyme bekannter Proteinfamilien oder funktioneller Klassen iiber den gesamten Stammbaum
der prokaryotischen Mikroorganismen unabhidngig von wirtseigenen Eigenschaften (codon usage,
Promotorerkennung, Expressionslevel, usw.) nachzuweisen und mittels PCR-Methoden relativ
leicht zu isolieren. Neuartige Biokatalysatoren konnen allerdings mit diesem Verfahren nicht
gefunden werden, weil das Prinzip dieser Methode auf der Ahnlichkeit zu bereits bekannten
Proteinen beruht. Dariiber hinaus ist nicht bekannt, ob das gefundene Gen vom eingesetzten
Wirtsorganismus aktiv exprimiert werden kann und welches Substratspektrum das Protein besitzt.
Ein weiterer Ansatz, die Genbank zu durchmustern, basiert auf der biologischen Aktivitit der
rekombinanten Klone. Diese Aktivitits-basierte Vorgehensweise wurde in der vorliegenden
Arbeit gewihlt, da hier sichergestellt war, dass die fiir die Bildung eines aktiven Enzyms
notwendige genetische Information vollstdndig auf dem Plasmid vorhanden ist und von E. coli
exprimiert werden kann. Bei diesem Verfahren kann das aktive, rekombinante Enzym leicht
vermehrt und direkt einer Funktionsanalyse unterzogen werden, um festzustellen, ob dieser

Biokatalysator fiir eine technische Anwendung interessant ist. Sicherlich ldsst sich aber iiber die



136 Diskussion

heterologe Expression mit E. coli als Wirt nicht die Gesamtheit aller Gene einer Mikroben-
gemeinschaft darstellen, weil z.B. nicht alle Proteine exprimiert werden oder weil einige Enzyme

nicht aktiv bzw. toxisch fur den Wirt sind.

6.3 Gefundene Enzyme

Die Aktivitdt der bei der primdren Durchmusterung gefundenen Klone wurde durch Isolierung
und Restriktionsspaltung der rekombinanten Plasmide sowie durch Retransformation von
E. coli DH5« iiberpriift. AnschlieBend folgte die Sequenzierung der Insert-DNA und die
bioinformatische Analyse der offenen Leserahmen. Die abgeleiteten Genprodukte, die
Aminosiuresequenz-Identititen und -Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Proteinen sind in Tab.
5.4-2 zusammengefasst. Die folgende Diskussion bezieht sich lediglich auf die abgeleiteten
Proteine. Damit unterliegen die Ausfiihrungen der Einschrinkung, dass die Aktivitit der Klone
zwar experimentell abgesichert (Retransformation), aber der fiir die enzymatische Funktion
verantwortliche, offene Leserahmen nur anhand von Sequenzéhnlichkeiten zu bereits bekannten
Proteinen identifiziert wurde. Es bedarf noch der experimentellen Kldrung, ob die in dieser Weise

lokalisierten offenen Leserahmen fiir die getestete Aktivitat kodieren.

Ahnlichkeiten zu Proteinen bekannter Mikroorganismen

Insgesamt wurden in den sequenzierten Insert-DNA-Fragmenten 118 vollstindige und neun
unvollstindige offene Leserahmen identifiziert. Das Sequenz-alignment, das die Ahnlichkeit
zwischen zwei oder mehreren Sequenzen vergleicht und als Indikator fiir die potenzielle
biologische Funktion eines Gens gilt (156), lieferte 79 abgeleitete Genprodukte, die
Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Proteinen aus verschiedenen Organismen haben. Die
Aminosduresequenz-Identitidten liegen dabei zwischen 22 und 76 % zu Proteinen aus Mikro-
organismen, die verschiedenen taxonomischen Klassen zugeordnet werden, u.a. a-Proteobacteria
(z.B. C. crescentus), p-Proteobacteria (z.B. Ralstonia solanacearum), y-Proteobacteria (z.B.
Xylella fastidiosa), Bacilli (z.B. B. subtilis), Actinobacteria (z.B. Bifidobacterium longum),
Deinococci (z.B. D. radiodurans). Die einzige Ausnahme bildete hier der offene Leserahmen
HZ27-orf3, der eine 100%ige Aminosduresequenz-Identitit zur Transposase STY2056 aus
Salmonella enterica zeigte (vgl. Kap. 5.2.1). Dariiber hinaus wurden Ahnlichkeiten zu Vertretern
der Archaeabacteria, wie z.B. Pyrococcus horikoshii, festgestellt, wobei die Aminosduresequenz-
Identitdten nur zwischen 27 und 33 % lagen (Ausnahme: HZ25-orfl: 51 % Identitit zu einem
hypothetischen Protein). Allerdings sei hier anzumerken, dass die gefundenen Ahnlichkeiten zu

bestimmten taxonomischen Klassen vermutlich nicht die tatsdchlichen Gegebenheiten in der
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Genbank wiedergeben, da die Klone aufgrund eines bestimmten Phénotyps in einem vorgelegten
Testsystem ausgewihlt wurden, um anschlieBend die Insert-DNA zu sequenzieren. Interessanter-
weise zeigten die abgeleiteten Genprodukte innerhalb eines Insert-DNA-Fragmentes haufig
Ahnlichkeiten zu Proteinen aus verschiedenen Mikroorganismen. So wurden z.B. fiir die
Genprodukte aus dem Plasmid pHZ26 Aminosduresequenz-ldentititen zu Proteinen aus
Rhizobium loti (65 %), C. crescentus (51 %), P. resinovorans (50 %) und Xanthomonas
campestris pv. campestris (49 %) festgestellt (Tab. 5.4-2). Da innerhalb der klonierten DNA-
Fragmente keine EcoRI-Schnittstellen gefunden wurden, kann eine gleichzeitige Ligation zweier
oder mehrerer DNA-Stiicke aus verschiedenen Organismen in den pJOE930-Vektor
ausgeschlossen und gefolgert werden, dass die klonierten DNA-Fragmente urspriinglich aus

jeweils einem Spenderorganismus stammten.

Obwohl die Ahnlichkeiten zu bereits bekannten Proteinen z.T. hoch waren (maximale
Aminoséduresequenz-Identitit von 76 % zur Katalase/Peroxidase aus B. pseudomallei), zeigten die
Aminosduresequenzen der vorhergesagten Proteine signifikante Unterschiede zu Proteinen aus
bekannten Mikroorganismen. Somit ist keine Aussage dariiber mdglich, aus welchen
mikrobiellen Spezies die Insert-DNA der Plasmide urspriinglich gewonnen wurde. Dies ist
allerdings nicht verwunderlich, da davon auszugehen ist, dass ein Gramm Boden mehrere
Tausend unterschiedliche Spezies in einer Mikroorganismen-Gesamtzahl zwischen 2x10° bis
2x10" enthalten kann (88; 144). Wie bereits erwihnt, kann eine Bodenprobe bis zu 4 000
verschiedene, prokaryotische Genome aufweisen (sieche oben). Eine optimale Genbank miisste
demnach etwa 3x10" bis 3x10'" Mbp enthalten (mittlere GenomgroBe: 4x10° bp), um die
gesamte mikrobielle Gemeinschaft abzubilden. Die in der vorliegenden Arbeit klonierten 70 bis
750 Mbp Boden-DNA und die Anzahl an durchmusterten Klonen (ca. 100 000 Klone) stellen
somit nur einen Bruchteil der genetischen Diversitét dar, die in einer Bodenprobe zu erwarten ist.
Dies konnte eine Erklarung dafiir sein, warum von den 127 identifizierten offenen Leserahmen
126 abgeleitete Genprodukte lediglich Ahnlichkeiten, aber keine vollstindigen Identititen zu
Proteinen aus bereits kultivierten und charakterisierten Mikroorganismen zeigen und nur ein
abgeleitetes Protein eine 100%ige Identitit zu einem bekannten Protein aufwies (HZ27-orf3:

Transposase aus S. enterica).

Die Ergebnisse der Homologie-Untersuchungen zeigten, dass die hergestellte Genbank
Gene von diversen und bisher nicht-kultivierten Mikroorganismen enthélt und damit eine reiche
Quelle fiir die Isolierung neuer Enzyme sein kann. Fiir eine Aktivitits-basierte Durchmusterung

einer Genbank nach neuen Enzymen ist allerdings auch das eingesetzte Expressionssystem
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wichtig. Es muss in der Lage sein, moglichst viele der ihm vorgelegten genetischen
Informationen in Form aktiver Proteine zu exprimieren. Der in dieser Arbeit verwendete Wirt
E. coli DH5«a erlaubte lediglich die heterologe Expression von klonierten Genen, deren
Promotoren von E. coli erkannt wurden bzw. von Genen, die mit Hilfe der beiden induzierbaren
lac-Promotoren von pJOE930 exprimiert werden konnten. Die Identifizierung von Enzymen mit
vollig neuartigen Eigenschaften und Reaktionsmechanismen konnte dadurch verhindert worden
sein. Der Einsatz von anderen Expressionswirten, wie z.B. Bacillus subtilis oder Streptomyces
spp. (48; 157), unter Verwendung von entsprechenden E.-coli-shuttle-Vektoren wére daher
wiinschenswert und konnte die Moglichkeit erdffnen, das Spektrum an Enzymen mit neuartigen
Eigenschaften zu erweitern. Allerdings bietet E. coli bei der Suche nach neuen Enzymen fiir die
technische Anwendung neben der Verfiigbarkeit vieler molekularbiologischer Werkzeuge
(etablierte Vektoren, bekannte codon usage, usw.) auch den Vorteil, dass er bereits hdufig in
industriellen Fermentationen und Biotransformationen eingesetzt wird (1; 13). Weiterhin sind
Methoden fiir viele industrielle Prozesse und die anschlieBende Aufarbeitung der Produkte
eingefiihrt und erprobt. Zeigt also bei der Durchmusterung der Plasmid-Genbank ein in E. coli
aktiv exprimiertes Enzym interessante Eigenschaften, so kann auf solche Erfahrungen und
Entwicklungsschritte fiir die kommerzielle Produktion dieses Proteins zuriickgegriffen werden,

um teuere und langwierige Untersuchungen so weit wie moglich zu minimieren.

Anzahl positiver Klone

In der Literatur sind mehrere Studien beschrieben, in denen ebenfalls Boden-DNA-Genbanken
mit Hilfe von E. coli und eines Aktivitits-basierten Ansatzes nach neuen Enzymen durchmustert
wurden. Die dabei ermittelten Auffindungsraten sind in Abhédngigkeit vom verwendeten Vektor-
system und gesuchten Zielprotein in Tab. 6.3-1 zusammengestellt. Bei der Interpretation dieser
Daten ist zu beriicksichtigen, dass die gesamte Prozedur der Klonierung und Durchmusterung
einer Boden-DNA-Genbank von vielen Faktoren beeintrdchtigt wird, auf die nur bedingt Einfluss
genommen werden kann und die sich letztendlich auf die Trefferzahl auswirken. Dazu gehdren
z.B. die Zusammensetzung der Mikroorganismen in einem Habitat, die Beschaffenheit der
Bodenprobe, das Verhalten der Organismen beim Aufschlussverfahren, die DNA-Reinigung,
Ligations- und Transformationseffizienz sowie das eingesetzte Testsystem, - um nur einige
Aspekte zu nennen. Folglich ist nicht davon auszugehen, dass bei der Suche nach dem gleichen
Zielprotein in verschiedenen Studien identische Auffindungsraten gefunden werden. Die aufge-
fiihrten Trefferraten konnen daher nur als Anhaltspunkte angesehen werden, die eine gewisse

Tendenz vermuten lassen.
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Tab. 6.3-1 Beispiele fiir die Durchmusterung von in E. coli erstellten Boden-DNA-Genbanken nach
verschiedenen Enzymen und die ermittelten Auffindungsraten.

DNA- Anzahl getesteter . . Anzahl positiver Auffindungs .
Quelle Vektor E.-coli-Klone Zielprotein E.-coli-Klone rate? Lit.

Plasmid 4-Hydroxybutyrat-

Boden  oBluescript SK(+)) 930000 Dehydrogenase 5 17186000 (23)
Plasmid . .

Boden (pBluescript SK(+)) 1480 000 Na’/H™-Antiporter 2 1/740 000 (25)

Boden' Cosmid 71 000 Biotin-Synthese 7 1/10 000  (158)

Boden BAC 12 000 Antibiotikum-Synthese 4 1/3 000 (24)

Boden BAC 5000 Polyketid-Synthase 8 1/625 (48)

Boden BAC 3650 DNase 1 1/3 650 (26)

Boden BAC 3650 Antibiotikum-Synthese 1 1/3 650 (26)

Boden BAC 24 600 hamolytische Aktivitat 29 1/850 (26)

Boden BAC 3650 Amylase 8 1/450 (26)

Boden BAC 3650 Protease 0 - (26)
Plasmid Alkohol-

Boden  oBluescript SK(+)) 100000 Dehydrogenase 16 1/6250  (159)

Boden BAC 3650 Lipase/Esterase 2 1/1 800 (26)

Boden Cosmid 1500 Lipase/Esterase 2 1/750  (160)
Plasmid .

Boden (pBluescript SK(+)) 286 000 Lipase/Esterase 4 1/72 000 (23)
Plasmid ;

Boden (pJOES30) 21000 Lipase/Esterase 14 1/1500 (114)
Plasmid . diese

Boden (pJOE930) 43 000 Lipase/Esterase 19 1/2 300 Arbeit

" hach Anreicherung; * Definition: ein positiver Klon pro x untersuchter Klone

Wird das eingesetzte Vektorsystem und Durchmusterungsverfahren zunichst nicht bertick-
sichtigt, so wurden bei der Mehrzahl der gesuchten Enzyme Auffindungsraten zwischen 1 zu 450
und 1 zu 10 000 gefunden (Tab. 6.3-1) - ausgenommen hiervon sind die Angaben von Henne et
al. (23) und Majernik et al. (25) sowie die Suche nach Proteasen, auf die spiter eingegangen
wird. Bei den gefundenen Enzymen handelte es sich iliberwiegend um bisher noch nicht
beschriebene Proteine, so dass die Strategie der Durchmusterung von Boden-DNA-Genbanken

nach neuen Genprodukten erfolgsversprechend erscheint.

Sowohl in der Studie von Rondon et al. (26) als auch in der hier vorgelegten Arbeit konnten
mit den jeweils eingesetzten Expressionssystemen (E. coli, BAC bzw. pJOE930) keine aktiv
exprimierten Proteasen identifiziert werden. Vermutlich flihrt die heterologe Expression einer
durch Boden-DNA kodierten Protease zur Zerstorung der E.-coli-Zellen. Ein Hinweis hierauf
kénnte das vorhergesagte Protein HZ26-orf7 sein, das eine Ahnlichkeit zu einer Zink-Protease
aus Xanthomonas campestris pv. campestris zeigt (Tab. 5.4-2), aber der Klon HZ26 keine
proteolytische Aktivitit erkennen lies. Eine aktive Expression von HZ26-orf7 hitte vermutlich

die Wirtszelle geschidigt. Hier wére der Einsatz von E. coli XL Blue vorteilhaft, der eine
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konstitutive Expression des /ac-Repressors erlaubt, bzw. von Vektoren mit T7-Promotoren, die

eine gezielte Genexpression und dichte Genregulation ermoglichen (155).

