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1. Zusammenfassung

Die Fihigkeit vieler Mikroorganismen, Steroide und Steroidanaloga als Kohlenstoft-
quellen im Boden zu nutzen, ist schon lange bekannt. Die Mikroorganismen bauen zu
diesem Zweck das energiereiche steroidale Ringsystem durch eine Vielzahl von Enzy-
men bis zur Bildung ringfreier Carbonsduren und CO, komplett ab. Der Abbau des Ste-
rangeriistes kann nur durch Enzyme bakterieller und einiger niederer eukaryontischen
Organismen bewerkstelligt werden. Zu diesen Organismen gehort das gram-negative
Bakterium Comamonas testosteroni, das seine steroidabbauenden Enzyme nicht konsti-
tutiv exprimiert, sondern einer Induktion durch die Substrate selbst unterliegt. Neben
einer Reihe von steroidabbauenden Enzymen wurde auch das Schliisselenzym 3a-
Hydroxysteroiddehydrogenase/Carbonylreduktase (3a-HSD/CR) identifiziert, das die
Aromatisierung des A-Ringes durch Oxidation einleitet und dadurch den weiteren Ste-

roidabbau ermdglicht.

Als Ausgangssequenz wurde das Plasmid p6, ein in einen ,,high-copy-number“-Vektor
kloniertes DNA-Fragment mit einer Grofle von 5.275 kb, verwendet. p6 enthélt die
Gensequenz fiir die 3a-Hydroxysteroiddehydrogenase (hsdA), die Gensequenz fiir ein
weiteres am Steroidstoffwechsel beteiligtes Enzym (3-ksi) und vier offene Leserahmen
(orf 1-4), die mogliche Regulationselemente der 30-HSD codieren. Im Labor von Prof.
Dr. E. Maser wurden mittels Computeranalysen von p6 zwei zu einander pallindromi-
sche Sequenzen mit einer Lange von 10 Nukleotiden gefunden, die als mogliche Opera-
toren fungieren (OP1, OP2). Es konnte mit Hilfe von EMSA eine spezifische Bindung
eines von orf4 codierten Proteins (Repressor A) an die Operatoren der 30-HSD und eine
Blockade der Expression von hsdA nachgewiesen werden (Xiong et al, 2003). In Anwe-
senheit von Testosteron 10st sich Repressor A von OP1/OP2 und ermdéglicht so die
Transkription von AsdA4 (Xiong et al., 2001). In weiterfiihrenden Experimenten wurden
die Repressorproteine mit Hilfe von His-tag-Sdulen gereinigt und Antikorper prapariert.
Als nédchster Schritt ist hier der spezifische Bindungsnachweis von Repressor A an OP1

und OP2 mittels ,,Footprint-Analysen* geplant.

Das Ziel der vorliegenden Untersuchungen war, einen Beitrag zur Aufklarung der Regu-

lation der 3a-HSD/CR zu leisten und weitere mogliche Regulationselemente zu identifi-
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zieren. Dabei lag der Schwerpunkt in der Herstellung von so genannten Marker Suicide
Plasmiden, die durch gezielte Integration in die chromosomale DNA von Comamonas
testosteroni bestimmte Regulationselemente — insbesondere orf2/Repressor B — in ihrer
Funktionsweise storen bzw. zerstoren sollten. Durch eine anschlieBende Messung der
Expression von hsdA erhoffte man sich, Riickschliisse auf die Funktionsweise dieser
Regulationselemente ziehen zu konnen. Zur Integration der Marker Suicide Plasmide in
chromosomale DNA wurden zwei verschieden Methoden verwendet: ,Mating* und
Elektroporation: Es konnte gezeigt werden, dass beide Methoden effektiv sind und zu
einer stabilen Integration flihren. Die erfolgreiche Integration wurde mittels Kultur,
PCR und Southern Blot bewiesen. Die Messungen der Expression von AsdA mit Hilfe
von HPLC und ELISA zeigten keine eindeutigen Ergebnisse, die Riickschliisse auf die
vermutete Repressorfunktion von orf2/Repressor B zulieBen. Weiterfiihrende Untersu-
chungen der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. E. Maser konnten nachweisen, dass orf2 seine

repressorische Aktivitit auf mRNA-Ebene entfaltet (Xiong et al., 2003).

Die Entschliisselung des Regulationsmechanismus des Enzyms 3a-Hydroxysteroid-
dehydrogenase/Carbonylreduktase im steroid-metabolisierenden Bakterium C. testoste-
roni konnte Bedeutung haben fiir Medizin und Umwelt: Zum einen ist durch Applikati-
on von gentechnisch veridnderten steroidabbauenden Mikroorganismen eine neue Mog-
lichkeit der Therapie von Patienten mit koronarer Herzkrankheit aufgrund einer Hyper-
cholesterindmie vorstellbar. Zum anderen ist der Einsatz dieser Bakterien in Gewissern

denkbar, die durch eine steroidbedingte Feminisierung gefdhrdet sind.
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2. Einleitung

2.1 Struktur der Steroide

Steroide sind natiirlich vorkommende organische Verbindungen, die biochemisch zu der
Gruppe der cyclischen Isoprenoide gehdren. Allen Steroiden gemeinsam ist die Grund-
struktur, der gesittigte tetracyclische Kohlenwasserstoff Perhydrocyclopentanophenan-
tren (Gonan) (Abb. 1). Dieses Gonangeriist besteht aus vier miteinander verbundenen
Ringen. Die einzelnen Kohlenstoffatome werden international mit Ziffern, die vier Rin-
ge mit den Buchstaben A bis D gekennzeichnet (Abb. 1). In den meisten natiirlich vor-
kommenden Steroiden sind die Ringe B und C sowie C und D trans-verkniipft. Die
Verbindung zwischen A und B kann trans- oder cis-verkniipft sein. Biochemisch leiten
sich die Steroide vom Cholesterol ab (Abb. 2). Die Zahl der Steroide mit bestimmten
Funktionen und Aktivititen ist gro. Sie unterscheiden sich in Anzahl und Lage von
Doppelbindungen, Art, Zahl und Lage funktioneller Gruppen, sowie in der Konfigurati-
on (a oder B) der Bindungen zwischen Substituent und Kern, denn das Grundgertist be-

sitzt sechs Asymmetriezentren.

Abb. 1: Gonangeriist Abb. 2: Cholesterol

Abb. 3: Squalen
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Das Squalen, ein Triterpen (Abb. 3), stellt sowohl in Eukaryonten als auch in Prokary-
onten die Ausgangsverbindung filir die Steroidbiosynthese dar. Wenn auch auf unter-
schiedlichen Wegen, werden hieraus in Vertebraten, Mikroorganismen und Pflanzen
alle fiir die Entwicklung des Organismus erforderlichen Steroide synthetisiert. Lediglich
die Insekten sind nicht in der Lage, aktiv das Sterangeriist aufzubauen. Sie sind daher
auf pflanzliche Steroide angewiesen, die sie mit der Nahrung aufnehmen und ihren Be-
diirfnissen entsprechend transformieren (Heftmann, 1975). Nachfolgend sind einige

ausgewahlte natiirliche Steroide und steroidale Verbindungen dargestellt

Cholesterol Testosteron

HO HO

Ergosterol B-Sitosterol

Hopen b Fusidins&ure

0

Brassinolid

Abb. 4: Ubersicht einiger natiirlicher Steroide und steroidaler Verbindungen
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2.2 Natiirliches Vorkommen

Steroide und steroid-dhnliche Substanzen kommen {iiberall in der Natur vor und sind in
pflanzlichen, mikrobiellen und tierischen Organismen zu finden. Man teilt sie aufgrund
ihrer Funktion und ihres Aufbaus in verschiedene Gruppen ein. Zu den wichtigsten Ver-

tretern gehoren die Sterole, die Steroidhormone und die Gallenséuren.

2.2.1 Sterole

Sterole sind in der Tier- und Pflanzenwelt weit verbreitet. Das wichtigste Sterol tieri-
scher Herkunft ist das Cholesterol. Zusammen mit Phospholipiden nimmt es am Aufbau
von Membranen und Myelinscheiden teil. Erst 1932 stand die Strukturformel von Cho-
lesterol fest, die Totalsynthese gelang 1951. Es ist vor allem in Gehirn und Riickenmark
konzentriert. Der menschliche Korper enthélt ca. 300 g Cholesterin in freier Form oder
als Fettsdureester; 1,4-3,3 g werden im menschlichen Blut gefunden. Daneben dient es
im tierischen Organismus als Ausgangsmaterial fiir die Synthese von Steroidhormonen
der Keimdriisen, der Nebennierenrindenhormone, des Vitamin D und der Gallensduren
und nimmt somit eine zentrale Stellung im Steroidstoffwechsel ein. Auflerdem ist es ein
entscheidender pathogenetischer Faktor bei der Entstehung der Arteriosklerose und Gal-
lensteinen. Bei den Vertebraten sind neben dem Cholesterin als wichtigsten Vertreter
noch weitere so genannte Zoosterole zu finden, wie z.B. das von Darmbakterien gebil-

dete Koprostanol.

Weitere Sterole wurden auch bei Pflanzen und niederen Tieren gefunden, wobei aller-
dings die eigentlichen Phytosterole Stigmasterol und B-Sitosterol vornehmlich in héhe-
ren Pflanzen zu finden sind. Die Sterole aus niederen Pflanzen wie Algen und Pilze
werden als Mycosterole bezeichnet. Sie haben gegeniiber den C-27 Zoosterinen eine
Ergosteran-Reihe (C-28) oder zwei weitere Methylgruppen (Stigmasteran-Reihe, C-29)
in der C-17-Seitenkette und meist noch weitere Doppelbindungen. Ergosterol (5,7,22-
Ergostatrien-33-o0l, Provitamin D,), das erstmals aus Mutterkorn isoliert wurde (Tanret,
1989), ist als wichtigstes Mycosterol in vielen Algen, Pilzen, Flechten und fetten Olen

zu finden und ist das Hauptsterin der Hefe, aus der es leicht zu gewinnen ist.