Im Hinblick auf die in dieser Arbeit gefundenen Klone mit amylolytischer (16 Treffer,
Kap. 5.1.2), mit Carbonyl-bildender (19 Treffer, Kap. 5.2) und mit Phosphat-spaltender Aktivitit
(drei Treffer, Kap. 5.1.4) sind keine Aussagen iiber die jeweiligen Auffindungsraten moglich.
Zum Einen wurden nicht alle rekombinanten Plasmide dieser aktiven Klone retransformiert und
sequenziert. Zum Anderen wurde festgestellt, dass nicht alle weilen Klone eine Insert-DNA
enthielten (Kap. 4.3). Bei der Ablage der Klone in Mikrotiterplatten wurden daher nur die
'hellweilen' Klone beriicksichtigt (ca. 13 000, Kap. 4.2.8). Die Zahl der 'dunkelweillen' Klone
wurde bei dieser Prozedur nicht bestimmt. Somit ist die Gesamtzahl der durchmusterten Klone im
Falle der Amylase-, Phosphatase- und Phytase-aktiven Klone nicht bekannt. Eine Auffindungs-

rate kann aus diesem Griinden hier ebenfalls nicht angegeben werden.

Die in den Untersuchungen von Henne ef al. (23) und Majernik et al. (25) angefiihrten
Auffindungsraten weichen stark von den iibrigen Trefferraten ab (Tab. 6.3-1). Gemall den
Angaben in (25) verwendete Majernik et al. die von Henne et al. erstellte Genbank zur Suche
nach Na'/H'-Antiporter-Aktivitit, somit gelten die folgenden Ausfilhrungen fiir beide
Genbanken. In dem von Henne et al. angewendeten Verfahren wurden nach der Transformation
von E.-coli die rekombinanten Klone auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert und anschlieBend
abgeschwemmt, um die Plasmid-DNA aus allen Transformanden zu isolieren (23). Dadurch
wurde eine platzsparende Lagerung der Genbank ermdglicht. Fiir die eigentliche Durchmusterung
der Genbank musste E. coli nochmals mit der Plasmid-DNA transformiert werden. Es ist
anzunehmen, dass es wihrend der Anzucht auf den LB-Amp-Agarplatten (vor der Plasmid-
Préaparation) zu einer Verschiebung der statistischen Verteilung der rekombinanten Plasmide
gekommen ist, - denn je mehr physiologischen Aufwand eine Zelle aufgrund ihrer Insert-DNA
betreiben muss (DNA- und Protein-Synthese), desto langsamer wird sie wachsen. Dieser Effekt
konnte sich drastisch auf die Haufigkeit der verschiedenen Klone ausgewirkt haben und wiirde
damit die geringe Auffindungsrate von 1 zu 72 000 fiir lipolytische Enzyme erkléren (Tab. 6.3-1).
Im direkten Vergleich dazu hat sich die in der vorliegenden Arbeit angewandte Strategie, die
Transformanden direkt auf eine lipolytische Aktivitit hin zu testen (d.h. ohne vorherige
Amplifikation der Plasmid-DNA), als erfolgreicher erwiesen, da eine Auffindungsrate von etwa
einem Treffer pro 2300 untersuchter Klone ermittelt wurde (Tab. 6.3-1). Ferner haben
vermutlich die besonderen Eigenschaften von pJOE930 ebenfalls einen positiven Einfluss auf die

Trefferrate gehabt (Kap. 6.2.3). Eine von Limmle durchgefiihrte Untersuchung (114), die parallel
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zu dieser Arbeit erfolgte, erbrachte sogar eine Auffindungsrate von 1 zu 1 500. Der Einsatz von
BAC- (26) bzw. Cosmid-Vektoren (160) bei der Durchmusterung nach Esterasen/Lipasen zeigte
Auffindungsraten, die in einem &dhnlichen Bereich lagen (BAC: 1 zu 1 800, Cosmid: 1 zu 750)
(Tab. 6.3-1). Damit erscheint die Verwendung solcher Vektorsysteme flir das Auffinden von lipo-
lytischen Klonen gleichberechtigt sein. Allerdings ist die Verwendung von BAC- bzw. Cosmid-
Vektoren nur dann sinnvoll, wenn Technologien vorliegen, die eine effiziente Isolierung und
Klonierung von hochmolekularen Boden-DNA-Fragmenten ermdglichen (30 bis 300 kb)
(Kap. 4.1). Ferner ist zu beriicksichtigen, dass fiir die Identifizierung einzelner Gene die Insert-
Kapazitit von Plasmiden im Allgemeinen ausreichend ist (Kap. 6.2.3). Der Einsatz von
Plasmiden zum Auffinden von einzelnen Genen wird ebenfalls durch eine Studie unterstiitzt, in
der iiber 500 lipolytisch aktive Klone in der primdren Durchmusterung einer Metagenom-

Genbank gefunden wurden (111).

Substratspektrum der gefundenen Klone

Die Suche nach einem geeigneten Mikroorganismus oder Enzym hédngt entscheidend vom
eingesetzten Testsystem ab. Um die Durchmusterung einer groen Anzahl an rekombinanten
Klonen schnell, einfach und kostengiinstig zu gestalten, wurden Testsysteme verwendet, die auf
Agarplatten basieren (Selektion). Die Identifizierung positiver Klone erfolgte hierbei visuell
aufgrund von Hofbildung (z.B. Tributyrin-Test) oder Farbdnderung eines Indikators im
Festmedium (z.B. Fuchsinsulfit-Platten). Auf diese Weise konnte der Grofteil derjenigen Klone
schnell eliminiert werden, die keine Aktivitit hinsichtlich der gewiinschten Eigenschaft zeigten.
Weiterhin ermoglichten die Agarplatten-Tests die Suche nach neuen Biokatalysatoren mit ganzen
Zellen. Dies war insbesondere bei der Suche nach Alkohol-Oxidoreduktasen vorteilhaft, da es
sich hierbei hiufig um Cofaktor-abhingige Enzyme handelt (Kap. 5.2).

Im Idealfall sollte das Testsystem zur Identifizierung eines neuen Biokatalysators auf dem
aktuellen Substrat basieren, wobei dies oft nicht moglich ist. In solchen Fillen muss eine
Modellverbindung herangezogen werden, die mit der eigentlichen Ziel-Substanz vergleichbar ist.
Nur bei sorgfiltiger Auswahl dieser Modellverbindung ist ein erfolgreiches Testsystem
gewihrleistet ('vou get what you screen for') (161). Ein Verfahren mit abgewandelten, aber dafiir
wesentlich leichter detektierbaren Substanzen kann u.U. in eine 'falsche Richtung' fithren (162).
Diese Gefahr besteht beim Einsatz von Agarplatten-Tests zur Durchmusterung einer Genbank.
Hier werden héufig Modellverbindungen eingesetzt, da die Anzahl an 'wahren Substraten', die in
ein Festmedium eingearbeitet werden konnen und deren Umsetzung visuell detektierbar sind,
beschriankt ist. In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings der Schwerpunkt auf die schnelle

Durchmusterung der Boden-DNA-Genbank mit Hilfe von Agarplatten-Tests und Modell-
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verbindungen, wie z.B. X-Phosphat, 1,2-Propandiol und Tributyrin, gelegt. Somit erfolgte bei der
Durchmusterung eine gewisse Auswahl hinsichtlich der Fahigkeiten der Klone. Dieser Aspekt ist

bei der weiteren Charakterisierung und Beurteilung des Substratspektrums zu beriicksichtigen.

Im Falle der Suche nach Phytase-aktiven Klonen konnte die Klonzahl mit dem X-Phosphat-
Plattentest von zundchst 13 000 auf drei reduziert werden. Der aufwendige Phytase-Test im
Mikrotiterplattenformat mit dem 'wahren Substrat' Phytat wurde anschlieBend nur mit den drei
selektierten Kandidaten durchgefiihrt und lieferte einen positiven Klon. Damit war in diesem Fall
die Kombination aus Agarplatten-Test (Modellverbindung) und spezifischem Test (Ziel-
Substanz) erfolgreich. Die Durchmusterung der Boden-DNA-Genbank nach lipolytisch aktiven
Klonen lieferte insgesamt 19 positive Kandidaten. Die aufwendigeren Untersuchungen, wie z.B.
Bestimmung der Enantioselektivitét, beschranken sich somit auf einen Bruchteil der urspriinglich
zur Verfiigung stehenden Klone der Genbank. Eine Beurteilung aller Klone hinsichtlich ihres
Substratspektrums ist abschlieBend nicht mdglich, da eine Charakterisierung lediglich mit fiinf
Klonen (HZO01, HZ02, HZ04, HZ05, HZ07) durchgefiihrt wurde. Allerdings zeigte der Klon
HZ04 interessante Eigenschaften beziiglich der Hydrolyse von bestimmten pNP-Estern
(pNP-Acrylat, -Methacrylat und —Trimethylacetat). Weiterhin deutete die bioinformatische
Analyse des abgeleiteten Proteins HZ04-orf2 auf eine "GGGx-Typ"-Esterase hin. Letztere sind
zur Hydrolyse von Estern tertidrer Alkohole befdhigt (112). Das Ergebnis der bioinformatischen
Untersuchung wurde zwar experimentell fir Klon HZ04 nicht {iberpriift, aber das Beispiel zeigt,
dass neben der biochemischen Charakterisierung die bioinformatische Analyse der klonierten
Boden-DNA wichtig ist, da hier u.U. ebenfalls Hinweise auf ein mdgliches Substratspektrum der

aktiven Klone erhalten werden konnen.

Unabhéngig davon, dass nur wenige Klone hinsichtlich ihres Substratspektrums untersucht
wurden, war es in der vorliegenden Arbeit moglich, mit den entwickelten und etablierten
Methoden eine Genbank aus Boden-DNA herzustellen und mit verschiedenen Testsystemen eine
betrachtliche Anzahl an aktiven Klonen zu finden, wobei es nur wenige Duplikate gab. Die
Sequenzierung und Analyse einiger Klone ergab, dass es sich bei den abgeleiteten Genprodukten
um neue, d.h. in zugénglichen Datenbanken bisher nicht veroffentlichte, Proteine handelt. Im
Hinblick auf die Suche nach einem geeigneten Biokatalysator fiir die hydrolytische oder
oxidative Umsetzung von industriell interessanten Substraten kann nun auf eine Reihe an aktiven

Klonen zuriickgegriffen werden.
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6.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit entwickelten bzw. etablierten Verfahren zur Konstruktion und Durch-
musterung von Genbanken aus Boden-DNA sollten in nachfolgenden Untersuchungen weiter-
entwickelt werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Struktur von SYBR Green I und dessen Bindungs-
modi an dsDNA aufgekliart werden. In weiteren Arbeiten wire es interessant, die Kenngrofen
dieser Wechselwirkung, wie z.B. Bindungskonstante K, Stochiometrie der Komplexe, zu ermit-
teln. Verfahren wie Isotherme Titrations-Kalorimetrie (163) oder Oberflaichenplasmonresonanz-
Messung, die eine Analyse von Interaktionen zwischen Molekiilen ermdglichen, sind hier geeig-
nete Werkzeuge. Um ein Modell fiir das durch Interkalation an dsSDNA gebundene SYBR Green I
zu entwickeln, wiren '"H NMR Studien an Komplexen mit dsDNA-Oligonukleotiden denkbar
(164). Diese Ergebnisse konnten zur Entwicklung von neuen DNA-Fluoreszenzfarbstoffen
genutzt werden. Im Hinblick auf die DNA-Quantifizierung in huminsdurehaltigen Rohextrakten
mittels SYBR-Green-I-Fluoreszenz war es aus den durchgefiihrten Untersuchungen nicht mog-
lich, die statische (Ks) und/oder dynamische Loschkonstante Kp abzuleiten und so den Einfluss
der statischen bzw. dynamischen Fluoreszenz-Loschung auf die Quantifizierung abzuschétzen.
Hierfiir sind Experimente zur Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer, die eine Unterscheidung

zwischen den beiden Loschprozessen erlaubt (83), notwendig.

Wihrend der Durchmusterung der erstellten Genbank konnte mit verschiedenen Plattentest-
Verfahren eine Reihe an aktiven Klonen identifiziert werden. In weiteren Arbeiten miissten die
exprimierten Enzyme hinsichtlich ihres Substratspektrums, pH- und Temperaturoptimums, usw.
mit spezifischen Testsystemen charakterisiert werden. Zeigt ein Biokatalysator industriell interes-
sante Eigenschaften, dann kann das verantwortliche Gen herauskloniert und durch Methoden der
gerichteten Evolution bzw. des rationalen Proteindesigns (Kap. 1.1) weiter optimiert werden.
Hier konnte Klon HZ04 einen erfolgsversprechenden Ansatz darstellen (Kap. 5.1.1.2). Mit dem
Fuchsinsulfit-Plattentest konnten in der primdren Durchmusterung viele Klone gefunden werden,
die auf eine Carbonyl-bildende Aktivitét schlieBen lassen. Bisher wurden allerdings nur wasser-
16sliche Substrate getestet (1,2-Propandiol). Der Einsatz von wasserunloslichen Verbindungen,
wie z.B. Toluol, iiber die Dampfphase in der Petrischale konnte zum Auffinden von Oxido-
reduktasen fiithren, die in der Lage sind, auch aromatische Substrate umzusetzen. Weiterhin bietet
die in Mikrotiterplatten abgelegte Genbank die Mdglichkeit, nach anderen Zielproteinen zu

suchen.
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7 Material

Soweit nicht anders vermerkt, sind die jeweiligen Hersteller bzw. Vertriebsniederlassungen der

Gerite, Verbrauchsmittel, Chemikalien und Biochemikalien in Deutschland anséssig.

7.1 Geriite
96-Nadel-Replikatoren

Agarosegel-Elektrophorese

Dokumentationsanlage
Elektroporator
Fluorimeter

Geldokumentationsanlage
Homogenisator

Ionenchromatograph

Kohlendioxid-
Extraktionsanlage

Massenspektrometer
NMR-Spektrometer ('H; °C)
Ostwald-Viskosimeter
PCR-Gerite

pH-Meter

Photometer

Schwingmiihle
Thermomixer
Ultraschallgerit
Vortexer

Zentrifugen

Nunc (Wiesbaden)

Boekel Scientific (Pennsylvania, USA)

Agagel Mini/Midi-Wide/Maxi, Biometra (Gottingen)
Standard Power Pack P25, Biometra (Gottingen)
Electrophoresis Power Supply EPS 301, Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg)

Luminescent Image Analyzer LAS 1000pro, Raytest (Straubenhardt)
MicroPulser, Bio-Rad Laboratories (Miinchen)

Fluoromax 3, Jobin Yvon Inc., Horiba Groupe (Grasbrunn)
Spectramax Gemini XS, Molecular Devices (Ismaning)
Spectrafluor Plus, Tecan (Méannedorf)

IDA Gel Documentation System, Raytest (Straubenhardt)
Bildschirm, Hitachi

Printer P91, Mitsubishi

Ultra-Turrax TX25, Janke & Kunkel IKA Labortechnik (Staufen)
Ionchromatograph DX100, Dionex (Idstein)

Sdulen: AS14, AS11, Dionex (Idstein)

Pumpe: Model 500D, Isco (Lincoln, USA)

Pumpenkontroller: Series D, Isco (Lincoln, USA)
Reaktionskammer: ca. 10 ml Volumen, Isco, (Lincoln, USA)
Massenspektrometer MAT 711 (Varian, Palo Alto, USA)
Finnigan LCQ Deca Mass Spectrometer, Thermoquest (Egelsbach)
ARX 500 (Bruker, Karlsruhe) mit 500 MHz (‘H) bzw. 126 MHz
(°C) Nominalfrequenz bzw. AC-250, 250 MHz (‘H) bzw. 63 MHz
(*C) Nominalfrequenz, Bruker (Karlsruhe)
Kapillarinnendurchmesser: 0,3 mm, Schott Glas (Mainz)

T Gradient Thermocycler 96, Biometra (Gottingen)

T3 Thermocycler, Biometra (Gdttingen)

pH-Meter 766 Calimatic, Knick Elektron. Messgeréte (Berlin)
pH-Meter 2001, Sentron (Roden, Niederlande)

Specord 200, Analytik Jena (Jena)

Spekol 1200, Analytik Jena (Jena)

Lambda2 Spektrophotometer, Applied Biosystems/Perkin Elmer
(Uberlingen)

SpectraMax Plus384, Molecular Devices (Ismaning)
Schwingmiihle MM 200, Retsch (Haan)

Thermomixer comfort, Eppendorf (Hamburg)

Sonifier 250, Branson (Danbury, USA)

VEF2, Janke & Kunkel IKA Labortechnik (Staufen)

Minishaker MS 1, Janke & Kunkel IKA Labortechnik (Staufen)
J2-21, Rotoren: JA10, JA20, Beckmann Instruments (Frankfurt)
Biofuge fresco, Heraeus Instruments (Hanau)

Biofuge pico, Heracus Instruments (Hanau)

Multifuge 3 S/5-R, Heraeus Instruments (Hanau)
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7.2 Verbrauchsmaterialien

Neben den hier aufgefiihrten Arbeitsmitteln wurden gingige Laborgegenstinde (Glasgerite,
Pipetten, Magnetriihrer, u.a.) und Verbrauchsmaterialien (Kunststoffreaktionsgefiaf3e, Kombitips,

Kunststoff-MeBkiivetten, u.a.) verwendet. Flachboden-Mikrotiterplatten inklusive Abdeckungen

stammten von Greiner (Frickenhausen).

Adhasivfolie (Best-Nr. 676 001)

Chroma Spin TE-1000 Columns
Elektroporationskiivetten, Imm Spaltbreite
E.Z.N.A. Total RNA Kit

Low Retention PCR Tubes (0,2/0,5 ml)
MobiSpin Colums S-300, S-400

Nucleobond Columns AXG 20, AXG 100
Petrischalen mit Nocken, quadr., 120/120/17 mm
Petrischalen mit Nocken, rund, 145/20 mm
Petrischalen mit Nocken, rund, 94/16 mm
PS-Abdeckplatten fiir 96er-Mikrotiterplatten, steril
PS-96er-Mikrotiterplatten, steril, F-Form
QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
Quarz-Kiivetten, Tandemkiivetten

SilverSeal (Alu-Adhésivfolie)
Spezial-Mabhlperlen (0,1 bis 0,2 mm)
Ultrafree-0.5 Centrifugal Filter Units, nominelle
Molekulargewichtsgrenze: 5 kDa

Wizard DNA Clean Up System

7.3 Chemikalien

Greiner (Frickenhausen)

BD Biosciences Clontech (Heidelberg)
Bio-Rad Laboratories (Miinchen)
Peqlab (Erlangen)

Axygen / Mobitec (Gottingen)
Mobitec (Gottingen)
Macherey-Nagel (Diiren)
Greiner (Frickenhausen)

Greiner (Frickenhausen)

Greiner (Frickenhausen)

Greiner (Frickenhausen)

Greiner (Frickenhausen)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Hellma (Miillheim)

Greiner (Frickenhausen)

Helmut Clauss (Nidderau)
Millipore (Eschborn)

Promega (Mannheim)

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen, wenn nicht anders
erwahnt: Difco Laboratories (Detroit; USA), Fluka Chemie (Buchs; Schweiz), Gibco BRL Life
Technologies (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich Chemie
(Deisenhofen). Die in dieser Arbeit verwendeten Huminsduren (Lot und Filling Code: 45 729/1
42899) stammten von Fluka (Taufkirchen). Die Firma Molecular Probes (Leiden, Niederlande)
lieferte das SYBR-Green-I-, PicoGreen-, Ethidiumbromid- und Hoechst-33258-Reagenz.
1,2-Propandiol, Glycerol, Kartoffelstarke (I6slich) und das Dodecanatriumsalz der Phytinséure
(Molekulargewicht: 923,8 g/mol, Wassergehalt: 10 bis 13 Mol) wurde von Sigma-Aldrich
Chemie (Deisenhofen) bezogen. Das Magermilchpulver (BBL Skim Milk Powder) war von BD
Biosciences Clontech (Heidelberg). Tributyrin und Jod (doppelt sublimiert) lieferte Merck
(Darmstadt). X-Phosphat Dinatrium-Salz stammte von Applichem (Darmstadt) bzw. Roth
(Karlsruhe). Kohlendioxid wurde von Messer Griesheim (Krefeld) bezogen. Alle verwendeten

Chemikalien waren von hochster Reinheit.
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7.4 Biochemikalien

Die Biochemikalien waren im einzelnen von folgenden Herstellern:

Amershan Pharmacia Biotech AB Poly(dA)<Poly(dT)-Homopolymere

(Freiburg) Poly(dG)<Poly(dC)-Homopolymere

Gibco BRL Life Technologies DNA-Leitern (1-kb-, 1-kb-Plus-, High-Mass-DNA-Leiter)
(Eggenstein)

Roche Diagnostics (Mannheim) RNase-freie DNase

T4-DNA-Ligase
Bakteriophagen Lambda cI857 Sam 7 (A-DNA)
New England Biolabs (Schwalbach) Restriktionsendonukleasen
Promega (Mannheim) Restriktionsendonukleasen
T4-DNA-Ligase
Tagq-DNA-Polymerase
Pfu-DNA-Polymerase
Alkalische Phosphatase (CIAP)
Roth (Karlsruhe) Lysozym
Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen) nicht-acetyliertes, DNase-freies BSA
Kalbsthymus-DNA (ktDNA)
Heringssperma-DNA (hsDNA)
Phytase auf Aspergillus ficuum (3,5 U/mg)
Qiagen (Hilden) Taq-DNA-Polymerase

Die in dieser Arbeit verwendete Gesamt-RNA wurde aus humanen Embryonal-293-T-
Nierenzellen nach Kultivierung im RPMI-16-Medium, Gibco BRL Life Technologies (Eggen-
stein), isoliert. Die Zelllinie wurde freundlicherweise durch Timm Eiseler, Fraunhofer-Institut fiir
Grenzflichen- und Bioverfahrenstechnik (Stuttgart), zur Verfiigung gestellt. Die fiir die
Sequenzierung der Insert-DNA in pJOE930 bzw. pBluescript SK(+) verwendeten Primer
stammten von MWG-Biotech (Ebersberg) und hatten folgende Sequenzen:

Primer Sequenz
T3 5'-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3'
T7 5-GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3'
pJOE930f 5'-CAG CGG GTG TTG GCG GGT GTC-3'
pJOE930r 5'-GTG AGC GAG GAA GCG GAA GAG C-3'

7.5 Puffer und Losungen

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Losungen in ddH,O hergestellt. Fiir sterile Arbeiten
wurden die Losungen autoklaviert oder sterilfiltriert.
Acetatpuffer (fiir Phytase-Test in der 96er-Mikrotiterplatte):

0,147 g/l CaCl, x 2H,0, 30,02 g/l Natriumacetat Trihydrat, 0,1 g/l Tween 20; pH 5,5 mit

konzentrierter Essigsaure einstellen; max. ein Woche lagern
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Auftragspuffer (10x) (flir SYBR-Green-I-DNA- bzw. Huminsduren-Interaktionsstudien):
40 % (W/V) Saccharose, 25 mM EDTA (pH 7,5)

DNA-Auftragspuffer (10x):
40 % (W/V) Saccharose, 0,25 % (w/v) je Chroma Track, Bromphenolblau, Xylene Blau
bzw. Organge G, 25 mM EDTA (pH 7.5)

DNA-Leitern:

Verdiinnung der DNA-Leiter-Stammldsungen nach Angaben des Herstellers
Eisensulfatlésung:

108 g/l FeSO4 x 7 H,O, 1 ml/l 10 M H,SO4

Ethidiumbromidldsung:

2 ug/mL Ethidiumbromid in 1x TAE-Puffer

Farbreagenz (fiir Phytase-Test in der 96er-Mikrotiterplatte):

80 Vol% Molybdatlésung, 20 Vol% Eisensulfatlosung; frisch vor Gebrauch herstellen
Kaliumiodid-lod-Ldsung (15x):

6 g lod und 5 g Kaliumiodid in 120 ml Wasser l6sen
Losung fiir Agarosegel:

4,0 g Agarose in 400 mL TAE-Puffer (1x) 16sen; in Mikrowellengerit aufkochen

Lysozym-Aufschluss von E. coli DH5a im Mikrotiterplatten:
10 mM Phosphat-Puffer (pH 7,5) mit I mg/mL Lysozym

Molybdatlésung:
15 g/l Ammoniumheptamolybdat x 4 H,O, 55 ml/l 10 M H,SOy; bei RT im Dunkeln einen

Monat haltbar
Natriumphytatldsung:
8,4 g/l Natriumphytat x 12,5 H,O (Wassergehalt: 10 bis 13 Mol) in Acetatpuffer 16sen; pH

5,5 mit konzentrierter Essigsdure einstellen; ca. 50 ml direkt vor Gebrauch herstellen
P1-Puffer: Resuspendierungspuffer:

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 ug/mL RNase; Lagerung bei 4 °C
P2-Puffer: Lysepuffer:

200 mM Natronlauge, 1 % (M/V) SDS

P3-Puffer: Neutralisierungspuffer:

3,0 M Kaliumacetat-Losung; auf pH 5,5 einstellen
SDS-Puffer:
500 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 10 % (W/V) SDS ; auf pH 8,0 einstellen
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TAE-Puffer (50x):

242 g Tris, 57 mL Eisessig, 0,5 M EDTA (pH 8,0); ad 1 L mit Wasser
TE-Puffer:

10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; benétigten pH-Wert einstellen

Theorell-Stenhagen-Losung:
100 mL 0,33 M Citronensédure, 100 mL 0,33 M ortho-Phosphorsdure, 3,54 g Borsdure und

343 mL NaOH-Losung vermischen; gewiinschten pH mit HCI einstellen; mit ddH,O auf 1
L auffiillen
TES-Puffer:
10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 200 mM NaCl ; auf pH 7,4 einstellen
Tris-HCI-Puffer pH 8.5:
10 mM Tris-HCI; auf pH 8,5 einstellen

Zhou-Extraktionspuffer:
100 mM Tris-HCI, 100 mM EDTA, 100 mM NaH,PO4, 1,5M NaCl, 1 % (W/V) CTAB;

mit konzentrierter HCI auf pH 8,0 einstellen

7.6 Medien

Soweit nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Medien 20 min bei 121 °C autoklaviert. Fiir
Herstellung fester Nahrboden wurden die Medien vor dem Autoklavieren zusétzlich mit 15 g/l
Agar versetzt. Zur Selektion bendtigtes Antibiotikum wurde bei Bedarf kurz vor dem Gieflen der
Agarplatten in die auf etwa 50 °C abgekiihlten Medien oder in die Fliissigmedien gegeben (bei
Letzteren unmittelbar vor der Verwendung). 96er-Mikrotiterplatten wurden freundlicherweise
durch Mitarbeiter der BASF (Ludwigshafen) mittels eines Dilutors mit LB-Amp-Agar befiillt.
Die Platten wurden in Plastiktiiten bei 4 °C gelagert.

LB-Medium: (modifiziert nach (172))

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt und 10 g/l NaCl; pH 7,5 einstellen; autoklavieren

LB-Medium, salzarm:

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt und 5 g/l NaCl; pH 7,5 einstellen; autoklavieren
LB-DMSO-Medium: (modifiziert nach (165))

5 % (V/V) DMSO in LB-Medium
SOC-Medium:

20 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI; pH 7,5 eingestellen;
nach Autoklavieren steril zugegeben: 10 mM MgCl, 10 mM MgSO4 und 20 mM Glucose
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Allen festen Ndhrbdden zur Durchmusterung der Plasmid-Genbank wurden nach dem
Autoklavieren und Abkiihlen das entsprechende Antibiotikum und zusédtzlich IPTG (0,1 mg/ml)
zugefiigt. Die Blau-Weiss-Selektion auf rekombinante Klone ohne Fremd-DNA auf Agarplatten
erfolgte durch Zugabe von 27 ug/ml XGal zum abgekiihlten Medium.

Tributyrin-Platten: (modifiziert nach (166))

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 1 % (W/V) Tributyrin, 15 g/l Agar;
10 min im Ultraturrax homogenisieren (20 000 U/min); pH 7,5 einstellen; autoklavieren

Stiarke-Platten:

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 1 % (W/V) 16sliche Kartoffelstérke,
15 g/l Agar; pH 7,5 einstellen; autoklavieren

X-Phosphat-Magermilch-Platten: (modifiziert nach (167; 168))

Nutrient Agar: 5 g/l Pepton, 3 g/l Meat Extract, 15 g/l Agar; pH 7,0 einstellen; nach dem
Autoklavieren steril zugeben: 200 ml (pro 1 1) sterile Magermilchpulver-Losung (100 g/1),
40 pg/ml X-Phosphat (20 mg/ml, direkt vor Gebrauch ansetzen)
Magermilchpulver-Losung (10 g/100 ml): BBL Skim Milk Powder in ddH,O vollstindig
l6sen, 15 min bei 121 °C autoklavieren

Magermilchpulver-Platten:

Nutrient Agar: 5 g/l Pepton, 3 g/l Meat Extract, 15 g/l Agar; pH 7,0 einstellen; nach dem
Autoklavieren steril zugeben: 200 ml (pro 1 1) sterile Magermilchpulver-Losung (100 g/1)

X-Phosphat-Platten:

Nutrient Agar: 5 g/l Pepton, 3 g/l Meat Extract, 15 g/l Agar; pH 7,0 einstellen; nach dem
Autoklavieren steril zugeben: 40 ug/ml X-Phosphat (20 mg/ml, direkt vor Gebrauch
ansetzen)

1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-Platten: (modifiziert nach Conway et al. (127))

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l Agar; pH 7,5 einstellen;
autoklavieren; 1 % (V/V) 1,2-Propandiol zugeben; 50 mg Pararosanilin in 2 ml Ethanol und
250 mg Na,SOs in 2 ml ddH,0 16sen und dem vorgekiihlten Medium (ca. 50 °C) zufiigen;
falls Rotfarbung noch vorhanden, sukzessive Na,SO;-Losung (125 mg/ml) zugeben

7.7 Antibiotika und Medienzusitze

Die Antibiotika-Losungen (Tab. 7.7-1) und Medienzusétze (Tab. 7.7-2) wurden mit Hilfe von
Spritzenvorsatzfiltern (0,2 um Porengrofle) sterilfiltriert, als Stammldsungen bei —20 °C aufbe-

wahrt und den Medien jeweils frisch zugesetzt.