Stigmasterol (5,22-Stigmastadien-3B-ol) wurde urspriinglich aus der Calabar-Bohne

isoliert, wird heute aber aus dem unverseiften Teil von Sojadl gewonnen. Sitosterine
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sind in Getreide enthalten, B-Sitosterol (Stigmast-5-en-33-0l) im Weizenkeimol. Cam-
pesterol (5-Ergoen-3f3-ol) kommt zusammen mit Sitosterin und Sigmasterin als eine der
Hauptkomponenten in der Sterinfraktion mehrerer Pflanzen- und Saatéle vor und wurde
in Mollusken gefunden. In Algen ist neben Ergosterin noch das Fucosterol (5,24(28)-
Sigmastadien-3f3-ol) enthalten, das eine weitere Methylgruppe in der Seitenkette besitzt.
Brassicasterol (5,22-Ergostadien-3-ol) kommt relativ hiufig in der Sterinfraktion von
Rapssaat- und Senfsaatol vor. Phytosterine sind zu 0,3 % in Pflanzendlen zu finden und
stellen bei einer Weltproduktion von 40 Mio. Tonnen Pflanzendl (1982) ein Rohstoffpo-
tential von etwa 120.000 Jahrestonnen dar. Natiirliche Phytosterine kdnnen selbst als

Gemische als Rohstoffe fiir die Herstellung von Steroidpharmaka geniitzt werden.

Sterole sind seit langem auch in fast allen Mikroorganismen nachgewiesen (Carr et al.,
1970, Schubert et al., 1964). Als Vorgidnger der Sterole gelten heute die in Bakterien
membranstabilisierend wirkenden Hopanoide (Ourisson et al., 1987; Kannenberg et al.,

1996)

2.2.2 Gallensiuren

Bei den Gallensduren handelt es sich um Abbauprodukte der Steroide. Sie besitzen in
der C-17-Seitenkette eine Carbonylgruppe, die durch Oxidation in der Leber entsteht.
Gallensduren sind mit ihrem hydrophoben und dem hydrophilen Strukturanteil grenzfla-
chenaktiv und zur Mizellenbildung befdhigt. Sie spielen bei der Emulgierung und Ver-
dauung von Fetten eine Rolle und erleichtern die Resorption vieler Arzneimittel. Sie
aktivieren Lipasen, die wiederum eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von Fetten
spielen. Gallensduren werden mit der Gallenfliissigkeit in den Darm abgegeben, pro Tag
werden etwa 4 g Gallensduren erzeugt. Bei Sdugetieren kommen ausschlieBlich Cholan-
sdurederivate vor. Ihre Synthese ist in der Leber lokalisiert, wobei die wichtigsten Ver-
treter die Taurin- und Glykolderivate der Cholsdure (3a,7a,12a-Trihydroxy-5B-cholan-
24-Saure), die Desoxycholsdure (3a,12a-Dihydroxy-5-B-cholan-24-Siure) und die Che-
no-Desoxycholsdure (3a,7a-Dihydroxy-5-f-cholan-24-Séure) — ein Isomer der Desoxy-

cholsdure — sind.
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2.2.3 Vitamine

Ein weiterer fiir den Menschen wichtiger Steroidabkdmmling ist das sogenannte Vit-
amin D, wobei es sich eigentlich um eine Vitamingruppe handelt (z.B. Vitamin D,, D3
usw.). Man unterscheidet Calciferol (Vitamin D,), das den aktiven Bestandteil von Vit-
amin D-Préparaten darstellt und Cholecalciferol (Vitamin D3, auch Ergocalciferol), das
beim Menschen etwas besser wirkt als D,. Durch UV-Licht werden 5,7-Dihydrosterine
(z.B. pflanzliches Ergosterin) im Organismus hauptsidchlich in Pravitamin umgewan-
delt, das thermisch durch eine sigmatrope Umlagerung in Vitamin D (Calciferol) iiber-
filhrt wird. Nach 25-Hydroxylierung in der Leber und 1-Hydroxylierung in der Niere
entsteht als Vitamin D3, die eigentlich aktive Form des Hormons, das sogenannte Vit-
amin-D-Hormon. Dieses bindet an verschiedene Rezeptoren und reguliert die Transkrip-
tion zahlreicher Gene. Diese Vitamine sind lebensnotwendig fiir den Phosphat- und
Calciumhaushalt, sowie fiir den Knochenstoffwechsel. Fischole und Eigelb sind die

besten Quellen fiir Vitamin D3, in geringen Mengen findet es sich in Milch und Butter.

2.2.4 Steroidhormone

Zu der Gruppe der Steroidhormone gehoren unter anderem die lipophilen Signalstoffe
Progesteron, Cortisol, Aldosteron, Testosteron und Estradiol, die in Sdugern den Stoff-
wechsel, das Wachstum und die Reproduktion steuern (Karlson, 1983). Sie werden in
verschiedenen Organen aus Cholesterin gebildet, wie z.B. in der Nebennierenrinde, dem
Ovar, dem Corpus luteum, der Plazenta und dem Hoden. Progesteron und die Hormone
der Nebennierenrinde gehoren zu den C21-Steroiden. Sie leiten sich chemisch-
systematisch vom Pregnan ab, einem Kohlenwasserstoff, der B-stindig eine Seitenkette
von zwei C-Atomen trigt. Uber weitere Umwandlungen entsteht hieraus das Progeste-
ron, welches selbst den Ausgangsstoff fiir die iiberaus wichtigen Corticoide bildet.
Durch verschiedene Oxygenasen (17-,21-,11-Oxygenase) erhélt das Progesteron weitere
Hydroxylgruppen. Uber 17-Hydroxyprogstesteron entsteht das Cortisol. Es iibernimmt
im Organismus verschiedene Aufgaben, z.B. im Bereich der Immmun- und Entziin-
dungsmodulation und steht mit vielen anderen Stoffwechselkreisen in Verbindung

(Knochenstoffwechsel, Zuckerhaushalt, etc.).

Ein weiteres wichtiges Hormon der Nebennierenrinde ist das Aldosteron, das sich durch

eine Aldehydfunktion in C18 auszeichnet. Es reguliert als sogenanntes Mineralocorti-
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coid den Wasserhaushalt des Organismus, es fordert die K'-Sekretion in der Niere und
die Na"-Riickresorption. Die Sexualhormone (Androgene, Ostrogene, Gestagene) sind
verantwortlich fiir die Ausbildung der Geschlechtsorgane, der sekundidren Geschlechts-
merkmale und fiir die Geschlechtsfunktion des tierischen und menschlichen Organis-
mus. Die Androgene werden gewohnlich als médnnliche Geschlechtshormone bezeich-
net. Die wichtigsten unter ihnen sind das Testosteron, das Androsteron, das Androsten-
dion und das Dihydrotestosteron. Sie sind unerldsslich bezogen auf ihre geschlechtsspe-
zifische Wirkung wie z.B. Libido, Spermatogenese etc., aber auch bezogen auf ihre an-
abole Funktion wie z.B. Muskelmassenaufbau, Knochenstirke etc. Im weiblichen Orga-
nismus werden tdglich ca. 0,3 mg/Tag produziert, hier steuern sie z.B. die weibliche
Sekundirbehaarung. Die Ostrogene sind wichtige Hormone im weiblichen Organismus.
Neben verschiedenen Aufgaben wie der Ausbildung der weiblichen Geschlechtsmerk-
male steuern sie die Hélfte des weiblichen Menstruationszyklus. Gestagene sind beson-
ders wichtig zur Ausbildung und Aufrechterhaltung einer moglichen Schwangerschaft,

sie regulieren ebenfalls den weiblichen Zyklus.

In Pflanzen findet man eine Reihe von Steroidhormonen, deren Aufgabe die Regulation
der Sprossung und Bliite ist, wie z.B. Brassinosteroide und Curcurbitacine (Russel,
1996; Jianming et al., 1996). Spinnen und Krebse (Arthropoden) bilden Ecdysteroide,
die als eine Friihform der Steroide gelten. Ein wichtiger Vertreter dieser Gruppe ist das
Ecdyson. Es steuert die Entwicklung von Insekten wie z.B. Drosophila, indem es regu-

lierend auf verschiedene Netzwerke einwirkt (Huet et al., 1993)

2.2.5 Steroidglykoside und andere natiirliche Glykoside

Die Cardenolide, die in Form herzwirksamer Glykoside starke Wirkung auf den Herz-
muskel ausiiben, regen in geringer Menge die Herztitigkeit an (positiv inotrop, negativ
dromo- und chronotrop), in hoher Dosierung sind sie toxisch. Diese Substanzen kom-
men als Glykoside z.B. in verschiedenen Fingerhut-Arten (Digitalis), in afrikanischen
Strophantus-Arten (Apocynaceae) oder im Orleander (Nerium oleander) vor. Bereits im
Mittelalter ist die Giftigkeit des roten Fingerhutes, Digitalis purpurea, bekannt, seit ca.
20 Jahren wird Digitalis zur Herztherapie eingesetzt. Diese Steroide verbessern den
Wirkungsgrad der Herzarbeit und werden in Form der Glykoside zur Herzinsuffizienz-

therapie eingesetzt, obwohl die enge therapeutische Breite problematisch ist.
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2.3 Mineralisierung von Steroiden

Aufgrund fehlender Enzymsysteme sind Vertebraten nicht in der Lage, komplexe Koh-
lenstoffringsysteme, wie das Sterangeriist, aufzubrechen und vollstindig abzubauen.
Erst durch eine Reihe von Transformationsreaktionen und anschlieBende Bildung von
Konjugaten wird die Wasserloslichkeit der Ringsysteme erhoht. Dadurch wird eine
Ausscheidung als Glucuronide und Sulfatester iiber die Galle oder Nieren ermdglicht.
Der Abbau des Kohlenstoffgeriistes kann dagegen nun durch Enzyme bakterieller und
einiger niederer eukaryotischer Organismen durchgefiihrt werden. Eine Vielzahl von
Mikroorganismen ist in der Lage, Transformationen am Sterangeriist und dessen Sei-
tenketten vorzunehmen, was fiir die pharmazeutische Industrie von groBBem Interesse ist
(Vischer und Wettstein, 1958; Bortolini et al., 1997). Die Fahigkeit zum vollstdndigen
Abbau des sehr energiereichen Grundgeriistes von polycyclischen Kohlenwasserstoffen,
wie z.B. der Steroide, bleibt jedoch nur wenigen Bakterien vorbehalten (Talalay et al.,
1952). Insbesondere Bodenorganismen, wie z.B. Clostridien, Pseudomonaden und als
bekanntester Vertreter Comamonas testosteroni, sind dazu in der Lage, die komplexen
Kohlenwasserstoffverbindungen als Kohlenstoff- und Energiequellen fiir den eigenen
Stoffwechsel zu nutzen (Uwaijma et al., 1987; MacDonald et al., 1979; Marcus et al.,
1956). Dabei bauen diese Organismen die energiereichen Ringsysteme durch eine Viel-
zahl von Enzymen bis zur Bildung ringfreier Carbonsduren und CO; vollstindig ab
(Schubert, 1967). Eine entscheidende Bedeutung hat die Arbeit von Dioxygenasen, die
eine oxidative Spaltung der Kohlenstoffringe bewerkstelligen (Eltis und Bolin, 1996;
Harayama und Rekik, 1989).