Tab. 7.7-1 Antibiotika-Konzentrationen

Antibiotikum Stammlésung Arbeitslosung
Ampicillin 100 mg/ml in ddH,O 100 pg/mi
Chloramphenicol 34 mg/ml in Ethanol 50 pg/mi

Kanamycin 30 - 50 mg/ml in ddH.O 30 - 50 pg/ml




150 Material und Methoden

Tab. 7.7-2 Verwendete Medienzusétze

Zusatz Stammldsung Arbeitslésung
IPTG 200 mg/ml in ddH.0 0,1 mg/ml
X-Gal 20 mg/ml in Dimethylformamid 0,27 ug/ml

X-Phosphat 20 mg/ml in ddH;O, frisch herstellen 40 pg/mi

7.8 Bakterienstimme

Der E.-coli-Stamm DH5¢a [F~ endAl hsdR17 (tk, mk') supE44 thi-1 X~ gyrA96 relAl
A(argF-laczya)U169] von Gibco BRL Life Technologies (Eggenstein) wurde fiir die in dieser
Arbeit durchgefiihrten mikrobiologischen und molekulargenetischen Arbeiten eingesetzt.
Pseudomonas 1LU2023, Rhodococcus LU9002 und Arthrobacter LU 9144 (BASF, Ludwigs-
hafen) wurden fiir Aufschlussversuche durch schnelle Dekompression von {iiberkritischem
Kohlendioxid verwendet. Die aus Pseudomonas LU2023 isolierte und fragmentierte DNA wurde
in Reassoziationsversuchen eingesetzt. Bacillus subtilis LU1573 (BASF, Ludwigshafen) diente

als Positivkontrolle bei der Durchmusterung der Genbank nach proteolytisch-aktiven Klonen.

7.9 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tab. 7.9-1 dargestellt. Das Plasmid pJOE930
wurde freundlicherweise von J. Altenbuchner vom Institut fiir Industrielle Genetik, Universitét

Stuttgart, zur Verfiigung gestellt.

Tab. 7.9-1 Verwendete Plasmide

Bezeichnung Eigenschaften Quelle; Lit.
pJOEQ930 ampr lacPOZ' lacPOZ" ColE1 J. Altenbuchner (Universitat Stuttgart); (89)
puUC18 ampr lacPOZ' ColE1 BD Biosciences Clontech (Heidelberg); (169)
pBluescript SK(+) ampr lacPOZ' ColE1 Stratagene (Amsterdam, Niederlande)
pACYC184 cmr tcr p15A ori New England Biolabs (Schwalbach); (170)

7.10 Software

Die Bearbeitung der NMR-Spektren erfolgte mit der Software NUTS (1D Version) von NMR
Utility Transform Software. Zur Simulation von Klonierungsschritten wurde das Programm
Clone Manager 5 von Scientific & Educational Software verwendet. Die Advanced Image Data
Analyzer Software(Aida) (Version 2.0) war von Raytest (Straubenhardt). Zum Vergleich von
durch Sequenzierung gewonnenen DNA-Sequenzdaten wurden verschiedene Programme
(EditSeq , SeqMan II, MapDraw, MegAlign, GeneQuest) aus dem Programmpaket Lasergene
Version 5.1 der Firma DNASTAR (Madison, Wisconsin, USA) eingesetzt. Eine automatisierte
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Analyse der DNA- und Aminosduresequenzen (Annotation, Homologie- und Sequenzmotiv-
suche, Vorhersage von Sekundir- sowie Tertidrstrukturen) erfolgte mit dem PEDANT Software-

system (94), das bei BASF lokal installiert ist.

8 Methoden

8.1 Spektroskopische und chromatographische Methoden

8.1.1 Kernresonanzspektroskopie

Zur Aufklarung der Struktur von SYBR Green I mit Hilfe der Kernresonanzspektroskopie wurde
das Reagenz gefriergetrocknet, in Methanol-d; geldst und mit Tetramethylsilan als internen
Standard versetzt. Die NMR-Spektren wurden am Institut fiir Angewandte Makromolekulare
Chemie, Universitit Stuttgart, aufgenommen. Die nominale Frequenz fiir 'H-Spektren lag bei 250

MHz und fiir *C-Spektren bei 63 MHz.

8.1.2 Absorptionsspektroskopie

8.1.2.1 Bestimmung von UV/Vis-Spektren

UV/Vis-Spektren wurden in Quarzglaskiivetten (Schichtdicke: 1 cm) im Bereich von 220 —
700 nm aufgenommen. Als Kontrolle diente das jeweilige Losungsmittel. Da die Farbstoffe
SYBR Green I, PicoGreen und Hoechst 33258 an Glasoberflichen adsorbieren (67), wurden
deren UV-Spektren in UV-Mikrotiterplatten (Costar UV Plate 3635, Corning Costar Corporation,

Bodenheim) aufgenommen.

8.1.2.2 Spektrophotometrische Quantifizierung von Nukleinsduren in Losung

Nukleinsdure-Losungen wurden iiber spektrophotometrische Messungen zwischen 220 und
320 nm untersucht. Das Verhéltnis bei 260 und 280 nm erlaubte eine Abschédtzung der Reinheit
der Proben. Der Quotient sollte ein Verhéltnis zwischen 1,8 und 2,0 besitzen. Die Absorption bei
230 nm gab Auskunft iiber mogliche Verunreinigungen durch Polysaccharide. Bei Umwelt-
DNA-Rohextrakten zeigte die Absorption bei ca. 320 nm die Anwesenheit von geldsten
Huminstoffen an. Berechnet wurden die Nukleinsdure-Konzentrationen (cna) in #g/ml nach:

Gl. 8.1-1 cna = Abs260mm*UFna.

Die Umrechnungsfaktoren UFya fiir RNA und ssDNA betrugen 40 und fiir dsDNA 50. Die

Absorptionswerte lagen zwischen 0,1 und 1, um exakte Messungen zu garantieren. Die
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Basenpaar-Konzentration einer Nukleinsdure-Losung wurde unter der Annahme berechnet, dass
die rel. Molekiilmasse eines bp 660 g/mol betrug. Die Bestimmung der Basenpaar-Konzentration

fiir die Homopolymere dA«dT und dG+dC in mol/l erfolgte nach

AbS i max

Gl. 8.1-2 CHomopolymer = —————————
d * &L max

mit der Absorption Abs;max im Absorptionsmaximum Amay, der Schichtdicke d und dem molaren
Extinktionskoeffizienten €m.x pro Basenpaar. Fiir dA«dT wurde €)max = 13200 1/(mol*cm) bei

Amax = 262 nm und fiir dGdC &)ax = 16800 1/(mol*cm) bei Amax = 256 nm zugrunde gelegt (64).

8.1.2.3 Spektrophotometrische Bestimmung von Proteinen nach Bradford

Die Bestimmung des Proteingehaltes wurde nach einer modifizierten Form der Methode von
Bradford (171) durchgefiihrt. Zur Herstellung der Farbreagenzlésung wurde eine Bio-Rad-
Protein-Assay-Losung zundchst fiinffach mit Wasser verdiinnt. 160 ul dieser Reagenzlosung
wurden in einer Mikrotiterplatte mit 40 ul Probe vermischt. Als Standard fiir Kalibrierreihen
diente BSA (in 10 mM Tris pH 7,4, 0 — 70 ug/ml). Nach einer Inkubationsdauer von 5 min bei
RT folgte die Bestimmung der Absorption bei 595 nm.

8.1.3 Fluoreszenzspektroskopie

Im Allgemeinen wurde bei fluorimetrischen Analysen die Absorption der zu untersuchenden
Losung bei der jeweiligen Anregungs- und Emissionswellenldnge kleiner 0,05 gehalten, um eine
Eigenabsorption durch den Fluorophor bzw. andere in der Ldsung enthaltenen Stoffe zu
unterbinden (83). In der Regel wurde TE-Puffer pH 7,5 zur Verdiinnung der DNA-Ldsungen und
Boden-DNA-Rohextrakte sowie zur Herstellung der Reagenzlosungen verwendet. Im Falle von
Hoechst 33258 diente TES-Puffer als Losungsmittel (141). Die Messung der Fluoreszenz der
Farbstoff-DNA-Ansidtze erfolgte nach 10 min Inkubation im Dunkeln. Das Volumen der
Messlosung betrug 250 ul. Soweit nicht anders erwidhnt, erfolgte die Anregung der SYBR-Green-
I- bzw. PicoGreen-Fluoreszenz bei 485 nm und die Detektion der emittierten Strahlung bei 535
nm. Die Fluoreszenz von Hoechst 33258 wurde bei 360 nm angeregt und bei 465 nm registriert.
Stand ein Fluorimeter mit variablen Anregungs- und Emissionswellenldngen zur Verfiigung,

wurde die Fluoreszenz im jeweiligen Optimum angeregt und detektiert.
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8.1.3.1 DNA-Quantifizierung in Losung mittels SYBR Green 1

DNA-Losungen geringer Konzentration, wurden mit Hilfe des SYBR-Green-I-Standardtests
bestimmt (66). Die Kalibrierung erfolgte {tblicherweise mit ktDNA-Losungen in einem
Konzentrationsbereich zwischen 0,06 ug/ml und 1,0 ug/ml. Zur Berechnung der Kalibriergeraden
wurde die Methode der kleinsten Quadrate angewendet (86). Bei diesen Analysen lag das SYBR-

Green-I-Reagenz 6250fach verdiinnt vor.

8.1.3.2 DNA-Quantifizierung in Umwelt-DNA-Rohextrakten mittels SYBR Green I

Die Quantifizierung der DNA in den nach Moré¢ et al. hergestellten Umwelt-DNA-Rohextrakten
(Kap. 8.3.3.3) erfolgte mit Hilfe von Einzelverdiinnungen, Verdiinnungsreihen und nach dem

Standardadditionsverfahren.

8.1.3.2.1 DNA-Quantifizierung in Umwelt-DNA-Rohextrakten anhand von Einzelver-

diinnungen bzw. Verdiinnungsreihen

Von jedem der zu untersuchenden DNA-Rohextrakte wurden mehrere Verdiinnungsstufen im
Bereich zwischen 1/10 und 1/250 hergestellt und je 50 ul davon in einer 96er-Mikrotiterplatte mit
200 ul eines 1600fach verdiinnten SYBR-Green-I-Reagenz versetzt. KtDNA-Ldsungen in dem
Konzentrationsbereich zwischen 0,01 und 0,2 ug/ml dienten zur Kalibrierung.

Diejenige Verdiinnungsstufe, deren Fluoreszenz innerhalb der Fluoreszenz-Intensititen der
Kalibrierpunkte lag, wurde fiir die weiteren Experimente eingesetzt (Kap. 8.1.3.2.2). Falls
notwendig, wurden zwei verschiedene Verdiinnungsstufen einer Probe untersucht. Mit Hilfe der
Kalibriergeraden und unter Berlicksichtigung der Verdiinnung erfolgte die Berechnung der DNA-
Konzentration im jeweiligen DNA-Rohextrakt (Auswertungsmethode: Einzelverdiinnung,
Kap. 3.2.6). In einem weiteren Auswertungsverfahren (Auswertungsmethode: Verdiinnungsreihe,
Kap. 3.2.6) wurden die gemessenen Fluoreszenz-Intensititen mehrerer Verdiinnungsstufen
zundchst mit der jeweiligen Verdiinnung multipliziert, der Mittelwert daraus ermittelt und unter
Beriicksichtigung der obengenannten Kalibriergeraden die DNA-Konzentration der Probe

berechnet.

8.1.3.2.2 DNA-Quantifizierung in Umwelt-DNA-Rohextrakten anhand des Standard-
additionsverfahrens

Je 50 ul der in Kap. 8.1.3.2.1 ermittelten, optimalen Verdiinnungsstufe eines DNA-Rohextraktes

wurden mit 50 ul der zur Kalibrierung eingesetzten ktDNA-Losungen und 150 ul eines 1200fach

verdiinnten SYBR-Green-I-Reagenz vermischt. Fiir die Kalibrierung wurden statt der Proben-
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16sung 50 ul TE-Puffer pH 7,5 eingesetzt. Durch Anwendung dieser Standardadditionsmethode
(interne Matrixkalibrierung) konnten stérende Einfliisse durch Matrixkomponenten auf das
Fluoreszenzsignal abgeschitzt und beriicksichtigt werden (86). Zur Auswertung der Daten
wurden drei Verfahren angewendet.

Das erste Auswertungsverfahren (Auswertungsmethode I, Kap. 3.2.6) beriicksichtigt die
Steigung und den Ordinatenabschnitt der dotierten Kalibriergeraden (Abb. 8.1-1) (86). Dazu
wurde das Koordinatensystem so gelegt, dass die Gerade der undotierten Kalibriergerade durch
den Koordinatenursprung verlief. Der Ordinatenabschnitt der dotierten Kalibriergeraden musste

an dieses neue Koordinatensystem entsprechend angepasst werden.

Relative Fluoreszenz

/II

e
~
L

— X — zugeflgte Menge
an ktDNA (Dotierung)

Abb. 8.1-1 Schematische Darstellung der Auswertung des Standardadditionsverfahrens nach der
Auswertungsmethode 1. IxI gibt die Menge an DNA [ug/ml] im verdiinnten Probenextrakt vor der
Dotierung an.

Das zweite Auswertungsverfahren (Auswertungsmethode II, Kap. 3.2.6) bezieht den
Einfluss der Matrix auf die Steigung der dotierten Kalibriergeraden mit ein (85). Zunéchst wurde
ein Korrekturfaktor aus dem Verhiltnis zwischen der Steigung der undotierten Kalibriergerade
(bestehend aus ktDNA-Ldsungen) und der dotierten Kalibriergerade (bestehend aus ktDNA- und
verdiinnter Probenldsung) berechnet, anschlieBend die Fluoreszenz-Intensitit der verdiinnten
Probenlésung mit diesem Korrekturfaktor multipliziert und die derart korrigierte Fluoreszenz-
Intensitét zur Berechnung der DNA-Konzentration in der untersuchten Probe anhand der ktDNA-

Kalibriergerade verwendet.