2.3.1 Steroidabbau beim Menschen

Aufgrund fehlender Enzyme konnen steroidale Verbindungen, wie z.B. Steroidhormone
nicht vollstdndig abgebaut werden. Es erfolgt vielmehr eine Umwandlung unter Erhal-
tung des Ringsystems. Die Inaktivierung der Steroide erfolgt hauptsdchlich in der Le-
ber; aber auch in der Niere, Lunge, in den Gonaden und den meisten anderen Geweben

sowie im Blut finden viele Umwandlungen und Konjugationen am Steroidgertist statt.

Es sind folgende Hauptreaktionen bekannt, die fiir den Abbau steroidaler Verbindungen

verantwortlich sind:
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A. Konjugatbildung: Bildung von Estern zwischen Steroiden und Schwefelséure,
Phosphorséure, Sulfatidsdure, Essigsdure oder anderer Fettsduren. Bildung von
Glykosiden der Steroide mit Glucuronsiure oder Aldosen

B. Hydrogenisierung im A-Ring

C. Einfiihrung von Hydroxy-Gruppen

D. Umwandlung der Keto- und Hydroxyfunktionen durch Reduktion bzw. Oxyda-
tion

E. Abspaltung der C-Atome 20 und 21 im Falle der C,;-Steroide

2.3.2 Mikrobieller Steroidabbau

Der mikrobielle Abbau von polycyclischen (aromatischen) Kohlenstoffverbindungen ist
seit vielen Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Fiir die meisten Verbindungen die-
ser Art sind die metabolisierenden Enzyme, entstehende Intermediate sowie Regulati-
onsmechanismen bis im Detail bekannt (Lal et al., 1995; Chaudhry, 1994; Van der Meer
et al., 1992).

Einige Organismen, insbesondere Pseudomonaden, werden aufgrund ihrer katabolen
Eigenschaften bereits gezielt zum Abbau von komplexen aromatischen Kohlenwasser-

stoffen in Kldranlagen oder kontaminierten Boden eingesetzt.

Der bakterielle Metabolismus der Steroide allerdings ist bis heute nur in Grundziigen
erforscht. Durch Charakterisierung einiger am Abbau des Sterangeriistes beteiligter En-
zyme und Nachweise der dabei entstehenden Intermedidrprodukte kann ein vereinfach-
tes Schema der Steroid-Degradation, wie in Abb. 5, gezeigt aufgestellt werden. Von
C27-, C21- oder C19-K&rpern aus erfolgt der Abbau bis zur Bildung ringfreier Ketoséu-
ren (Schubert et al., 1968). Der erste Schritt des Abbaus erfordert die Aromatisierung
des A-Ringes (Levy und Talalay, 1959), um daraufhin die Offnung des B-Ringes zu
ermoglichen. Eine Voraussetzung fiir diese Ringspaltung ist die Oxidation der 3-
Hydroxylguppe am A-Ring. Diese Oxidation [1] wird durch eine 3a- Hydroxysteroid-
Dehydrogenase (3a-HSD) katalysiert (Shikita und Talalay, 1979; Boyer et al., 1965).
Hydroxysteroid-Dehydrogenasen katalysieren nicotinamidnukleotid-abhéngig die ste-

roidspezifische Umwandlung von Hydroxyl- und Carbonylfunktionen, die sich an den
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jeweiligen Positionen des Steroidgeriistes oder der Seitenkette befinden. Abb. 5 zeigt

ein vereinfachtes Schema des bakteriellen Steroidabbaus (Trager, 1977).
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Abb. 5: Vereinfachtes Schema des bakteriellen Steroidabbaus. Verindert nach
Trager 1977

Im Weiteren wird durch eine 3-Oxosteroid-A'-Dehydrogenase (Drobnic et al., 1993;

Molnar et al., 1995) eine zusitzliche Doppelbindung in Ring A integriert [2]. Eine 9a-



Einleitung 15

Hydroxylase fiigt danach eine Hydroxylgruppe an Position C9 des Steroidgeriistes ein
[3], was nach einer spontanen Dienon-Phenol-Umlagerung zur Offnung des B-Ringes
und der Bildung der sogenannten Secosteroide fiihrt [4] (Leppik und Sinden, 1987,
Wang und Sih, 1963). Nach einer weiteren Hydroxylierung am jetzt aromatischen Ring-
A durch eine 4-Hydroxylase [5] kann eine Steroid-4,5-Dioxygenase die Spaltung des A-
Ringes des Sterans zu einem Diseco-Steroid katalysieren [6] (Leppik, 1989; Gibson et
al., 1966). Die Steroid-4,5-Dioxygenase ist eine Extradiol-Dioxygenase, die durch die
Offnung des Rings A in meta-Stellung zu den Hydroxylgruppen erreicht wird (vgl.1.3).
SchlieBlich werden die vom Ring A verbliebenen Reste durch eine C-5,10-Lyase abge-
trennt [7] (Coulter und Talalay, 1968).

Ist, wie in Abb. 5 gezeigt, ein C19-Steroidkorper das Substrat, wird das entstandene 2-
Hydroxy-hexa-2,4-Dienonat von Ring A hydratisiert und in darauf folgenden Reaktio-
nen enzymatisch weiter zu Brenztraubensdure [8] und Propionaldehyd [9] gespalten.
Diese Abbauprodukte konnen ihrerseits als Substrat in den Citratcyclus eingebracht und
so fiir die Energiegewinnung nutzbar gemacht werden. Die Spaltprodukte aus den ehe-
maligen Ringen B, C und D werden in Folgereaktionen zu Bernsteinsdure [10], Lavulin-
sdure [11] und CO; metabolisiert. Damit sind aus dem C19-Steroid vier Molekiile CO,,

zweil C3-Sduren, eine C4- und eine C5-Séure entstanden.

Die Expression steroidumwandelnder Enzyme steht unter der Kontrolle der zu metabo-
lisierenden Steroide (Wacker et al., 1965). Ein besondere Rolle im Abbau von Steroiden
in Mikroorganismen spielen hierbei die Dioxygenasen, die eine oxidative Spaltung der

Kohlenstoffringe katalysieren (Eltis et Bolin, 1996; Harayama et Rekik, 1989).

2.4 Transport und Bindung von Steroiden

Es konnte nachgewiesen werden, dass die starren und sehr hydrophoben Steroidmolekii-
le frei durch die &uBere Membran von gram-negativen Bakterien diffundieren konnen.
Im Vergleich zu normalen biologischen Membranen geschieht dies jedoch nur etwa
halb so schnell. Die duBlere Membran des Bakteriums Comamonas testosteroni besitzt
allerdings eine hohere Permeabilitdt fiir Steroide als andere gram-negative Bakterien
(Plesiat et Nikaido, 1992). Nach Passage der Zellwand werden Steroide im periplasma-

tischen Raum durch Proteine mit hoher Affinitit gebunden, wobei allerdings nur Cjo-
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und C,;-Steroide weiter transportiert und metabolisiert werden (Watanabe und Watana-
be, 1974; Watanabe und Po, 1974; Watanabe et al., 1976). Zwei der periplasmatischen
Bindeproteine konnten ndher charakterisiert werden (Watanabe et al., 1979). Beide bin-
den verschiedene Androgene mit hoher Affinitdt, besitzen dhnliche Ladung, aber unter-
schiedliche Massen (30 bzw. 50 kDa), bzw. sedimentieren unterschiedlich in der Dich-
tegradientenzentrifugation (Thomas et al., 1989; Watanabe et al., 1979; Pousette und
Carlstrom, 1984). Ein induzierbares Transportsystem in der Membran transloziert dann

die Steroide in das Zellinnere (Watanabe et al., 1974).

Daneben gibt es auch mindestens eine membranassoziierte Bindungsaktivitit sowie
verschiedene nicht niher charakterisierte C,;-steroidbindende Systeme im periplasmati-
schen Raum (Francis und Watanabe, 1982; Thomas et al., 1989; Watanabe et al., 1980).
Periplasmatisch lokalisierte Enzymaktivitdten, 16slich oder membranassoziiert, konnten
die Steroide fiir die Bindung bzw. Transport in das Zellinnere vorbereiten. (Watanabe

und Watanabe, 1974).

Fiir den Transport der derivatisierten Steroide besitzt Comamonas testosteroni spezifi-
sche Systeme. Eines dieser Systeme konnte identifiziert werden: Es ist spezifisch fiir
Sa-Dihydrotestosteron und Testosteron und besteht aus mehreren Komponenten. Dieses
System transportiert die beiden Substrate aus dem periplasmatischen Raum in das Zell-
innere. Bei diesem Vorgang konnten als messbare intrazelluldre Metaboliten Andro-
stendion oder Androstandion nachgewiesen werden (Watanabe und Po, 1974). Dies legt
den Schluss nahe, dass die 3B/17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, vorher bereits als
membranassoziiert beschrieben, einen wichtigen Bestandteil dieses Transportkomplexes
darstellt. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung erhirtet, dass der Steroid-
transport vollstindig durch anti-33/17p-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Antikdrper
hemmbar ist (Lefebvre et al., 1979 a, b).
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Abb. 6: Schema des Transportes der Steroidhormone in die Zelle und ihre Wir-
kung auf die Genexpression (verindert nach Oppermann, 1995)

2.5 Comamonaden

Dem Genus der Comamonaden gehoren vier verschiedene Bakterienstimme an: Coma-
monas testosteroni, Comamonas acidovirans, Comamonas terrigena und Comamonas
baltica. In der vorliegenden Arbeit wurde das Bakterium Comamonas testosteroni ver-
wendet. Die Bakterienstimme gehdren mit anderen Pseudomonaden, methylotrophen
Bakterien und Essigsdurebakterien zur beta-Gruppe der Proteobakterien (Stackebrandt
et al., 1988), genauer werden sie dem Acidovirans-Cluster der rRNA-Superfamilie I11
zugeordnet (Madigan et al., 1997). Die Gruppe der Comamonaden zeichnet sich durch
ein strikt aerobes, nicht-fermentativ und chemoorganotropes Stoffwechselverhalten aus
(Willems et al., 1992). Die Morphologie zeigt gram-negative, polar oder bipolar begei-

Belte, nicht-pigmentierte, leicht gebogene Stibchen mit einer Gro3e von 1-4 um.

2.5.1 Comamonas testosteroni
C. testosteroni ist ubiquitér in der Natur zu finden und wurde erstmalig aus verschmutz-

ten Boden und Seeschlamm isoliert (Marcus et Talalay, 1956). Damals wurde es noch
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als Pseudomonas testosteroni bezeichnet, erst 1987 erfolgte durch Tamaoka et al. die

Einteilung zur Gruppe der Comamonaden.

Das Bakterium Comamonas testosteroni stellt einen wichtigen Modellorganismus fiir
die Untersuchung von steroid-metabolisierenden Enzymen dar (Marcus et al., 1956;
Levy et al., 1959), da es sich durch die Fahigkeit auszeichnet, auf Nédhrboden mit den
Steroidhormonen Progesteron und Testosteron als alleinige Energie- und Kohlenstoft-
quelle wachsen zu koénnen. Diese Besonderheit unterscheidet ihn von den anderen Co-
mamonas-Staimmen und hat ihm auch seinen Namen gegeben. Neben der Moglichkeit,
Sterangeriiste als Kohlenstoffquelle zu nutzen, kann Comamonas testosteroni ebenso
einige nicht-steroidale Kohlenwasserstoffverbindungen verstoffwechseln. So wurde
gezeigt, dass dieses Bakterium polychlorierte Biphenyle (PCBs) und andere aromatische
und alicyclische Kohlenwasserstoffe abbauen und verwerten kann (Bergeron et al.,

1994; Locher et al., 1989; Dagley et al., 1968).

Die Tatsache, dass Comamonas testosteroni Teil der physiologischen Darmflora (Bara-
bro et al., 1987) und zugleich in der Lage ist, verschiedene xenobiotische sowie endo-
gene steroidale Verbindungen zu verwerten, wirft die Frage nach seiner physiologischen
Rolle im intestinalen Stoffwechsel dieser Substanzen auf. Der Beitrag von Darmbakte-
rien wird oft vernachldssigt, wenn die Bioaktivierung oder -degradation von xenobioti-
schen Verbindungen betrachtet wird, obwohl ihre Rolle fiir verschiedene Verbindungen

bewiesen ist (Kinouchi et al., 1993).

Die Mikroorganismen wurden aber auch aus klinischen Proben isoliert: Blut, Eiter,
Urin, Pharynxabstrichen, Augen, Nieren, Sputum, Faeces und perforierten Appendices.
(Gilardi, 1971; Ben-Tovim et al., 1974; De Vos et al., 1985; Gilardi, 1985). Die erste
Isolierung aus klinischen Proben gelang 1956 (Galarneault et Leifson, 1956). C. testo-
steroni wird als opportunistisch pathogen eingestuft (Gilardi, 1985), so dass er auch als
fakultativ humanpathogener Keim agieren kann. Besonders sind immunsupprimierte
Patienten betroffen. Es wurden auch Infektionen an Venenverweilkathetern von Patien-
ten festgestellt, die an malignen Tumoren leiden (Le Moal, G., 2001). Auch schwerwie-
gende Infektionen nach Perforation von Hohlorganen wurden beschrieben (Barbaro et

al., 1987). Insgesamt ist die Anzahl der Infektionen durch Comamonaden gering, den-
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noch werden wahrscheinlich viele Infektionen verkannt und auf andere gram-negative,

aerobe Stibchen zuriickgefiihrt.

Weiterhin stellt Comamonas testosteroni eines der wichtigsten und interessantesten
prokaryontischen Modelle fiir die Untersuchung von Ursprung und Evolution der Ste-
roidhormonwirkung dar, welches durch die bereits erwéhnten Komponenten Steroid-
transport, -bindung und -induktion starke Ahnlichkeiten mit dem eukaryontischen Ste-

roidhormon-Signalweg aufweist (Poussette et al., 1986).

2.5.2 Verwertung steroidaler Kohlenstoffquellen

Es konnte gezeigt werden, dass der Stamm der Comamonaden in der Lage ist, auf Ami-
nosduren, Peptonen und einigen organischen Sduren zu wachsen (Holt et al., 1994),
wihrend ein Wachstum auf Glucose oder 2-Ketogluconat nicht moglich ist (Wettermark
et al., 1979). Dies ist bedingt durch ein Fehlen der fiir den Glucosestoffwechsel wichti-
gen Enzyme, wie der Glucose-Dehydrogenase und der Glukokinase. C. testosteroni und
Comamonas terrigena konnen im Unterschied zu Comamonas acidovirans und Coma-
monas baltica auch nicht auf Mannitol und Fructose wachsen. Das Besondere dieser
Bakterienstimme ist ithre Fahigkeit, Sterole und aromatische Kohlenwasserstoffe als
einzige Kohlenstoffquelle zu nutzen. So wéchst C. testosteroni auf Testosteron (Talalay
et al., 1952), Imidazolpropionat und Imidazolyl-Lactat (Coote et Hassal, 1973), p-
Kresol (Dagley et Parel., 1988), Fumarat, Bromosuccinat, Anthranilat und Naphtalen
(Garcia-Valdes et al., 1988) als einzigen Wachstumsquellen. Zusétzlich wurden auch
Aktivitdten im Bereich des Nicht-Steroid-Stoffwechsels beschrieben, z.B. der Abbau
von aromatischen Hydrocarbonsduren in verschiedenen Stammen von Pseudomonas
testosteroni und Comamonas testosteroni (Sondossi et al., 1992; Barriault et Sylvestre,
1993; Busse et al., 1992; Braun Howland et al., 1993; Ahmand et al., 1990; Pettigrew et
al., 1990; Hollender et al., 1994).

2.5.3 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Carbonylreduktase (3a-HSD/CR)
Comamonas testosteroni ist fiir die Mineralisierung steroidaler Kohlenstoffquellen en-
zymatisch umfassend ausgestattet. 1979 isolierten Shikita und Talalay eine 3a-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase aus Comamonas testosteroni mit einer Masse von

25 kDa. In neueren Untersuchungen konnte aus dem Comamonas testosteroni-Stamm
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ATCC 11996 eine 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3a-HSD) mit einem Molekular-
gewicht von 28 kDa isoliert und charakterisiert werden. Lokalisiert ist dieses Protein im
Cytoplasma der Bakterienzelle (Oppermann und Maser, 1996). Dabei ist die 3a-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase ein zentraler Regulationspunkt fiir den Steroidmetabo-
lismus in Comamonas testosteroni. Sie wurde auch in Eukaryonten (Cheng et al., 1991)
und in Prokaryonten wie z.B. Clostridium perfringens (MacDonald et al., 1976), Eubac-
terium species (Mallonee et al., 1995; MacDonald et al., 1979) und Pseudomonas putida
(Uwajima et al., 1978) identifiziert. Die 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase initiiert den
kompletten Abbau des Steroidgeriistes, indem sie das Steroidgeriist fiir die Ringspaltung
durch Dioxygenasen vorbereitet. Dabei scheinen die Gene der Enzyme fiir den Steroi-
dabbau in Clustern vorzuliegen und gemeinsam reguliert zu werden (Molnar et al.,
1995). Molekulare Analysen eines entsprechenden Genfragments weisen darauf hin,
dass das Gen der 3a-HSD (4sdA) am Anfang eines Steroidabbau-Operons liegt. Die an
der Regulation der hsdA-Expression beteiligten cis- und frans-regulatorischen Faktoren

wurden bereits identifiziert (Maser et al., 2000).

Alle Faktoren, die fiir die Verwertung des Steroidgeriistes als Energie- und Kohlen-
stoffquelle nétig sind, werden in Comamonas testosteroni nicht konstitutiv exprimiert,
sondern nur nach Induktion durch ihr Substrat, wie z.B. Testosteron und Progesteron
(Mobus et al.,1997; Oppermann et Maser 1996; Marcus et Talalay, 1956). Die Induzier-
barkeit dieses Stoffwechselweges ermoglicht Comamonas testosteroni nicht nur eine
schnelle Adaptation an wechselnde Substratangebote seiner Umwelt, sondern verleiht
diesem Bakterium auch eine Schutzfunktion gegeniiber natiirlichen und synthetischen,
potentiell toxischen Verbindungen. So wurde gezeigt, dass durch eine Induktion mit
dem vertebraten Steroidhormon Testosteron eine 5-fach hohere Resistenz gegen das
Steroid-Antibiotikum Fusidinsdure des Pilzes Fusidium coccineum erreicht werden
konnte (Oppermann et al., 1996). Ebenso wurde die Carbonylreduktion xenobiotischer
Verbindungen als Konsequenz der erhohten Expression der 3a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase induziert. Die 3a-HSD in C. festosteroni wurde in der zweidimensiona-
len Gelelektrophorese nach Testosteroninduktion identifiziert (Mobus et al., 1997). Das
codierende Gen der 3a-HSD (hsdA) wurde auf einem 5257 bp EcoRI-Fragment auf
chromosomaler DNA von C. testosteroni lokalisiert (Mdbus et al., 1999). Nach Klonie-
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rung und Sequenzierung von hsdA und Uberexpression der 30-HSD in Escherichia coli
(E. coli) konnte in nachfolgender enzymatischer und biochemischer Charakterisierung
das Genprodukt als 3a-HSD identifiziert werden (Maser et al., 2000, Mdbus et al.,
1998). Dabei zeigt die rekombinanten 30-HSD die gleichen Reaktionen wie sie fiir das
aus C. testosteroni gereinigte Wildtyp-Enzym beschriebenen wurde (z.B. die Oxoreduk-
tion am C3-Atom bei verschiedenen steroidalen Verbindungen und die Reaktion nicht-
steroidaler Carbonylverbindungen). Aufgrund der variablen Substrate wird dieses En-
zym vollstindig 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase/Carbonylreduktase (3a-HSD/CR)
genannt. Durch seine Beteiligung am Abbau von toxischen Substanzen trigt es auch
zum Schutz von C. testosteroni bei (Oppermann et al., 1996). Seine Induzierbarkeit er-
hoht auch seine Resistenz gegeniiber toxischen Substanzen wie z.B. dem Insektizid NKI
42255 (Oppermann et al., 1996). hsdA ist 774 bp lang, die daraus abzuleitende Sequenz
von 258 Aminoséduren entspricht einer Molekularmasse von ca. 26,4 kDa. Vergleichen-
de Analysen mit anderen Enzymen ergaben, dass die 3a-HSD/CR ein neues Mitglied
der kurzkettigen Dehydrogenasen/Reduktasen (short-chain dehydrogenase/reductase
(SDR) superfamily) ist (Mobus et Maser, 1996). Bisher konnten in der Familie der SDR
nur tetramerische Enzyme identifiziert werden. Mit Hilfe chromatographischer Reini-
gung konnte das Enzym als Dimer mit einem Gewicht von 59,4 kDa eluiert werden