Das dritte Auswertungsverfahren (Auswertungsmethode III, Kap. 3.2.6) vereint die Aus-
wertungsmethoden I und II. Hierfiir wurde zunéchst die Steigung der dotierten Kalibriergerade
mit dem Korrekturfaktor nach Maji et al. multipliziert (85) und dann die DNA-Konzentration des

DNA-Rohextraktes unter Beriicksichtigung des neuen Ordinatenabschnittes errechnet (86).
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8.1.3.3 Aufnahme von Reassoziationskurven mit SYBR Green I

Um den Bedingungen der Normalisierung moglichst nahe zu kommen, wurde die zur Unter-
suchung eingesetzte genomische DNA mit Ultraschall fragmentiert, durch Agarose-Gelelektro-
phorese aufgetrennt, die DNA-Fragmentbereiche zwischen 3 und 6 kb aus dem Agarosegel
herausgeschnitten und daraus eluiert. Die derart vorbereitete DNA wurde im jeweiligen
Rehybridisierungspuffer gelost (Mindestvolumen: 50 ul), im PCR-Gerédt (Deckel-Temperatur:
105 °C) auf 65°C erwdrmt, daraus ein oder mehrere 2 ul-Aliquots entnommen (dsDNA-
Kontrolle), in ein mit 48 ul TE-Puffer pH 7,5 befiilltes, vorgekiihltes Kunststoffreaktionsgefaf}
iiberfiihrt und sogleich auf Eis gelagert. Um eine Bldschenbildung an der Pipettenspitze wéhrend
der Probenahme zu vermeiden, wurden die eingesetzten Pipettenspitzen auf die
Rehybridisierungstemperatur vorgewéarmt. Die Aliquotentnahme musste schnell erfolgen, um ein
Abkiihlen der Probe sowie Verdnderungen in der Zusammensetzung des Rehybridisierungs-
puffers zu vermeiden. Anschlielend folgte die Denaturierung der dsDNA fiir 3 - 5 min bei 94 °C.
Sofort nach Abkiihlen des Reaktionsansatzes auf die Rehybridisierungstemperatur von 65 °C
wurde ein weiteres Aliquot entnommen (ssDNA-Kontrolle) und damit wie bereits beschrieben
weiterverfahren. Im Verlauf der Zeit erfolgten mehrere Probenahmen aus dem Reaktionsansatz.
Bei Rehybridisierungsversuchen {iber einen ldngeren Zeitraum (bis 17 h) wurden die bereits
entnommenen Aliquots bei —20 °C gelagert. Zur Fluoreszenzmessung wurden die gesamten
50 ul-Proben in einer Mikrotiterplatte mit je 200 ul eines 5 000fach verdiinnten SYBR-Green-I-

Reagenz versetzt und nach 10 min die Fluoreszenz gemessen.

8.1.4 Differenzspektroskopie

Die Untersuchung der durch Wechselwirkung verschiedener Komponenten verursachte spektrale
Verschiebung erfolgte gemél den bereits beschriebenen Verfahren (71). Die spektralen
Anderungen der Interaktion zwischen den Reaktionspartnern [Huminsiuren-DNA],
[Huminsduren-SYBR Green I] und [Huminséuren-SYBR Green I/DNA-Komplex] wurden in
Tandemkiivetten verfolgt. Die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen SYBR Green I und
verschiedenen Nukleinsduren war in herkdmmlichen Polystyrol-Kunststoftkiivetten mdéglich, da
Nukleinsduren im Bereich der Differenzspektren von SYBR Green I keine Absorption zeigen.
Um den Verdiinnungsfehler wéhrend der Titration mit einem Liganden mdglichst gering zu
halten, wurden Volumina zwischen 0,5 und 2,0 ul einer Reaktionslésung von mindestens 1 ml
Gesamtvolumen zugefiigt. Das insgesamt zugegebene Volumen betrug maximal 50 ul. Bei der

Berechung der finalen Konzentration des Liganden wurde der Verdiinnungseffekt beriicksichtigt.
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Nach Zugabe des Liganden wurde 10 min im Dunkeln bei RT inkubiert und anschlieend die

spektrale Anderung registriert.

8.1.5 Ionenchromatographie

Die ionenchromatographische Untersuchung des SYBR-Green-I-Reagenz erfolgte anhand einer
1:100-Verdiinnung der Reagenzlosung (Losungsmittel: Wasser) durch Frau G. Beck-Schwadorf
am Fraunhofer-Institut fiir Grenzflaichen- und Bioverfahrenstechnik (Stuttgart). Das Unter-

suchungsspektrum umfasste Chlorid-, Jodid-, Perchlorat-, Nitrat-, Sulfat- und Natriumionen.

8.2 Physikalisch-chemische und andere Methoden

8.2.1 Massenspektrometrie

Die Feinmassenbestimmung von SYBR Green I mittels FAB-MS wurde als Auftragsanalyse am
Institut fiir Organische Chemie und Isotopenforschung, Universitét Stuttgart, durch Herrn J. Opitz
durchgefiihrt. Fiir diese Untersuchung wurde zunichst das Losungsmittel DMSO aus dem SYBR-
Green-I-Reagenz durch Gefriertrocknung entfernt und der Feststoff anschlieBend in m-Nitro-
benzylalkohol wieder aufgenommen. Die Absicherung der Struktur von SYBR Green I und die
Strukturaufklarung von PicoGreen erfolgte anhand von Elektrospray-MS-Analysen durch Frau G.
Beck-Schwadorf am Fraunhofer-Institut fiir Grenzflichen- und Bioverfahrenstechnik (Stuttgart)
mit einer Verdiinnung des SYBR-Green-I- (1:50 in Wasser) bzw. PicoGreen-Reagenz (1:100 in
DMSO). Im Fall von SYBR Green I diente Wasser und im Fall von PicoGreen Methanol als

FlieBmittel. Die Elektrospray-Ionisation wurde im positiven Modus (ESI") betrieben.

8.2.2 Viskosimetrie

Die Anderung der relativen Viskositit einer DNA-Losung in Abwesenheit bzw. Gegenwart eines
mit der DNA interagierenden Farbstoffs wurde mit einem Ostwald-Viskosimeter bei 21 °C
verfolgt. Um einen Effekt bei einer moglichen Interkalation des Reagenz zwischen die bp
viskosimetrisch erfassen zu konnen, muss die DNA eine 'stibchenférmige' Form aufweisen (72).
Dazu wurde die eingesetzte DNA mit Ultraschall behandelt, so dass die Fragmentgrof3e der DNA
zwischen 100 und 600 bp lag. Fiir die Viskositdtsmessungen betrug das Volumen der DNA-
Losung mindestens 1 ml. Die Zeitdifferenz zwischen dem Start- und Endpunkt der Messung
wurde manuell mit einer Stoppuhr erfasst, wobei die Messung fiir jedes untersuchte Farbstoff/bp-

Verhiltnis mindestens fiinfmal wiederholt wurde.
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8.2.3 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung von Daten wurden folgende Formeln verwendet:
Arithmetisches Mittel:

Gl. 8.2-1 x= iz;;]xi
n

Standardabweichung bezogen auf die Grundgesamtheit:

anZ -(Xx)°

n

Gl. 8.2-2 SDn = \/

8.3 Mikrobiologische und molekulargenetische Methoden

8.3.1 Stammhaltung und Kultivierung von Bakterien

8.3.1.1 Stammhaltung und Kultivierung von Einzelkulturen (172)

Um Reinkulturen zu erhalten, wurden Verdiinnungsausstriche auf Agarplatten hergestellt, diese
UN bei 37 °C inkubiert, luftdicht verschlossen und bei 4 °C gelagert. Alle 4 - 6 Wochen wurden
die relevanten Klone bzw. Stimme auf neue Agarplatten {iberimpft und visuell auf Reinheit und
Identitét iiberpriift. Die Herstellung von Dauerkulturen erfolgte durch Animpfen von 3 ml Nahr-
medium mit einer Einzelkolonie, Inkubation UN unter Schiitteln (200 Upm) bei 37 °C und
Verdiinnung eines 0,5 ml Aliquots dieser Kulturlosung mit 0,5 ml Glycerin (87%ig; autoklaviert).
Bei —70 °C sind diese glycerolhaltigen Kulturen mehrere Jahre haltbar (langfristige Lagerung).
Fiir die Anzucht von Bakterien in Fliissigkulturen wurden 3 -25 ml entsprechendes
Nihrmedium mit einer Dauerkultur oder einer Einzelkolonie inokuliert und UN bei 37 °C

inkubiert.

8.3.1.2 Stammhaltung und Kultivierung in Mikrotiterplatten

Die Vereinzelung, Kultivierung und Lagerung der rekombinanten Bakterien erfolgte in 96er-
Mikrotiterplatten. Dazu wurden die transformierten Bakterien-Einzelkolonien mit Hilfe steriler
Zahnstocher von der Agarplatte in die mit jeweils 200 - 250 41 LB-Amp-Medium befiillten Napf-
chen einer Mikrotiterplatte iiberfiihrt. Nach VerschlieBen der Mikrotiterplatte mit einer Adhésiv-
folie wurde mindestens zwei Tage bei 37 °C inkubiert.

Fiir die mittelfristige Haélterung (einige Monate) wurden die in Mikrotiterplatten
kultivierten Klone mittels eines 96-Nadel-Replikators in Mikrotiterplatten tiberstempelt, die mit
LB-Amp-Agar befiillt waren. Nach Inkubation (zwei bis drei Tage) bei 37 °C wurden die
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Mikrotiterplatten mit einem Plastikdeckel und Parafilm verschlossen und bei 4 °C gelagert. Zur
langfristigen Lagerung wurden die Klone in entsprechender Weise in mit LB-Amp-DMSO-
Medium befiillte 96er-Mikrotiterplatten (200 ul pro Népfchen) iiberfiihrt, inkubiert und mit einer
SilverSeal (Alu-Adhésivfolie) verschlossen. Die Lagerung erfolgte bei -70 °C.

8.3.2 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

8.3.2.1 Schnellisolierung von Plasmid-DNA

Mit dieser Methode wurde Plasmid-DNA fiir Anwendungen isoliert, die weder besonders viel
noch besonders reine DNA-Priparationen erforderten (173), z.B. zur Uberpriifung auf
Anwesenheit von Insert-DNA.

2ml einer UN-Kultur wurden in einem 2-ml-Kunststoffreaktionsgefil abzentrifugiert
(16 000 xg, 5 min), das Pellet in 200 ul P1-Puffer resuspendiert, mit 200 ul P2-Puffer versetzt
und vorsichtig durch Schiitteln vermischt. Nach hdchstens 5 min Inkubation bei RT wurden
200 ul P3-Puffer zugegeben, durchmischt und zentrifugiert (16 000 xg, 4 °C, 10 min). Der
wissrige Uberstand wurde in ein neues Kunststoffreaktionsgefif iiberfiihrt, die Plasmid-DNA
mit Isopropanol gefillt, das Pellet in 20-50 ul Tris-HCI-Puffer pH 8,5 aufgenommen und elektro-

phoretisch im Agarosegel untersucht.

8.3.2.2 Isolierung reiner Plasmid-DNA mit Silikagel-Siiulen

Diese Priparationsmethode wurde bei Anwendungen eingesetzt, die besonders reine Plasmid-
DNA verlangten, wie z.B. DNA-Sequenzierung. Nach der alkalischen Lyse der bakteriellen
Zellen und Abtrennung der Zellbestandteile (Kap. 8.3.2.1) wurde die Plasmid-DNA {iber eine
Silikamembran-Saule gereinigt. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit kommerziell

erhéltlichen Kits nach Angaben des Herstellers.

8.3.3 Isolierung von DNA aus Bodenproben

8.3.3.1 DNA-Isolierung durch schnelle Dekompression von iiberkritischem Kohlendioxid

Desintegrationsversuche von Bakterien durch schnelle Dekompression von iiberkritischem
Kohlendioxid wurden mit einer Extraktionsanlage durchgefiihrt, die aus einer Kohlendioxid-
pumpe, einem Pumpenkontroller, einer Reaktionskammer (Volumen: ca. 10 ml), einem Wasser-
bad und einem Ventil zusammengesetzt war (Abb. 4.2-1). Letzteres ermoglichte eine
Dekompression der Reaktionskammer auf Atmosphirendruck innerhalb von etwa 3 sec. Die

Untersuchungen wurden bei 260 bar und 60 °C durchgefiihrt.
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0,5 ml einer Bakterienkultur (UN-Kultur) bzw. 0,5 g einer autoklavierten, mit 0,5 ml
Bakterienkultur dotierten Bodenprobe wurden 5 min bei 16 000 xg abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 100 x1 LB-Medium resuspendiert, auf ein steriles Whatman-Filterpapier (2 cmx2 cm)
tiberfiihrt und auf der Unter- und Oberseite mit zusétzlichen Filterpapieren bedeckt. Das derart
vorbereitete Bakterienpellet wurde samt dem Filterpapier in die Reaktionskammer des
Extraktionsgerites platziert. Um die Luft aus der Reaktionskammer und den Leitungsrohren zu
entfernen, folgte eine zweimalige Flutung der gesamten Anlage mit Kohlendioxid. Fiir die
Dekompressionsprozedur wurde die Reaktionskammer zundchst mit Kohlendioxid befiillt und die
Bakterienzellen anschliefend unter den jeweiligen Druck- und Temperaturbedingungen dem
iiberkritischen Kohlendioxid ausgesetzt. Nach 5 min Inkubation folgte eine schnelle
Dekompression der Reaktionskammer. Der Kompressions- und Dekompressionsvorgang wurde
fiinfmal wiederholt. Das behandelte Bakterienpellet wurde in 1 ml Tris-HCI-Puffer pH 8,5
aufgenommen, die Zellbruchstiicke bzw. Bodenmatrix und das Filterpapier abzentrifugiert
(16 000 xg, 4 °C, 5 min), die DNA aus dem wissrigen Uberstand mit Isopropanol gefillt und

gelelektrophoretisch untersucht.

8.3.3.2 Methode zur DNA-Isolierung nach Zhou et al. (91)

Etwa 0,5 g einer Bodenprobe wurden mit 1,3 ml Zhou-Extraktionspuffer versetzt, griindlich
durchmischt und drei Frier-Tau-Zyklen durch abwechselnde Inkubation im fliissigen Stickstoff
und im Wasserbad (65 °C) unterworfen. Nach Abkiihlen der Probe auf RT folgte eine Zugabe
von 10 ul Proteinase-K-Ldosung (20 mg/ml) und eine Inkubation von 30 min bei 37 °C. Nach
Zugabe von 150 ul 20 % (W/V) SDS-Losung wurde der Ansatz wieder 2 h im Wasserbad (65 °C)
behandelt. AnschlieBend wurden die Matrixbestandteile und Zellbruchstiicke abzentrifugiert
(16 000 xg, 4 °C, 10 min) und der wissrige Uberstand in ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt.
Um restliche Riickstinde an Boden-DNA aus dem verbliecbenen Pellet zu extrahieren, wurde
dieser in 1,25 ml Zhou-Extraktionspuffer und 125 ul 20 % (W/V) SDS-Losung resuspendiert,
10 min im Wasserbad (65 °C) inkubiert und wiederum abzentrifugiert. Nach Zusammenfiihren
der Uberstiinde folgte eine zweimalige Extraktion mit Chloroform (je einfaches Volumen). Die
wissrige Phase wurde mit Isopropanol gefillt, das Pellet in 200 ul Tris-HCI-Puffer pH 8,5

aufgenommen und mit Hilfe der Ausschlusschromatographie (Kap. 8.3.5.3) gereinigt.