(Maser et al., 2000).

2.6 Aufgabenstellung

Wihrend der Abbau der Steroide zumindest teilweise aufgekléart wurde, ist liber die ge-
naue intrazellulire Umsetzung der Steroide zum Signal fiir die Expression der zugehd-
rigen Gene nur wenig bekannt. Dabei ist es von grolem Interesse, ob die Induktion der
Steroidantwort in dem Bakterium auf genetischer Ebene nach einem @hnlichen Schema
ablduft wie die Antwort in Eukaryonten, wo durch Rezeptor-Proteinbindung des Hor-
mons und folgende Bindung dieses Komplexes an regulatorische DNA-Abschnitte eine
spezifische Transkription bestimmter Genabschnitte erreicht wird (Karlsson, 1983; Bea-
to, 1989). Die vorliegende Arbeit ist Bestandteil des Teilprojektes B8 des Sonderfor-
schungsbereichs 395 der Philipps-Universitit Marburg, der sich mit der ,Interaktion
und katalytischen Fahigkeiten von Bodenorganismen® befasst. In dem Teilprojekt B8

unter der Leitung von Professor Dr. E. Maser wird die ,,Molekulare Regulation der
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Verwertung von Bodensteroiden als Kohlenstoffquelle durch Comamonas testosteroni*

untersucht.

Ziel der geplanten Untersuchung ist daher, einen Beitrag zur Aufkldrung der Signal-
transduktionskette, die zur Expression steroid-metabolisierender Enzyme fiihrt, zu lie-
fern. In fritheren Untersuchungen wurde sowohl das Gen der 3a-HSD (4sdA) als auch
wichtige frans- und cis-regulatorische Elemente der hsdA-Expression identifiziert. Da
die 3a-HSD als Initiator des Steroidabbaus gilt, indem sie das Steroidgeriist fiir die Rin-
gbffnung durch weitere Enzyme vorbereitet, konzentrierten sich zunichst alle Untersu-
chungen auf die Aufkldrung ihres Regulationsmechanismus. In Vorarbeiten zu dieser
Arbeit wurde beim Screening einer C. festosteroni Gen-Bank mit einer homologen Oli-
gonukleotidsonde fiir das 30-HSD-Gen im Southern Blot ein hybridisierendes 5275 bp
EcoRI erkannt, kloniert und sequenziert. Neben der Erstellung der Primérstruktur der
3a-HSD auf Basis der Basensequenz des 3a-HSD-Gens wurde das Fragment in den
Vektor pUC 18 kloniert und in E. coli transformiert. In den transformierten Zellen
konnte die Expression der 3a-HSD in E. coli spezifisch nachgewiesen werden. Das klo-
nierte Fragment enthilt neben der Gensequenz der 3a-HSD zwei weitere enzymcodie-

rende Gene und vier offene Leserahmen.

Ziel meiner Arbeit bestand in der Untersuchung der Funktion bestimmter regulatori-
scher Elemente der 3a-HSD. Dazu wurden so genannte Suicide Plasmid hergestellt, die
schrittweise bestimmte regulatorische Genabschnitte im Bereich der 3a-HSD zerstoren
sollten. Hierzu wurden zwei verschiedene Methoden verwendet, um die Integration die-
ser Plasmide zu vollziehen. Um die erfolgreiche Integration der Plasmide in die chro-
mosomale DNA von C. testosteroni zu beweisen, wurden folgende Methoden verwen-
det: Die Polymerasekettenreaktion (PCR), der kulturelle Nachweis iiber Antibiotikaresi-
stenzen und der Southern Blot. AnschlieBend wurde die Aktivitit der 3a-HSD-
Expression mittels eines speziell hierfiir entwickelten ELISA ermittelt. Dadurch sollten

weitere Erkenntnisse in der Aufkldrung des Regulationsmechnismus gewonnen werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Abkiirzungen

Abb.
ATCC
bp

C. test.
DIG
DNA
dNTP
dsDNA
E. coli
EDTA
EMSA
EtOH
HPLC

kb
PBS
PCR
rpm
SAP
SDS
SSC
Tab.
TAE
TE

Tris

uv
v/v

w/v

Abbildung

American Tissue Culture Collection
Basenpaare

Comamonas testosteroni
Digoxigenin
Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleid acid)
Desoxynukleosidtriphosphat
Doppelstrang-DNA

Escherichia coli
Ethylendiamin-Tetraessigsdure
Electrophoretic Mobility Shift Assay
Ethanol

Hochleistungschromatographie
(High Performance Liquid Chromatography)

Kilobasen

Phosphat, NaCl-Puffer (phosphate buffered saline)
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Umdrehungen pro Minute (rotations per minute)
Shrimp Alkalische Phosphatase
Natrium(sodium)dodecylsulfat
Natrium(sodium)chlorid-Natrium(sodium)citrat
Tabelle

Tris/HCI, Acetat, EDTA-Puffer

Tris/HCl, EDTA-Puffer
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit(s)

Ultraviolett

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen
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Folgende Gerite wurden verwendet:

Elektrophorese:

Extinktionsmessungen:

Hybridisierung:

PCR:

Photoanlage:

Transformation:

Zentrifugation:

Zellziichtung:

Horizontale Submersapparaturen fiir die Agarosegelelek-
trophorese (Institutswerkstatt, Marburg, D)

Spektralphotometer DU®-62Spectrophotometer (Beck-
mann, Miinchen, D)
Uvikon Spectralphotometer 930 (Kontron, Echin)

Hybridisierungsofen Hybaid Mini Oven (MWG-Biotech,
Ebersberg, D)

Hybridisierungsréhrchen Hybaid HB-OV-BM (MWG-
Biotech, Ebersberg, D)

Thermocycler Hybaid Omn-E (MWG Biotech, Ebersberg,
D)

Image Master (Pharmacia Biotech, Freiburg, D)

E.coli Pulser (Bio-Rad, Miinchen, D)

Eppendorf Zentrifuge 3200 (Eppendorf, Hamburg, D)
Heraeus Sepatech Biofuge 13 (Heraeus, Ostende, D)

Schiittelinkubator Rosi 1000™ (Thermolyne, Smithfield,
Australia)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, D)

3.3 Chemikalien und Materialien

Die in der Arbeit verwendeten Substanzen und Materialien wurden von folgenden Fir-

men bezogen:

AGS, Heidelberg (Deutschland):

Molekularbiologische Enzyme, Antibiotika Kanamycin und Ampicillin
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AMERSHAM LIFE SCIENCE, Ohio, USA:

Agarose

AMERSHAM Pharmacia biotech, Braunschweig (Deutschland):
Hybond N"-Nylon Transfer Membran

APPLICHEM, Darmstadt, Deutschland
Agar

BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim (Deutschland):
NBT, X-Phosphat, Blocking Reagenz, Anti-Dioxigenin-Antikorper-AP, ABTS-
Substrat

BIOLAB, Beverly Maryland, USA:

Vent-proof-reading Polymerase, Tag-Polymerase, 1 kb-Marker, molekularbiologische

Enzyme (Restriktionsenzyme, Ligationsenzyme)

BIOMETRA, Géttingen (Deutschland):
Whatmann 3MM Papier, Ethidiumbromid

DAKO, Denmark:

Porc-anti-rabbit- Anitbody, peroxidase conjugated

MBI, Heidelberg, Deutschland:

Molekularbiologische Enzyme (Restriktionsenzyme, Ligationsenzyme)

E. MERCK, Darmstadt (Deutschland):
Standard I Nihrbouillon, Agar, Maleinsdure, Calciumchlorid, Serva Elektrophoresis

Dialysierschlauch Visking® und Servapor®™

MWG, Ebersberg (Deutschland):
Oligonukleotide

ROCHE DIAGNOSTICS GmbH, Mannheim, Deutschland:
NBT, X-Phophat, Blocking Reagenz, DNA-Lingenstandard II DIG, Anti-
Digoxigenin-Antikorper-AP (Farb-Fragement), CSPD®, Restriktionsenzyme,
DNA-5"- Endlabeling Kit
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ROTH, Karlsruhe (Deutschland):

Roti-Quant®

QIAGEN, Hilden (Deutschland):
Plasmid Midi Kit

SIGMA. Deisenhofen, Deutschland:
Acrylamid-Loésung, TEMED

3.4 Bakterienstimme und Plasmide

3.4.1 Bakterien
Escherichia coli diente als Wirtsstamm fiir die rekombinanten Plasmide pK18,

pUC18/19 und pPBBRIMCS-2.

Stamm Beschreibung Referenz/Quelle
Comamonas testosteroni Wildtyp ATCC 11996 Deutsche Sammlung fiir

Mikroorganismen
Escherichia coli HB101 Promega

3.4.2 Plasmide

Zentraler Bestandteil jedes Klonierungsexperiments ist der Klonierungsvektor, der das
Gen in die Wirtszelle transportiert und dort fiir seine Vermehrung sorgt. Ein DNA-
Molekiil, das als Klonierungsvektor dienen soll, muss mehrere Eigenschaften besitzen.
Es muss in der Lage sein, sich in der Wirtszelle zu vermehren (zu replizieren), so dass
viele Kopien des rekombinanten DNA-Molekiils gebildet und an die Tochterzelle wei-
tergegeben werden. AuBBerdem muss ein Klonierungsvektor relativ klein sein; im Ideal-
fall liegt seine GroBe unter zehn Kilobasen (kb), denn gréere Molekiile brechen beim
Reinigen leicht auseinander und sind auch sonst schwieriger zu handhaben. In den Ex-
perimenten der vorliegenden Arbeit wurden ausschliefSlich so genannte Plasmide ver-
wendet. Plasmide sind ringformige DNA-Molekiile, die in der Bakterienzelle ein eigen-
staindiges Dasein fithren. Fast immer enthalten sie ein oder zwei Gene, die héufig fiir
eine niitzliche Eigenschaft der betreffenden Bakterienzelle verantwortlich sind. So geht
beispielsweise die Fidhigkeit von Bakterien, in normalerweise todlichen Konzentratio-
nen von Antibiotika wie Chloramphenicol oder Ampicillin zu iiberleben, hdufig auf ein

Plasmid zuriick, das Gene fiir die Antibiotikaresistenz tragt. Solche Antibiotikaresisten-
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zen dienen im Labor héufig als selektive Marker: Sie sorgen dafiir, dass alle Bakterien
in einer antibiotikahaltigen Kultur ein bestimmtes Plasmid enthalten. Jedes Plasmid
besitzt mindestens eine DNA-Sequenz, die als Replikationsstartpunkt (origin of replica-
tion) wirken kann. Deshalb kann es sich in der Zelle unabhiangig vom Bakterienchromo-
som vermehren. Kleinere Plasmide bedienen sich der =zelleigenen DNA-
Replikationsenzyme, um Kopien von sich selbst herzustellen. Groere Typen enthalten
dagegen in einigen Fillen Gene fiir besondere Enzyme, die spezifisch fiir die Replikati-
on des Plasmids sorgen. Plasmide mancher Typen konne auch replizieren, indem sie
sich in das Bakterienchromosom integrieren. Solche integrierbaren, als Episomen be-
zeichneten Plasmide konnen in dieser Form stabil iiber viele Zellteilungen hinweg er-
halten bleiben, aber irgendwann liegen sie als unabhédngige Elemente vor. Die Tatsache,
dass Plasmide sich in die chromosomale DNA einer Bakterienzelle integrieren konnen,

liegt den Experimenten dieser Arbeit zugrunde.

Stamm Beschreibung Referenz/Quelle

pUCI18 2.686 bp Klonierungsvektor, Ap® Amersham Pharamacia
Biotech

po pUCI18 mit 5.257 kb EcoRI Fragment von C. testosteroni

pK18 2.661 bp Klonierungsvektor, Km" Ciba Geigy AG, Depar-
tment of Biotechnology,
Basel

pBBRIMCS-2  5.144 bp Klonierungsvektor, Km® Kovach et al., 1995

pKla pK18-Derivate mit PCR-Insert (104 bp)  Diese Arbeit

pK1b pK18-Derivate mit PCR-Insert (104 bp) Diese Arbeit

pK2 pK18-Derivate mit PCR-Insert (110 bp)  Diese Arbeit

pK3 pK18-Derivate mit PCR-Insert (109 bp)  Diese Arbeit

pKS5 pK18-Derivate mit PCR-Insert (110 bp)  Diese Arbeit

pK6 pK18-Derivate mit PCR-Insert (100 bp)  Diese Arbeit

pBBAX7 pBB21B verdaut mit Xbal und Avrll Xiong

pKANI2 pK18-Derivat mit dem /acZ-Promotor Xiong

stromabwarts von orf2
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pKANIO pK18-Derivat mit dem /acZ-Promotor Xiong
stromabwirts von orf2
pK5n pK18-Drivat mit 5nt-Deletion von p6 Xiong
e pucts 35
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Abb. 9: Restriktionskarte von pUC18/19 (Ampicillinresistenz, lacZ-Promotor, ori)

Der pUC18/19-Vektor ist ein ,,high copy number“-Vektor fiir E. coli. Er ist 2686 bp
grof} und besitzt eine Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin. Die Anzahl der kopierten
Plasmide belduft sich bei diesem Vektor auf ca. 80-120 pro Zelle. AuBlerdem enthilt er
den /acZ-Promotor. Eine Restriktionskarte des Vektors zeigt Abb. 9.



Material und Methoden 29

2661

1500 Asull

Abb. 10: Restriktionskarte von pK18 (Kanamycinresistenz, lacZ-Promotor, ori)

Der pK18-Vektor ist ein ,high copy number“-Vektor mit einem Kanamycinresistenz-
gen. Die Anzahl der kopierten Plasmide betrdgt 80-120 pro Zelle. Er besteht aus Teilen
des pUC18/19-Vektors (238-1565 bp; Yanisch—Perron et al., 1985) und des BRNeo-
Vektors (1330 bp; Southern et Berg, 1982).
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Abb. 11: Restriktionskarte des Vektors pBBR1MCS-2
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Der Vektor pBBR1IMCS-2 von Kovach (Abb. 11) wurde hergestellt aus dem Plasmid
pBBRIMCS, hat eine Grofle von 5144 bp und weist das Resistenzgen flir Kanamycin
auf. Er enthilt 15 einzelne Klonierungstellen innerhalb des /acZ-Gens (Kovach et al.,
1994), ist relativ stabil (in vitro ldnger als 10 Tage, in vivo ldnger als vier Wochen ohne
antibiotische Selektion (Elzer et al., 1995). Da der urspriingliche Vektor nur eine Chlo-
ramphenicolesistenz aufweist und die meisten gram-negativen Bakterien chlorampheni-
colresistent sind, wurden vier neue Vektoren mit unterschiedlichen Antibiotikaresi-
stenzgenen generiert: Kanamycinresistenz (Km®), Ampicillinresistenz (Ap"), Tetrat-
zyklinresistenz (Tc®) und Gentamicinresistenz (Gm™). In dieser Arbeit wurde nur der
Vektor pPBBRIMCS-2 mit einer Kanamycinresistenz verwendet. Dieser Vektor ist im
Gegensatz zu pK18 in der Lage, sich sowohl in C. festosteroni als auch in E. coli zu

replizieren (1-5 Plasmide pro Zelle).
3.5 Mikrobiologische Techniken

3.5.1 Sterilisation

Bei allen mikrobiologischen Arbeiten wurde unter sterilen Bedingungen gearbeitet. So-
weit nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Medien fiir 20 min bei 121°C und 1
kg/cm?> Uberdruck dampfsterilisiert. Thermolabile Substanzen wurden sterifiltriert,

Glaswaren wurden mindestens 3 Stunden bei 140°C hitzesterilisiert.

3.5.2 Wachstumsbedingungen

C. testosteroni wurde bei seiner optimalen Wachstumstemperatur von 30°C gut durch-
liftet kultiviert, E. coli unter Standardbedingungen bei 37°C. Die Inkubationszeiten
wurden entsprechend den Experimenten variiert und sind jeweils angegeben. Fiir Fliis-
sigkulturen wurden Erlenmeyerkolben verwendet, die in einem Schiittelinkubator bei

180 rpm inkubiert wurden.

3.5.3 Bestimmung der Zelldichte
Die Zelldichte einer Bakterienkultur wurde durch Messung der optischen Dichte (OD)
bei 595 nm bestimmt. Dabei wurde davon ausgegangen, dass einer ODsos von eins eine

Zellzahl von ungeféhr 1 x 10° Zellen entspricht.
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3.6 Medien und Antibiotika

3.6.1 Medien
Standard-I-Néhrbouillon (SIN-Medium): 2,5 % (w/v) in HO

Das SIN-Medium wurde als Vollmedium verwendet, wobei jeweils 25 g pro Liter Was-
ser eingewogen wurden. Die aeroben Bakterienkulturen von Comamonas testosteroni
Amp® ATCC 11996 und Escherichia coli-Derivaten wurden gut durchliiftet bei 30°C
(C. testosteroni) bzw. 37°C (E. coli) in einem Schiittelinkubator bebrtitet. Die Bakterien
wurden in SIN-Medium ohne bzw. je nach Versuch zusétzlich mit Antibiotika kulti-
viert. Fiir feste Medien wurden vor dem Autoklavieren 15 g Agar pro Liter Medium
plus die jeweils erforderlichen Antibiotika zugefiigt. GroBBere Kulturen wurden aus 3 ml
Vorkulturen angeimpft. Fiir die Langzeit-Kryokonservierung wurden die Bakterien als
Glycerol-Stocks bei -80°C eingefroren. Hierzu wurden 1 ml Bakteriensuspensionen
nach Zentrifugation fiir 30 sec bei 13000 rpm 3x mit 0,5 ml 0,1M CaCl, gewaschen und
mit 0,85 ml CaCl, und 0,15 ml sterilem Glycerol 87 % versetzt. Die Suspension wurde

langsam von 4°C bis -80°C heruntergekiihlt.

3.6.2 Antibiotika

Die folgenden Substanzen wurden als konzentrierte Stammldsung angesetzt und steril-

filtriert. Sie wurden bei Bedarf den autoklavierten und auf ca. 50°C abgekiihlten Medien

zugesetzt.