160 Material und Methoden

8.3.3.3 DNA-Isolierung nach Moré et al. (30)

Ca. 0,5 g Bodenprobe wurden in 500 ul Phosphatpuffer (100 mM, pH 8) aufgeschwemmt, mit
1,8 g Glasperlen und 250 ul SDS-Puffer versetzt und homogen vermischt. AnschlieBend folgte
die Behandlung des Ansatzes mit der Retsch-Miihle (4 °C, 2 min, 20 Hz). Nach Abzentrifugieren
(16 000 xg, 4 °C, 5 min) der festen Bestandteile wurde der Uberstand in ein frisches Reaktions-
gefal tiberflihrt, mit 0,4 VT Natriumacetat (7,5 M, pH 4,8) vermischt, 5 min auf Eis inkubiert und
zentrifugiert (16 000 xg, 4 °C, 5 min). Der so erhaltene Uberstand (DNA-Rohextrakt) wurde zur
DNA-Quantifizierung mittels SYBR-Green-I-Fluoreszenz (Kap. 8.1.3.2) verwendet.

8.3.4 Isolierung von DNA aus Reinkulturen

Zur Isolierung genomischer DNA aus E. coli DHS o bzw. Pseudomonas LU2023 wurden 100 ml
LB-Medium mit dem entsprechenden Stamm inokuliert und UN bei 37 °C auf dem Schiittler
(200 Upm) inkubiert. Die Zellsuspension wurde abzentrifugiert (16 000 xg, 4 °C, 20 min) und
das Zellpellet nach Kap. 8.3.3.2 weiterbehandelt.

8.3.5 Reinigung von DNA-Losungen

8.3.5.1 Prizipitation von DNA mit Ethanol bzw. Isopropanol

Zur Fallung mit Ethanol wurde die DNA-Losung mit 10 % (V/V) 3 M Natriumacetat-Losung pH
4,8 und dem 2,5fachen Volumen Ethanol (96 %) versetzt und mindestens 60 min bei —20 °C
gekiihlt. Die Prizipitation einer DNA-LOsung mit Isopropanol erfolgte mit dem 0,7fachen
Volumen Isopropanol und einer Inkubation auf Eis (30 min). Nach 30 min Zentrifugation
(16 000 xg, 4 °C) wurde das Pellet mit 70 % (V/V) Ethanol gewaschen, nochmals 15 min
zentrifugiert, im Wasserbad (50 °C) mit gedffnetem Reaktionsgefdll getrocknet, im geeigneten

Volumen Wasser, TE-Puffer oder Tris-HCI-Puffer pH 8,5 geldst und bei —20 °C gelagert.

8.3.5.2 Phenol/Chloroform- bzw. Chloroform-Extraktion von DNA-Losungen

Proteine und andere Zellbestandteile konnen aus DNA-Losungen mit Chloroform oder Phenol
(mit Tris-HCI-Puffer pH 8,0 geséttigt)/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, V/V/V) entfernt
werden (46).

Die DNA-Losung wurde mit gleichem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
versetzt und bis zur Bildung einer homogenen Emulsion geschwenkt. Nach Trennung der Phasen
durch Zentrifugation (16 000 xg, 5 min) wurde die wéssrige Phase in ein neues Kunststoff-

reaktionsgefdl liberfiihrt und die Prozedur solange wiederholt extrahiert, bis keine weille
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Interphase mehr zu sehen war. Anschlieend folgte eine Extraktion der wéassrigen Phase mit dem
gleichen Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, V/V) und Fillung der gereinigten DNA-
Losung mit Ethanol oder Isopropanol. Bei der Reinigung mit Chloroform wurde ein Volumenteil

Chloroform zur DNA-Ldsung gegeben, geschwenkt und die entstandene Emulsion zentrifugiert.

8.3.5.3 Reinigung von Boden-DNA-Rohextrakten

Die Reinigung der huminstofthaltigen DNA-Rohextrakte erfolgte mit Hilfe von Ausschluss-
chromatographie-Sdulen (Chroma Spin TE-1000 Columns, BD Biosciences Clontech) und eines
DNA-bindenden Adsorptionsmaterials (DNA Clean Up System, Promega) gemill Hersteller-
angaben. Ferner wurden Anionenaustausch-Chromatographiesdulen (NUCLEOBOND Cartridges
AXG 20, Macherey-Nagel) mit huminstoffhaltigen DNA-Lsung beladen, mit Waschldsungen
unterschiedlicher pH-Werte (6,3 bis 8,0; 0,1 M Phosphat-Puffer) bzw. Kaliumchlorid-Konzentra-
tionen (0,2 bis 0,9 M) gewaschen und die DNA anschlieBend gemill Herstellerangaben eluiert.
Zur Fillung der Huminsduren wurde die DNA-LOsung mit Guanidiniumhydrochlorid-Lésung
(2 M) versetzt (final: bis 1 M), geschwenkt, 5 min auf Eis inkubiert und zentrifugiert (16 000 xg,

4 °C). Pellet und Uberstand wurden anschlieBend elektrophoretisch untersucht.

8.3.6 Gelelektrophoretische Auftrennung und Reinigung von DNA

Genomische DNA, nicht-gespaltene Plasmid-DNA, Restriktionsspaltprodukte sowie PCR-

Produkte wurden iiber Agarose-Gelelektrophorese analysiert und gereinigt.

8.3.6.1 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA
Agarosegele wurden mit 0,8 bis 1,0 % (W/V) Agarose in TAE-Puffer gegossen (172). Die

Probentaschen konnten mit maximal 25 ul Probenvolumen beladen werden, wobei die Proben mit
jeweils 10 % (V/V) DNA-Auftrags-Puffer versetzt wurden. Nach der Auftrennung bei einer
Spannung von 80 V wurde das Gel 20-30 min in einer Ethidiumbromid-Lésung gefarbt und kurz
mit Leitungswasser entfarbt. Die Detektion der Farbstoff/DNA-Banden erfolgte im Durchlicht
eines Transilluminators (Anregungswellenldnge: 312 nm). Zur Dokumentation wurden die Gele

photographiert. Als GroBenmarker diente eine 100-bp-DNA-Leiter bzw. 1-kb-DNA-Leiter.

8.3.6.2 Elution der DNA aus Agarosegelen
Bei einer priparativen Trennung wurden die gewiinschten DNA-Banden ausgeschnitten. Die
Isolierung und Reinigung der DNA erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) und

den darin enthaltenen Reagenzien nach der beiliegenden Anleitung.
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8.3.7 Modifikationen von DNA

8.3.7.1 Restriktionsspaltung von DNA

Fiir die analytische Restriktion von Plasmiden wurden sog. Typll-Restriktionsendonukleasen
verwendet. Die Enzyme spalten die DNA an einer fiir das jeweilige Enzym spezifischen, in der
Regel palindromischen Erkennungssequenz. Die DNA-Losungen wurden mit 1 bis 10 U einer
Restriktionsendonuklease pro ug DNA in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer zwischen 1
und 2 h bei der optimalen Temperatur in einem Endvolumen von 20 ul gespalten. Die simultane
Spaltung der DNA mit zwei Restriktionsenzymen, die unterschiedliche Puffer bendtigen, erfolgte
in einem Puffersystem, in dem die Aktivitit beider Enzyme hoher als 60 % war. Die préparative
Restriktion wurde im 100 ul Ansatz durchgefiihrt, wobei die DNA-Konzentration pro ul nicht
groBer als 0,1 ug war. Die Inaktivierung der Restriktionsenzyme erfolgte mit dem QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

Die Spaltung der gereinigten Boden-DNA erfolgte UN mit dem Restriktionsenzym EcoRI
in Gegenwart von 5 bis 12 U Enzym pro ug Boden-DNA. Bei Inhibierung von EcoRI durch
Riickstinde an Huminstoffen in der Boden-DNA-L&sung wurde die Reaktion in Gegenwart von

10 mg/ml BSA durchgefiihrt.

8.3.7.2 Dephosphorylierung linearisierter DNA mit alkalischer Phosphatase
Die alkalische Phosphatase katalysiert die Abspaltung der 5’-Phosphatgruppe von DNA, RNA

und Ribo- und Deoxyribonukleosid Triphosphaten. Nach der Restriktionsspaltung von Plasmiden
wurde der Restriktionsansatz mit einem definierten Volumen des 10fach konzentrierten CIAP-
Puffers versetzt und mit Wasser soweit ergénzt, dass der CIAP-Puffer final einfach konzentriert
vorlag. AnschlieBend wurde 1 ul unverdiinnter alkalischer Phosphatase zugefiigt. Nach 60 min
Inkubation bei 37 °C wurde das Enzym durch Erhitzen auf 70 °C (10 min) inaktiviert. Die
weitere Reinigung erfolgte entweder durch ein praparatives Agarosegel oder durch Reinigung mit

dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

8.3.7.3 Ligation von DNA in einen Vektor

Ligasen katalysieren die Bildung einer Phosphodiester-Bindung zwischen der 5’-Phosphatgruppe
und der 3’-Hydroxygruppe zweier benachbarter Nukleotide. Die Konzentration und Lénge eines
DNA-Fragmentes beeinflusst den Grad der Rezirkularisierung bzw. Bildung von Konkatemeren
wihrend der Ligation. Die Grenzkonzentration j, ab der die Rezirkularisierung wahrscheinlich

wird, ldsst sich mit Hilfe der Formel von Dugaiczyk et al. berechnen (174)
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wobei MGpna das Molekulargewicht des Insert-DNA-Fragments ist. Fiir die Ligation der
gespaltenen Boden-DNA-Fragmente aus dem Bereich zwischen 3 und 6 kb mit dem Vektor
pJOE930 wurde ein mittleres Molekulargewicht von 4,5 kb und fiir die Fragmente zwischen 6
und 10 kb ein mittleres Molekulargewicht von 8,0 kb als Berechnungsgrundlage fiir j festgelegt.
Ein 20-ul-Ligationsansatz enthielt 0,2 x j an Insert-DNA. Die eingesetzte Menge an linearisierter
Vektor-DNA betrug minimal ein Achtel bis maximal die Hilfte der eingesetzten Insert-DNA-
Menge. Der Ansatz enthielt 3 U T4-DNA-Ligase und den vom Hersteller mitgelieferten
Reaktionspuffer in einfacher Konzentration. Vor Zugabe des Reaktionspuffers und der Ligase
wurde der Ansatz 10 min auf 45 °C erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Erst anschlie3end erfolgte die
Zugabe der genannten Reagenzien. Die Ligationen wurden mindestens iiber 12 h bei 4 °C bzw.

3 hbei 16 °C durchgefiihrt.

8.3.8 Arbeiten unter S2-Bedingungen

Alle gentechnischen Arbeitsschritte mit Boden-DNA erfolgten unter den Bedingungen der
Sicherheitsstufe 2 (S2, Gentechnikgesetz, in der Fassung der Bekanntmachung vom 16.08.2002,
BGBI. 3220). Dazu gehorte die Transformation von Boden-DNA-Vektor-Ligationsansitzen in

E. coli DH5 & und die Untersuchung der rekombinanten Transformanden.

8.3.9 Transformation

Die Transformationen erfolgten entweder in kéduflich erworbenen elektrokompetenten E. coli

DHS5 & oder in kompetenten E. coli DHS ¢, die nach dem Hanahan-Protokoll hergestellt wurden.

8.3.9.1 Transformation elektrokompetenter E. coli DH5

Die in 200 ul-Einheiten gelieferten, elektrokompetenten E. coli DH5o-Zellen wurden auf Eis
aufgetaut und zu jeweils 40 ul in 1,5-ml-KunststoffreaktionsgefdBen aliquotiert. Nach Zugabe
von 1 ul Ligationsansatz zu einem Aliquot wurde die Suspension durch Antippen gemischt, ca.
I min auf Eis gestellt und anschlieend in eine eisgekiihlte Elektroporationskiivette {iberfiihrt.
Die Elektroporation wurde entsprechend den Angaben des Geriteherstellers ausgefiihrt. Direkt
nach dem Puls wurden die Zellen in der Elektroporationskiivette mit 1 ml SOC-Medium versetzt,
in ein 15-ml-Kunststoffreaktionsgefdl {iberfithrt und 1 h bei 37 °C auf dem Schiittler (220 Upm)
inkubiert, bevor je 100—200 ul Zellsuspension auf entsprechenden Agarplatten ausplattiert

wurden.
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8.3.9.2 Herstellung und Transformation kompetenter Zellen nach Hannahan

125 ml LB-Medium wurden mit 1 Vol% einer UN-Kultur von E. coli DH5 ¢ inokuliert und bei
37 °C auf dem Schiittler (220 Upm) bis zu einer ODgoonm= 0,4-0,6 wachsen gelassen. Die
Bakteriensuspension wurde 10 min auf Eis gestellt, bei 1 000 xg abzentrifugiert (10 min, 4 °C)
und in 30 ml eisgekiihltem TFBI1 resuspendiert. Nach 1 h auf Eis wurden die Zellen erneut
abzentrifugiert und das Pellet in 5 ml eisgekiihltem TFB2 aufgenommen. Die Zellen wurden in
Aliquots zu je 100 ul bei =70 °C eingefroren oder sofort verwendet.

Den 100-ul-Chargen frischer oder aufgetauter kompetenter Zellen wurde die zu
transformierende DNA zugesetzt (meist 0,1-1 ug und maximal 20 ul). Nach vorsichtigem
Mischen wurden die Zellen erst 30 min auf Eis und dann 2 min bei 37 °C inkubiert und nochmals
2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 500 ul SOC-Medium wurden die Zellen 1-2 h bei 37 °C
geschiittelt und anschlieBend zu je 100 ul ausplattiert (175).

8.3.10 Gewinnung von Zell-Rohextrakten mit der Schwingmiihle

Zur Herstellung von Zell-Rohextrakten fiir die enzymatische Umsetzung wurde die mit IPTG
induzierte Bakterienkultur (1 bis 10 ml) nach entsprechender Inkubation abzentrifugiert, in Tris-
HCI-Puffer pH 8,5 gewaschen und u.U. bei —=70 °C UN gelagert. Nach Zugabe von 0,2 g Spezial-
Mabhlperlen und 200 ul der entsprechenden Pufferlosung wurde die Suspension 2 min lang in der
Schwingmiihle bei einer Schwingfrequenz zwischen 16 und 20 sec”’ behandelt. Die zweimalige
Zentrifugation des Zelllysates fiihrte zu einem klaren Uberstand (= Zell-Rohextrakt), der bis zur

weiteren Verarbeitung bei 4 °C gelagert wurde.