Substanz Losungsmittel Stammldsung Endkonzentration
Ampicillin H,O 100 mg/ml 30-60 pg/ml
Kanamycin H,O 200 mg/ml 30 pg/ml

3.7 Molekularbiologische Methoden

3.7.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Préparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen
Lyse mit dem Detergenz SDS nach Birnboim und Doyl (1979). Dieses stark anionische
Detergenz 6ffnet bei hohem pH die bakterielle Zellwand und denaturiert chromosomale
DNA und Proteine; Plasmid-DNA hingegen verbleibt im Uberstand. Diese alkalische

Losung zerstort vollstdndig die Basenpaarungen, die geschlossenen zirkuldren Strédnge
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der Plasmid-DNA dagegen bleiben verschont, da sie ineinander stark verschlungen sind.
Die Intensitdt und die Dauer, mit der die DNA den OH" lonen ausgesetzt ist, sollten so
grof} sein, dass Einzelstrange der Plasmid-DNA wieder zusammenfinden, wenn der pH-

Wert wieder im Neutralen liegt.

Die bakteriellen Proteine, die aufgebrochenen Zellwidnde und denaturierte DNA werden
in grofBen Komplexen mit Dodecylsulfat ummantelten Komplexen aufgefangen. Diese
Komplexe konnen dann prézipitiert werden, wenn Natriumionen durch Kaliumionen
ausgetauscht werden (Horowicz and Burk 1981). Das denaturierte Material wird durch

Zentrifugation entfernt und die Plasmid-DNA aus dem Uberstand gewonnen.

3.7.1.1 Mini-Priparation

Fiir die Priaparation von Plasmid- DNA in kleinem Mal}stab (Mini-Préparation) wurden
die entsprechenden Plasmide in 1,5 ml SIN-Medium mit Antibiotikazusatz (Kanamycin
30pg/ml) bei 37°C amplifiziert. Nach dem Abzentrifugieren der Kulturen (1 min bei
13000 rpm) wurden die Pellets in 100 ul Puffer 1 (1) vollstindig resuspendiert. Durch
die Zugabe von 100 pl Puffer 2 (2) wurden die Zellen lysiert und die Proteine denatu-
riert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde 100ul Puffer 3 (3) hinzugefiigt
und damit die Proteine gefdllt. Nach 1 min Zentrifugation bei 13000 rpm wurde der
klare Uberstand abgenommen und mit Phenol und Chloroform zur Plasmid-DNA-
Féllung versetzt. Nach der Zugabe von 1/20 Vol. 5 M NaCl und 2 Vol. 100 % Ethanol
wurde flir 10 min. bei 13000 rpm zentrifugiert. Anschlieend konnte die Plasmid-DNA
in 200 pl 70 % Ethanol gewaschen, flir 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert und nach dem

Trocknen in 50 pl TE-Puffer aufgenommen werden.
Losungen:

(1) Puffer 1 50 mM Tris/HCI, pH 8.0
10 ml EDTA
100 pg/ml RibonukleaseA
(2) Puffer 2: 200 mM NaOH,
2 % SDS
(3) Puffer 3: 3 M Kaliumacetat, pH auf 5,5 mit Eisessig einstellen
(4) TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0
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3.7.1.2 Midi-Priparationen

Midi-Préparationen aus 50 ml Ansédtzen wurden nach dem Protokoll des Midi-Kits mit
Tip-100-Sédulen der Firma Qiagen (Hilden) angefertigt: Nach Abzentrifugation der Kul-
tur (10 min bei 3500 rpm) wurden alle Schritte wie in der Mini-Priaparation mit 4 ml des
jeweiligen Puffers wiederholt. Die Tip-100-Sdulen wurden mit 3 ml Buffer QBT vorbe-
reitet und der Ansatz iiber einen Papierfilter auf die Sdulen gegeben. AnschlieBend wur-
den die Sédulen mit 2 x 10 ml QC-Losung gewaschen. Mittels des QF-Puffers (5 ml)
wurde die DNA aus der Sdule eluiert und in 4 ml Isopropanol aufgenommen. Nach Ab-
zentrifugation (10 min bei 3500 rpm) und Waschen des Pellet mit 3 ml Ethanol 70 %
wurde erneut abzentrifugiert fiir 5 min bei 3500 rpm. Das Pellet konnte schlielich in
400 pl TE- Puffer aufgenommen werden. Zur Uberpriifung der Plasmide wurde nach
dem Verdau mit entsprechenden Restriktionsenzymen eine Gelelektrophorese mit 0.7
oder 1.5 %-iger Agarose (UBS) durchgefiihrt. Zum GroBenvergleich der Fragmente
wurde ein 1kb-Marker mitgefiihrt, der eine Aufteilung in folgende Fragmente erkennen
lieB: 10 kb, 8 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3,5 kb, 3 kb, 2,5 kb, 2 kb, 1,5 kb, 1,0 kb, 0,75 kb, 0,5
kb,0,25 kb.

3.7.2 Priparation genomischer DNA

Genomische Comamonas testosteroni-DNA wurde mit 1 ml SIN-Medium bei 30°C im
Schiittelinkubator bei 180 rpm tiber Nacht inkubiert. Zunédchst wurde die Bakterienkul-
tur in 1,5 ml Eppendorf-Gefaflen fiir 30 s bei 13000 rpm zentrifugiert und in 400 pl TE-
Puffer + 1 % SDS resuspendiert und 10 min bei 37°C inkubiert. Zur Deproteinierung
wurden dann 150 pl Phenol zugegeben und gut gemischt und nach 5 min Inkubations-
zeit bei Raumtemperatur fiir 2-3 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase wur-
de in ein neues Eppendorf-Gefill gegeben und 2 x mit 150 ml Chloroform gewaschen.
Die prézipitierte DNA wurde mit 2x Vol. 100 % EtOH und 1/20 Vol. 5 M NaCl gefallt
und nach 10 min Zentrifugieren mit 70 %-igem EtOH gewaschen, bei Raumtemperatur
fiir 5 min. getrocknet und in 100 pl TE-Puffer (4) aufgenommen. Die chromosomale

DNA wurde bei 4°C gelagert.
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Losung:

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM -EDTA (pH 8.0)
1 % SDS
Phenol

Chloroform

3.7.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von DNA-L&sungen wurde photometrisch nach der Methode von
Chargaff (1995) ermittelt. Hierflir wurden die optischen Dichten (OD) bei 260 nm und
zur Kontrolle auf Proteinverunreinigung bei 280 nm in einem Beckmann DU-62 Spek-
trophotometer bestimmt. Dabei wurde davon ausgegangen, dass einer ODg von eins
nidherungsweise einer dsDNA-Konzentration von 50 pg/ml bzw. ssDNA-Konzentration
von 33 pg/ml entspricht. Die Reinheit der DNA ergab sich aus dem Quotienten aus
OD360 und OD2g.

3.7.4 Restriktion von DNA

Das Schneiden von DNA erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen in den entspre-
chenden Restriktionspuffern nach Angaben der Vertreiberfirmen (10-facher Restrikti-
onspuffer zusammen mit 1-10 U [umol/min] des Restriktionsenzyms). Restriktionsen-
donukleasen sind Enzyme, die spezifische Sequenzen in doppelstrangiger DNA erken-
nen und spalten konnen. Die Inkubationstemperatur richtete sich dabei nach dem Tem-
peraturoptimum des jeweiligen Enzyms (meistens bei 37°C). Die Inkubationsdauer lag
bei 1 h fiir geringe Mengen DNA. Je nach weiterer Verwendung wurden die Ansétze
entweder mit Probenpuffer versetzt und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert,

oder das Enzym wurde hitzeinaktiviert und die DNA ausgefallt.

3.7.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Diese Technik (McDonell et al., 1977) ermdglicht es, doppelstrangige DNA in hohem

MafBe aus Agarosegelstiicken zuriick zu gewinnen.

Nachdem das Gel photographiert worden war, wurden fiir die Elution von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen die entsprechenden Banden unter UV-Licht ausgeschnit-

ten und in Dialyseschldauchen vollstindig mit 600ul TAE-Puffer iiberschichtet. Die Dia-
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lyseschlauche wurden vorher durch dreimaliges Kochen in Wasser von ihrem starken
Glyceringehalt befreit. AnschlieBend wurde eine Elektrophorese bei 80 mA fiir 10 min
durchgefiihrt. AnschlieBend wurd jeweils nach 1 min, 30 sec, 10 sec und 5 sec die
Stromrichtung gewechselt. Hierbei 16ste sich die DNA aus dem Gelblock und konnte
mit dem TAE-Puffer aufgenommen werden. Der gewonnene Uberstand wurde mit Phe-
nol und Chloroform gereinigt und nach Zugabe von 1/20 x Vol 5 M NaCl und 2 x Vol.
100 % Ethanol fiir 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Nach erneutem Waschen mit
70 % Ethanol und Zentrifugation fiir 5 min wurde die DNA in H,O aufgenommen.

3.7.6 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels der PCR-Technik

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Technik, um gezielt beliebige DNA-
Abschnitte zu amplifizieren, vorausgesetzt die Sequenzen an den Enden des DNA-
Bereichs sind bekannt. Das ist notwendig, weil zu Beginn zwei kurze Oligonukleotide
als Primer fiir die DNA-Synthesereaktion mit dem DNA-Molekiil hybridisieren miissen.
Bei der PCR erhitzt man einen DNA-Doppelstrang, damit sich beide Stringe voneinan-
der trennen. Die entstehenden Einzelstringe konnen dann mit Hilfe einer DNA-
Polymerase verdoppelt werden. Hierzu benutzt man hitzestabile 7ag-Polymerase (aus
Thermus aquaticus und die ,,vent-proof-reading““-Polymerase). Wiederholt man diesen
Prozess mehrfach, steigt die Anzahl der Kopien der urspriinglichen Sequenz exponenti-
ell an. Die PCR wurde in einem PCR Thermocycler (MWG-Biotech, Ebersberg) durch-
gefiihrt. Pro 50 pl Reaktionsansatz wurden etwa 1 pl (200 ng) Template-DNA, 5 ul 10 x
PCR-Puffer, 5 mM MgCl,, je 2,5 pl (100 pmol/ul) Primer, je 1 pl ANTP’s (10 nmol)
eingesetzt. Die vier Basen Thymidin, Adenin, Cytosin und Guanin in Form von Deso-
xyribonukleosid-Triphosphaten wurden als Bausteine des neuen DNA-Stranges zuge-
setzt. MgCl, diente als aktivierende Substanz der Tag-Polymerase und ,,vent-proof-
reading®“-Polymerase. Um Verdampfung zu vermeiden, wurde der PCR-Ansatz mit 1-2
Tropfen Mineraldl iiberschichtet. Das gesuchte PCR-Produkt entstand bei folgenden
Zyklen: 1. Denaturierung bei 95°C fiir 120 sec. Dabei entstehen durch Losen der Ba-
senpaarungen Einzelstrdnge; 2. Hybridisierung bei 55°C fiir 30 sec. Die Primer heften
sich dabei an die Matrize; 3. Polymerisation bei 72°C fiir 30 sec, dabei findet die DNA-
Synthese statt. Dann folgen 25 Zyklen mit der Temperaturabfolge 95°C, 55°C und 72°C

fiir jeweils 30 sec. Der letzte Zyklus endet mit 72°C fiir 5 min, danach wird der Ansatz
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auf 4°C heruntergekiihlt. Zuvor wurden unterschiedliche Temperatur- und Zeitprofile

ausgetestet, um das Ergebnis mit den Primerkombinationen zu optimieren.