8.3.11 Amplifikation von DNA-Stiicken durch PCR

Fir die Amplifikation eines zwischen den Primerbindungsstellen gelegenen DNA-Abschnittes
durch eine thermostabile DNA-Polymerase wurden einem 50 ul-Ansatz folgende Komponenten
zugefiigt: 0,01 - 0,5 ug DNA als template (DNA-Matrize), jeweils 1,0 ul der beiden Primer
(20 uM), 1 ul ANTP-Gemisch (je 10 mM pro Deoxyribonukleotid), 5 ul 10x DNA-Polymerase-
Puffer sowie 0,5 ul DNA-Polymerase. Ublicherweise wurde die Tag-DNA-Polymerase
verwendet. Sollten die amplifizierten DNA-Fragmente in ein Vektor ligiert und in einem
Expressionssystem untersucht werden, so wurde die Pfu-DNA-Polymerase eingesetzt. Im
Thermoblock wurde die DNA 5 min bei 94 °C denaturiert (Deckel-Temperatur: 105 °C). Die
Amplifikationsschleife, bestehend aus 1 min Denaturation bei 94 °C, 1 min Binden der Primer an
die template-DNA (annealing) bei verschiedenen Temperaturen sowie 60 — 90 sec Synthese bei

72 °C, wurde 30mal wiederholt. Um die vollstindige Synthese aller Fragmente zu ermdglichen,
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erfolgte zum Abschluss eine Inkubation von 5 min bei 72 °C. Nach Ablauf des PCR-Programms
schloss sich eine Abkiihlung des Thermoblocks auf 12 °C an. Zur Analyse wurden die PCR-
Ansitze auf einem Agarosegel aufgetrennt. Fiir priparative Ansdtze wurden die amplifizierten

Fragmente entweder {iber ein Agarosegel gereinigt oder mit Isopropanol gefallt.

8.3.12 Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung wurde freundlicherweise durch die Firma Biolux (Stuttgart) bzw. durch
Mitarbeiter der BASF (Ludwigshafen) nach dem Prinzip des primer walking (176) durchgefiihrt.

8.3.13 Klonierung von HZ01-orf32 in pBluescript SK(+)

Um das fiir die lipolytische Aktivitit verantwortliche Gen von Klon HZ01 ndher zu einzugrenzen,
wurde zunichst das rekombinante Plasmid pHZO1 isoliert, die Fremd-DNA aus dem pJOE930-
Insert-DNA-Konstrukt mit BamHI herausgeschnitten, elektrophoretisch aufgetrennt, aus den
Agarosegel eluiert und in ein mit BamHI und alkalischer Phosphatase pripariertes pBluescript-
SK(+)-Plasmid hineinkloniert. Nach der Transformation und dem Ausplattieren auf Tributyrin-
Platten zeigten die rekombinanten Klone eine lipolytische Aktivitdt. Aus einem aktiven Klon
wurde wiederum das rekombinate Plasmid pBluescript-SK(+)-Fremd-DNA isoliert und mit
EcoRI gespalten. Die elektrophoretische Auftrennung lieferte neben der pBluescript-SK(+)-
Bande auch zwei Banden bei etwa 0,5 und 2,5 kb. Diese beiden Banden wurden aus dem
Agarosegel eluiert und jeweils in ein mit EcoRI und alkalischer Phosphatase prépariertes
pBluescript-SK(+)-Plasmid ligiert. Wahrend bei den Transformanden des 0,5-kb-Ansatzes keine
Aktivitdt festgestellt wurde, zeigten die Klone des 2,5-kb-Ansatzes eine unterschiedlich

ausgeprigte Hofbildung auf Tributyrin-Platten (Abb. 4.3-2).

8.3.14 Photometrische Aktivititsmessung von Hydrolasen mit pNP-Estern

Die Bestimmung der Hydrolase-Aktivitit mit p-Nitrophenylestern (pNP-Ester) als Substrat
basiert auf der enzymkatalysierten Spaltung von pNP-Estern. Das dabei freiwerdende p-Nitro-
phenol kann photometrisch bei 405 nm bestimmt werden (104). Aus dem Anstieg der Absorption
bei 405 nm ldsst sich die Aktivitit berechnen. Die Eine Einheit (U) Hydrolase-Aktivitdt
entspricht der Menge an Enzym, die 1 umol p-Nitrophenol pro Minute unter den gewihlten

Reaktionsbedingungen freisetzt. Die Aktivitidt wurde nach folgender Gleichung berechnet:
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hierbei ist:  AE: Anstieg der Absorption bei 410 nm [1/min]
€: molarer Absorptionskoeff. p-Nitrophenol bei pH 7,4 [9 000 1/(mol - cm)]
d: Schichtdicke der Probenlésung [cm]
Crowin:  KONZentration an Protein in der Test-Losung [mg/ml]

Die Schichtdicke d der Probenlosung wurde nach

AbS,ypp,m (Probe) — Abs,,, (Probe)
Abs 0, ( Kiivette ) — Abs,,, (Kiivette )

Gl. 8.3-3 dfcm] =

ermittelt. Bei Kenntnis des Proteingehaltes einer Enzym-Priparation ist die Berechnung der
spezifischen Aktivitét [U/mg Protein] mdglich.

Zunidchst wurde eine 5 mM Stammlosung des entsprechenden pNP-Esters in DMSO
hergestellt, zehnfach mit Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7,0; 0,5 Vol% Triton-X-100) verdiinnt und
bis zur Reaktion auf Eis gelagert. 180 4l dieser Substrat-Arbeitslosung wurden mit 20 ul
Proteinlosung im ersten Nidpfchen einer Mikrotiterplatte vermischt. 100 ul dieser Mischung
wurden entnommen und in das nidchste Ndpfchen iiberfiihrt, in dem sich bereits 100 ul Substrat-
Arbeitslosung befanden. Diese Verdiinnungsprozedur wurde insgesamt achtmal wiederholt. Die
Bestimmung der Absorption bei 405 nm erfolgte iiber einen Zeitraum von 20 min. Zur
Auswertung wurde die Verdiinnungsreihe der Proteinlosung verwertet, die einen linearen Anstieg

der Absorption iiber die gemessene Zeit lieferte.

8.3.15 Testverfahren zur Aktivitits-basierten Durchmusterung der Genbank

8.3.15.1 Replikaplattierung

Nach Vereinzelung und Kultivierung der rekombinanten Klone in 96er-Mikrotiterplatten (Kap.
8.3.1.2) wurden die bewachsenen Kolonien zur Durchmusterung auf verschiedene enzymatische
Aktivititen mit Hilfe eines 96-Nadel-Replikators auf die jeweiligen Testplatten (Kap. 7.6)
iiberstempelt. Die verwendeten Petrischalen hatten ein 12x12 cm-Format. Die Replikaplattierung
der Klone erfolgte in der Weise, dass jeweils zwei Mikrotiterplatten auf eine Testplatte

aufgebracht werden konnte.
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8.3.15.2 Tributyrin-Plattentest

Die Detektion lipolytisch aktiver Klone erfolgte auf Agarplatten, in die Tributyrin in emulgierter
Form eingearbeitet war. Die hydrolytische Spaltung der Esterbindungen dieses Triacylglycerids
fithrt zur Bildung von klaren Hofen um positive Kolonien, die sich dadurch vom triilben Hinter-
grund abheben (166).

Die rekombinanten Klone wurden direkt auf den Tributyrin-Platten ausplattiert oder

ausgestrichen und UN bei 37 °C bzw. weiter bei RT inkubiert.

8.3.15.3 Amylase-Plattentest

Zur ldentifizierung amylolytischer Klone konnen LB-Agarplatten verwendet werden, die 1 %
(W/V) losliche Stirke enthalten. Losliche Stirke kann qualitativ durch die intensive Violett-
farbung der Kaliumiodid-lod-Stirke-Reaktion nachgewiesen werden. Aufgrund ihrer Féhigkeit
zur Hydrolyse von 1,4- bzw. 1,6-a-glukosidischen Bindungen machen sich aktive Klone durch
helle Hofe visuell bemerkbar.

Nach Replikaplattierung bzw. Ausstreichen der Zellen auf Stiarke-Platten (Kap. 7.6) wurden
die Kolonien mehrere Tage bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend folgte eine Lyse der Zellen iiber
Chloroform-Dampf (optional, 3 bis 4 min) und eine weitere Inkubation dieser Agarplatten UN bei
RT bzw. 30 °C. SchlieBlich wurden die Stiarke-Platten 2 bis 3 h bei 4 °C gelagert, das abgekiihlte
Agarmedium mit einer 15fach verdiinnten Kaliumiodid-lod-Ldsung iiberschichtet und die Losung
durch vorsichtiges Schwenken iiber die gesamte Agaroberfliche verteilt. Um Quer-
kontaminationen zu vermeiden, wurde die {iberschiissige Kaliumiodid-lod-Losung nach einer
kurzen Einwirkzeit verworfen. Stirkehaltige Bereiche der Agarplatten zeigten eine intensive
Violettfarbung, die ca. 3 bis 4 min stabil war. Die Auswertung der Agarplatten erfolgte visuell.

Als Positivkontrolle wurden einige ul einer Speichelprobe auf die Stérke-Platten verteilt.

8.3.15.4 Protease-Plattentest

Der Nachweis proteolytisch aktiver Klone kann auf Agarplatten durchgefiihrt werden, in die
Magermilchpulver eingearbeitet ist, wodurch es zu einer Triibung des Mediums kommt. Die
enzymatische Hydrolyse der Magermilchproteine fiihrt zur Hofbildung um die betreffenden
Kolonien.

Um die zeitgleiche Durchmusterung der Plasmid-Genbank nach zwei verschiedenen
Enzymaktivititen zu ermoglichen, wurden Agarplatten benutzt, die sowohl Magermilchpulver als
auch X-Phosphat als Substrat enthielten. Die zu testenden Klone wurden auf die X-Phosphat-
Magermilch-Platten (Kap. 7.6) durch Replikaplattierung (Kap. 8.3.15.1) oder Ausstreichen iiber-
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fithrt und mindestens zwei bis vier Tage bei 30 °C inkubiert. Als Positivkontrolle diente Bacillus
subtilis LU1573, der in der Lage ist, auf ampicillinhaltigen Platten zu wachsen und die

Magermilchproteine zu spalten.

8.3.15.5 Phosphatase-Plattentest

Die Detektion von Phosphatasen kann auf Agarplatten erfolgen, die X-Phosphat (5-Brom-4-
chlor-3-indoylphosphat) enthalten. Durch enzymatische Abspaltung der Phosphatgruppe und
anschliefende Oxidation mit Luftsauerstoff entsteht der blaue Farbstoff 5-Brom-4-chlorindigo
und verleiht den aktiven Kolonien eine Blaufarbung (167).

Wie bereits in Kap. 8.3.15.4 beschrieben, wurde die Durchmusterung der Genbank auf
X-Phosphat-Magermilch-Platten durchgefiihrt. Eine Blaufiarbung der aktiven Klone war je nach
Starke der hydrolytischen Aktivitdt bereits nach einem Tag Inkubation deutlich erkennbar. Die
Vereinzelung und Uberpriifung positiver Klone erfolgte auf X-Phosphatplatten ohne Zusatz von
Magermilchpulver. Als Positivkontrolle wurde ein von BASF (Ludwigshafen) zur Verfligung
gestellter £.-coli-XL1Blue-Klon verwendet, der auf dem Vektor pBluescript KS II das phoA-Gen

der alkalischen Phosphatase aus E. coli enthilt.

8.3.15.6 Phytase-Test

Phytasen (3- und 6-Phytasen) katalysieren die Hydrolyse von Natriumphytat zu myo-Inositol und
anorganischem Phosphat. Nach Zugabe eines Molybdat-Eisensulfat-Reagenz entsteht ein blauer
Farbkomplex, dessen Absorption bei 620 nm als MaB fiir die Menge an freigesetztem Phosphat
dienen kann.

Fiir die enzymatische Umsetzung in einer 96er-Mikrotiterplatte wurden 70 ul eines Zell-
Rohextraktes (in Acetatpuffer) und 30 ul der Natriumphytatlosung in einem Népfchen vermischt
und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Abbruch der enzymatischen Reaktion mit 25 ul 10%iger
Trifluoressigsdure erfolgte die Zugabe von 50 ul Farbreagenz. AnschlieBend wurde 10 bis 60 min

bei RT inkubiert und die Absorption bei 620 nm gemessen.

Zur Herstellung von Kalibriergeraden wurden 5 mg einer Phytase aus Aspergillus ficuum
(3,5 U/mg) in 1ml Acetatpuffer resuspendiert und nach entsprechender Verdiinnung in
Konzentrationen zwischen 0,01 bis 0,18 U/ml fiir die enzymatische Reaktion eingesetzt. Als
Blindwert diente eine Mischung aus 70 ul Acetatpuffer und 30 xl Substratlosung. Zur Ermittlung
des Enzym- bzw. Probenleerwertes wurde die Probe zunidchst ohne Substrat inkubiert, mit

Trifluoressigsdure versetzt und das Substrat erst vor der Farbreagenz-Zugabe zugefiigt.
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8.3.15.7 Oxidoreduktase-Plattentest

Fiir die Identifizierung von rekombinanten Klonen, die in der Lage sind, in das vorgelegte
Substrat 1,2-Propandiol Carbonyl-Gruppen einzufiihren, wurden 1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-
Platten als Indikatorplatten verwendet (127). Positive Klone machen sich durch eine intensive
Rotfarbung der Kolonie im Vergleich zur Kontrolle E.-coli-DH5 a-pJOE930 bemerkbar.

Die elektrotransformierten Zellen wurden dazu direkt auf den Testplatten (Kap. 7.6) ausplattiert

bzw. ausgestrichen und UN bei 30 °C ein bis maximal drei Tage inkubiert.

8.3.15.8 Purpald-Test

Die auf den 1,2-Propandiol-Fuchsinsulftit-Platten identifizierten Klone (Kap. 8.3.15.7) wurden
auf ihre Féahigkeit zur Bildung von Aldehyden ebenfalls mit dem Purpald-Test iiberpriift. Purpald
(4-Amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol) reagiert mit Aldehyden in stark alkalischen
Losungen unter Einwirkung von Luftsauerstoff zu einem violetten Farbstoff, der photometrisch
erfasst werden kann (129).

Zunéchst wurden die in 96er-Mikrotiterplatten gelagerten Klone (Kap. 8.3.1.2) in mit LB-
Amp-IPTG-Medium befiillte Mikrotiterplatten iiberfiihrt, UN bei 37 °C inkubiert und anschlie-
Bend mit 0,5 Vol% 1,2-Propandiol versetzt. Nach einer weiteren Inkubationsdauer von 10 h
wurden die Zellen abzentrifugiert, 60 ul zellfreien Kulturiiberstand mit 90 x4l Purpald-Losung
(10 g/l in 1 N NaOH-L6sung) in ein Napfchen einer Mikrotiterplatte pipettiert und 30 min bei RT
inkubiert. Nach Abbruch der Reaktion durch Zugabe von 150 x4l Natriumborhydrid-Lésung (2 g/l
in 1 N NaOH-Losung) folgte die Messung der Absorption bei 550 nm.

8.3.16 Winogradsky-Siule

Fiir die Herstellung einer Winogradsky-Sdule (177) wurde ein 1-1-MeBzylinder zu etwa einem
Sechstel bis Fiinftel seiner Hohe mit Erde befiillt. Die Erde stammte vom Institutsgeldnde des
Fraunhofer-Instituts fiir Grenzflichen- und Bioverfahrenstechnik (Stuttgart). Nach Zugabe von
4 ml Calciumsulfat-Losung (gesattigt) wurde die derart vorbereitete Sdaule mit Wasser bis zur 1-1-
Marke aufgefiillt, mit einen Deckel einer Petrischale verschlossen und fiir einige Monate auf

einer Fensterbank des Labors (RT) stehen gelassen.
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9 Anhang

Tab. 9-1 '"H-NMR- und 13C-NMR-Daten von SYBR Green I. Eine exakte Zuordnung der 'H- und "C-
Verschiebungen im aromatischen Bereich der Substanz war aufgrund der eng beieinander liegenden
chemischen Verschiebungen nicht méglich. Die 'H-NMR-Daten zeigten eine gute Ubereinstimmung mit
der '"H-NMR-Daten von TO (178).

20a N

Verschiebung & [in ppm]
(Signalmultiplizitiat*, Anzahl der H-Atome, Nummer der H-Atome)

8,55 — 7,16 (m, 14 H), 6,83 (s, 1 H, 8-H), 3,98 (s, 3 H, 6-H), 3,30 (t, 2 H, 17-H), 3,24 (t, 2 H, 27-H), 2,31
(t, 2 H, 19-H), 2,26 (s, 6 H, 20a-, 20b-H), 1,59 (g, 2 H, 18-H), 1,39 (m, 2 H, 28-H), 0,85 (t, 3 H, 29-H)

"H-NMR

Verschiebung & [in ppm]
(quartar. C-Atom, CH-, CH;- oder CH3-Gruppe**, Nummer der C-Atome)
160,79 (C, 10-C), 160,03 (C, 7-C), 151,48 (C, 11a-C), 142,36 (C, 26-C), 142,25 (C, 5b-C), 140,65 (C,

12-C), 133,68 (CH, 8-C), 2x 131,97 (CH), 131,53 (CH), 2x 131,01 (CH), 129,45 (CH), 127,15 (CH),

"*C-NMR 125,97 (CH), 125,56 (CH), 125,31 (C, 11b-C), 123,81 (CH), 123,50 (C, 5a-C), 120,17 (CH), 113,37
(CH, 23-C), 104,06 (CH, 4-C), 88,35 (CH, 9-C), 57,74 (CH2, 17-C), 56,14 (CH2, 27-C), 51,89 (CH2,
19-C), 2x 45,35 (CH3, 20a-, 20b-C), 33,93 (CH3, 6-C), 25,93 (CH2, 18-C), 21,45 (CH2, 28-C), 11,76
(CH3, 29-C)

* m: Multiplett; s: Singulett; t: Triplett; q: Quartett; ** Zuordnung erfolgte anhand eines "*C-DEPT-135-Spektrums
(distortionless enhancement by polarization transfer).

Tab. 9-2 ESI-MS-Untersuchung von SYBR Green I und PicoGreen. Das SYBR-Green-I-Reagenz wurde
1:50 in Wasser, das PicoGreen-Reagenz 1:100 in DMSO verdiinnt (vgl. Kap. 8.2.1).

Farbstoff m/[zl-Egignal m/z (I!IA,SdEe:pg:sni]::;aks)
SYBR Green | -MS: 509,5 (100), 424,5 (55), 409,4 (8), 367,4 (13), 255,2 (35)
509 -MS? [509,5]: 509,5 (4), 367,4 (100)
-MS® [509,5->367,4]: 367,4 (100), 352,4 (86), 232,3 (33), 219,2 (45)
424 -MS? [424,5]: 424,5 (25), 409,4 (100), 276,1 (51), 233,3 (9)
255 -MS? [255,2]: 424,5 (100), 184,2 (34), 86,1 (15)
PicoGreen -MS: 552,5 (100), 467,5 (4), 410,5 (7), 367,4 (8)

552 -MS? [552,5]: 552,5 (8), 367,4 (100)
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Tab. 9-3 Zusammenstellung der offenen Leserahmen (ORF), ihrer relativen Position in der Insert-DNA
(bp-Position) und der Aminoséure-Anzahl sowie der Beginn der Aminosiuresequenz aller abgeleiteten
Proteine. Die DNA-Sequenzen konnen mit Hilfe der accession number bei GenBank abgerufen werden
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Die Analyse der Insert-DNA erfolgte nach Kap. 4.2.10, wobei nur
abgeleitete Proteine mit mehr als 200 Aminoséiuren beriicksichtigt wurden. (#, unvollstindiger ORF)

. accession Insert- . Aminosaure- Beginn der
Plasmid = ber  Groge [bp] ORF bp-Position Anzahl Aminosiuresequenz
Tributyrin-Plattentest
pHZ01 AY687457 2984 orf32 2328 - 1240 362 MVSWRHDNN...

orf4 1579 - 2232 217 MIRRRAAGG...
pHZ02 AY687456 5698 orf1 1404 - 3110 568 MDNQRLLVW...
= orf2 2417 - 1686 408 MQNKKVSFD...
pHZ03, orf3# 4349 - 3123 440 MPAHEDTIV...
pHZ06 orf4 4379 - 5698 243 MQLFELRLD...
orfs 5638 - 4499 379 MLGQAQLLG...
pHZ04 AY785434  a) 1847 orf1 1731 - 445 428 MPIQRRHFS...
= AY785435 b)2352 orf2 1863 - 931 310 MLDPQAKAL...
pHZ10 orf3 1192 - 1944 250 MLGPDVVAA...
pHZ05 AY687455 3094 orf1 806 - 189 205 MKPRAISAS...
orf2 1602 - 766 278 MATCRRLAA...
orf3 2632 - 1562 356 MSMTYRSLR...
orf4 1907 - 2764 285 MDHHAVRGI...
pHZ07 AY687454 4678 orf1 628 - 1572 314 MELHEDEIP...
orf2 1740 - 2960 406 MTAAQAGDL...
orf3 1139 - 459 226 MLYRVRLSS...
pHZ08 AY687453 7130 orf1 1396 - 68 441 LPWPIEISK...
orf2 113-1132 339 MANKIVEDP...
orf3 2301 -1129 390 MFDIHAPDH...
orf4 1504 - 2577 357 MHRVGRERV...
orf5 3239 - 2301 312 MRRAACGEI...
orfé 4903 - 3581 440 MNEQTDVLA...
orf7 3767 - 6010 747 MAARVFAIH...
orf8 6301 - 4979 440 MNVQADVLK...
pHZ09 AY687452 2949 orf1# 675 -1 225 MAGCPKRGT...
orf2 1501 - 581 306 MSLRLSVLM...
orf3 2418 - 1498 306 MDPIGPINI...
pHZ11 AY687451 2643 orf1# 524 - 24 166 MSDPHSHLP...
orf2 1508 - 540 322 MTKPVLRGK...
orf3 2565 - 1726 279 MRQLRPRDQ...
orf4# 1774 - 2643 290 MATQIAEPE...
pHZ12 AY687450 3433 orf1 539 - 2203 554 MDNQRIFLW...
orf2 1345 - 3051 568 MDRRDPASF...
pHZ14 AY687449 7482 orf1 1477 - 413 354 MTHLLNSPL...
orf2 2850 - 1474 458 MPPYRTLIW...
orf3 4628 - 3045 527 MPEAIWISF...
orf4 5689 - 4742 315 MLQKSPCIA...
orf5 7092 - 5806 428 MNILIIGNG...
pHZ15 AY687448 3990 orf1 1266 - 2741 491 MRTLNFLSV...
orf2 3898 - 2738 386 MAVSARAWD...
pHZ16 AY687447 10613 orf1# 873 -235 212 MLGLRDPGL...
orf2 376 - 1461 361 MIAPTSTRL...
orf3 2581 - 1523 352 MVRVHQVDG...
orf4 1565 - 2857 430 MLETNARSV...
orfs 3306 - 4079 257 MLMPRQFSP...
orfé 4216 - 5217 333 MGKGMTGVR...
orf7 4703 - 5914 403 MKRTWLLAV...
orf8 6090 - 7568 492 MQPADGAPF...
orf9 7850 - 6558 430 MRTRSWIPP...
orf10 7835 - 8533 232 MTAYAFEPK...
orf11 8389 - 9075 228 MPGWVVSDR...
orf12 10031 - 8979 350 MAGRRTGCA...
orf13 9072 - 10223 383 MTHSIDQRR...

orf14 9778 - 10470 230 MTMRTCCCA...
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Fortsetzung von S. 171

. accession Insert- . Aminosaure- Beginn der
Plasmid number GroRe [bp] ORF bp-Position Anzahl Aminosauresequenz
pHZ17 AY687446 3987 orf1 367 — 1287 306 MQASHIRKL...

orf2 1323 - 2072 249 MYLQRLVET...
orf3 2484 — 3275 263 MSDQQTPAS...
orf4# 3275 - 3985 237 MFPGPTLLS...
pHZ18 AY687445 6373 orf1 1221 -244 325 MLAATIMFS...
orf2 451 - 1392 313 MGHLPVLFA...
orf3 2383 - 1409 324 MRQVTFSTE...
orf4 3601 — 2441 386 MARNEVSRR...
orf5 5532 - 3613 639 MIMFKSCLS...
orf6# 6371 — 5685 229 MQASDGMNY...
pHZ19 AY687444 3723 orf1 352 - 1794 480 MEAAKEPEP...
orf2 1828 — 2868 346 MPANLSPEY...
orf3 3481 — 3765 238 MLGRTISEG...
orf4 2804 — 3463 219 MASTSGASI...
pHZ21 AY687443 6412 orf1 139 - 816 225 MPAYHLIRE...
orf2 886 — 2487 533 MASDPLTIS...
orf3 3410 - 2505 301 MKIAMLARN...
orf4 4895 — 3885 336 MRFTILTCL...
orf5 5659 — 4898 253 MSMTHFESF...
orfé 6303 — 5656 215 MTLHADLYF...
orf7# 5761 — 6408 215 MACGFEISL...
pHZ22 AY687442 8884 orf1 1169 — 543 208 MRFLRIMLY....
orf2 4280 — 1269 1003 MENELNSRI...
orf3 1500 — 2288 262 MLRAAAENA...
orf4 5124 — 4402 240 MMAGLVVGF...
orfs 6060 — 5173 295 MQTDKGGSF...
orfé 6970 — 6050 306 MCSGSPPFM...
orf7 7770 — 7066 234 MLRVENLTV...
orf8 8703 — 7936 255 MALLELNDV...
pHZ23 AY687441 4051 orf1 2137 -1184 317 MRACPAKVT...
orf2 1244 — 2806 520 MRMTMRKST...
orf3 2817 — 3776 319 MTIRPAIHF...
pHZ24 AY687440 7776 orf1 100 — 885 261 MDDLEACYY...
orf2 1092 — 4367 1091 MKETRKAAQ...
orf3 4524 — 5252 242 MTQIFNILI...
orf4 6579 — 5365 404 MRTEKIQFA...
orf5 7761 — 6859 300 MPAVVKRLI...
1,2-Propandiol-Fuchsinsulfit-Plattentest
pHZ13 AY691908 5749 orf1# 741 -1 247 MGHGTGRDR...
orf2 34 -1134 366 MASIAREAL...
orf3 930 — 2342 470 MDPRPGARR...
orf4 2027 - 1110 305 MRADGVAHG...
orf5 3974 - 2403 522 MPISRRVLL...
orfé 3051 — 3962 303 MGVEHIRDL...
orf7 5641 — 4079 520 MKAHHEEGG...
pHZ25 AY691909 4526 orf1 1954 — 1214 246 MADTVVPGG...
orf2 3681 — 2503 392 MTWRKYKEG...
pHZ26 AY691907 6949 orf1 1294 — 122 390 MKTLISRRH...
orf2 689 — 1435 248 MEVDGQVGV...
orf3 2476 — 1604 290 MQLVSIKAL...
orf4 1748 — 3802 684 MVRRVLRVG...
orf5 3805 - 2612 397 MSSRYLIPL...
orfé 4660 — 4025 211 MPWRKAGPE...
orf7 4028 - 6862 944 MMLFGNIGT...
orf8 5308 — 6387 359 MRGLHRQSR...
pHZ27 AY691910 8765 orf1 78 -1319 413 MNTQSRFLR...
orf2 1351 - 2334 327 MRYVYLPDN...
orf3 4009 - 2801 402 MCELDILHD...
orf4 4651 -7212 853 MTSKSYAVN...
orf5 7312 — 8433 373 MRYRPLGNT...
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Fortsetzung von S. 172

. accession Insert- . Aminosaure- Beginn der
Plasmid number GroRe [bp] ORF bp-Position Anzahl Aminosauresequenz
Phosphatase-Plattentest / Phytase-Test
pHZ28  AY691911 5608 orf1 140 - 1060 306 MEPISTASR...
orf2 531-2015 494 MTRVGISMI...
orf3 1921 - 3777 618 MGRSTWSCA...
orf4 2568 - 1939 209 MMHGELVAE...
orfs 3225 - 2578 215 MGVLDAELV...
orfé 3774 - 5240 488 MKYNSIPQK...
orf7 3872 - 4975 367 MREDRDARR...

Farbige Klone

pHZ20  AY691905 3255 orf1 40 - 648 201 METALAVVA...
orf2 796 - 3063 755 MLGKATSTS...

pHZ29  AY691906 3117 orf1 857 - 2215 452 MLAHGPGIG...
orf2 2239 -914 441 MVVEECARS...
orf3 916 - 1737 273 MAGKGRPTW...
orf4 2309 - 2968 219 MPALLIEDD...

Tab. 9-4 Angaben zum Probenahmeort der untersuchten Boden- bzw. Sediment-Proben. Die Bestimmung
der Standortposition erfolgte mit dem Gerdt GPS 12 CX der Firma Garmin.

Standortposition
Herkunft der Proben Nr. GPS-Hochwert GPS-Rechtswert Bemerkung
Marines Sediment 1 N 45° 8,333 0 13° 39,333' ca. 9,0 m Tiefe
2 N 48° 44,728 0 9° 6,208 Meerwasseraquarium, Biolog. Institut, Uni. Stgtt
Watt-Sediment 3 n.b. n.b. Ruckseitenwatt Spiekeroog; bei Niedrigwasser
4 n.b. n.b. Ruickseitenwatt Spiekeroog; bei Niedrigwasser
5 n.b. n.b. Ruickseitenwatt Spiekeroog; bei Niedrigwasser
6 n.b. n.b. Rickseitenwatt Spiekeroog; bei Niedrigwasser
Sediment aus 7 3469892 5932274 Unterweser, km 63,1; THW-Linie
Mundungswasser-Gebiet 8 3469892 5932274 Unterweser, km 63,1; TNW-Linie
o serra saogero  Unemeer Harary sachrNaberam b
10 3465818 5924744 Unterweser, KleinensiﬁilsirePlatte, km 54,5; THW-
Limnologisches Sediment 11 N 48° 44,7571 O 009° 05,639’ Ruckhaltebecken, Allmandring, Stgtt-Vaihingen
12 N 48° 44,725 O 009° 05,600 Riickhaltebecken, Allmandring, Stgtt-Vaihingen
13 N 48° 44,714 O 009° 05,628’ Ruckhaltebecken, Allmandring, Stgtt-Vaihingen
Boden 14 N 48° 44,273 O 009° 08,499’ Gartenkompost, Stgtt-Degerloch
15 N 48° 44,270’ O 009° 08,490’ Gartenkompost, Stgtt-Mohringen/Vaihingen
16 N48°44026 0 009° 07,764’ O onainon
17 N 48° 44,812 O 009° 05,637 Burgstall Wald, Wegesrand, Stgtt-Vaihingen
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