Zur Uberpriifung des Ergebnisses erfolgte jeweils mit einem Teil des PCR-Produktes
eine Gelelektrophorese. Es wurden jeweils sowohl eine Negativkontolle, und zum Ver-
gleich die chromosomale DNA von Comamonas testosteroni ohne Insert, als auch

pUC 18 verdaut mit Hinfl, mitgefiihrt.

3.7.7 Dephosphorilierung von DNA

Die Behandlung von DNA-Molekiilen mit alkalischer Phosphatase fiihrt zur Abspaltung
der terminalen 5'-Phosphatagruppen. Als Folge konnen durch Restriktionsspaltung er-
haltene DNA-Fragmente nicht mehr mit sich selbst ligieren. Um ein DNA-Fragment
(Insert) in einen passend aufgeschnittenen Vektor zu ligieren, wurde dieser vorher mit
SAP dephosphoryliert. Dazu wurde zum linearisierten Vektor 1 Unit SAP und 4 pl Puf-
fer zugesetzt, Gesamtvolumen 60 pl). Nach 15 min Inkubationsdauer bei 37°C konnte

die SAP durch 5 min Erhitzen auf 65°C vollstindig inaktiviert werden.

3.7.8 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit homologen Restriktionsenden erfolgte mit T4-
DNA-Ligase. Dieses Enzym katalysiert in Anwesenheit von ATP und Mg2 -Ionen die
Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der 3’-Hydroxygruppe und dem 5'-
Phosphaten doppelstringiger DNA-Molekiile. Die Ligation erfolgte dann in entspre-
chendem Reaktionspuffer mit einem Vektor-DNA: Insert-DNA-Verhiltnis von 1:1 oder
1:2. Dazu wurden folgende Ansétze fiir die Ligation in den Vektor pK18 vorbereitet: 2
ul frisches PCR-Produkt, 1 pl pK18 Vektor verdaut mit dem Restriktionsenzym EcoRI,
1 pl Ligase-Puffer (10 x), 1 ul T4 DNA-Ligase (1 U) in einem Endvolumen von 10 pl.

Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fiir 2 h inkubiert.

3.7.9 Transformation

3.7.9.1 Herstellung von kompetenten Zellen

Bei der Herstellung von kompetenten E. coli Zellen wurden die Bakterien in 30 ml SIN-
Medium bei 37°C und 180 rpm ca. 4 h kultiviert (ODsgs 0,4-0,6). Nach dem Abzentri-
fugieren des Pellets (10 min bei 3500 rpm und 4°C) wurde das Pellet in 20 ml 0,1 M



Material und Methoden 37

Calciumchlorid (2) resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und fiir 5 min abzentrifu-
giert. Die sedimentierten Bakterien wurden dann in 5 ml Calciumchlorid-Losung (2)

aufgenommen und auf Eis gelagert.
Losungen:

(1) SIN-Medium
(2) 0,1 M Calciumchlorid in H,O

3.7.9.2 Hitzeschock-Methoden

Fiir die Transformation wurden 100 pl kompetente Zellen mit 10 pl Ligationsansatz
vermischt. Nach 30 min Inkubation auf Eis wurden die Zellen fiir exakt 90 sec bei 42°C
schockerhitzt und danach 5 min auf Eis abgekiihlt. DNA lagert sich wihrend der Kilte-
behandlung an die Zellmembran an und wird in der Wéarme von den Zellen aufgenom-
men. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz mit 400 pl SIN-Medium fiir 1 h
bei 37°C und 105 rpm im Schiittelinkubator inkubiert und auf Agarplatten, die 30 pg/ml
Kanamycin enthielten, ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am folgenden Morgen wurden 10-20 einzelne Kolonien gepickt und in 1 ml SIN-
Medium, das ebenfalls 30 pg/ml Kanamycin enthielt, aufgenommen und {iber Nacht bei
37°C und 180 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Von diesen Fliissigkulturen wurden

dann Miniprdparationen angefertigt.

3.7.10 Proteinextraktion

Die Proben fiir die Detektion der 3a-HSD/CR durch ELISA wurden mittels Kaltelysis
hergestellt; eine 3 ml-Kultur wurde fiir 10 sec bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde nach 3 x Waschen mit 1 ml PBS in 200 pl PBS resuspendiert. Um eine Lyse der
Zellen zu erreichen, wurde die Suspension 3 x im Wechsel fiir je 30 min. bei -20°C ein-
gefroren bzw. bei Raumtemperatur aufgetaut. Anschlieend wurden die Proben erneut
zentrifugiert bei 13000 rpm fiir 20 min. Der Uberstand konnte dann zur Proteinbestim-

mung und fiir ELISA-Studien genutzt werden.
Losungen:

PBS-Puffer 10 mM Natriumphosphat, pH 7,2
0,9 % (w/v) Natriumchlorid
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3.7.11 Proteinbestimmung

Die colorimetrische Methode von Gesamtproteinkonzentrationen wurde nach der Me-
thode nach Bradford (1976) durchgefiihrt. Hierbei kann Protein in den Konzentrationen
zwischen 25 und 1400 pg nachgewiesen werden, indem nach Zugabe des Farbstoffes
Coomassie-Brilliant Blau G-250 die jeweilige Farbianderung gemessen wird. Innerhalb
dieses Konzentrationsbereiches besteht eine lineare Beziehung zwischen der Extinktion
595 nm und der Proteinkonzentrationen. Die Extinktion wird bei 595 nm gemessen, da
das Absorptionsmaximum des in saurer Losung vorliegenden Farbstoffes durch die In-
teraktion mit basischen und aromatischen Aminosdureresten von 465 nm auf 595 nm
verschoben wird. Mit Hilfe einer Protein- Stammlésung (BSA 10mg/ml) und mehreren
Verdiinnungen in A. bidest (Verdiinnungsfaktor 10 bis 980) konnte — nach Messung der
Extinktion bei 595 nm — eine Eichgerade mit Standardwerten erstellt werden. Dazu
wurde zunédchst 1 VT der konzentrierten Farbstofflosung mit 4 VT A. bidest. verdiinnt.
5 ml dieser Farbstoffverdiinnung wurden dann zu je 100 ul der Proteinstandards bzw.
der proteinhaltigen Proben gegeben. Die Ansidtze wurden mehrmals invertiert und 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor jeweils 1 ml in Plastik-Kiivetten (d=1
cm) uiberfiihrt und die Extinktion gemessen werden konnte. Als Blindwert diente dabei
die verdiinnte Farbstofflosung. Durch Auftragen der gemessenen Extinktionswerte ge-
gen die Konzentration der Proteinstandards konnte nun die Eichgerade erstellt werden,

aus der die unbekannten Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt wurden.

3.7.12 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsiuren

Aufgrund der negativen Ladungen der Nukleinsduren lassen sich diese in einem elektri-
schen Feld in einer Gelmatrix trennen und identifizieren. Die Wanderungsgeschwindig-
keit der DNA im Agarosegel ist abhéngig von dem Molekulargewicht und der Konfor-
mation der DNA und von der elektrischen Feldstirke im Gel. Innerhalb eines gewissen
Bereichs ist die Wanderungsgeschwindigkeit linear doppelstrangiger DNA umgekehrt
proportional zum Logarithmus des Molekulargewichts. Das Molekulargewicht eines
DNA-Fragments unbekannter Grofe kann daher aus seiner Wanderungsstrecke be-
stimmt werden, indem neben der unbekannten DNA-Probe ein Léngenstandard elek-
trophoretisch aufgetrennt wird. Als Léngenstandard diente pUC18 verdaut mit Hinfl.
Dabei ergaben sich 6 Fragmente (1,419 kb, 517 bp, 396 bp, 214 bp, 75 bp, 65 bp).
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Fiir die Trennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen wurden, abhidngig von der
FragmentgrofBe, unterschiedliche Agarosen verwendet. Kleine DNA-Fragmente (<100
bp) wurden in 1,5 % (w/v) ,Jow-melting Agarose aufgetrennt. Hohermolekulare Nu-

kleinsduren wurden in 0,7 % (w/v) Agarose getrennt.

Zum Giellen der Gele musste die Agarose in TAE-Puffer (1) aufgekocht werden, bis die
Agaroselosung schlierenfrei war. Nach dem Erstarren des Gels in einer horizontalen
Lauftkammer wurde es mit dem Laufpuffer TAE (1) tiberschichtet. Die Proben wurden
mit dem Probenpuffer (3) versetzt, zusammen mit dem Ladngenstandard auf das Gel auf-
getragen und die Elektrophorese mit 5 V/cm Abstand der Elektroden zueinander bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach dem Lauf wurde das Gel fiir 5 min mit dem Fluo-
reszenzfarbstoff Ethidiumbromid (2), der in doppelstrangige DNA interkaliert, zugege-
ben und anschlieBend fiir 5-10 min in H,O gewaschen. Unter UV-Beleuchtung bei 254
nm konnten die getrennten Nukleinsduren sichtbar gemacht, mit einem vorgesetzten
Rotfilter photographiert und ausgewertet werden. Banden von besonderem Interesse
wurden nach der Elektrophorese unter UV-Licht ausgeschnitten und einer Elution un-

terzogen, um anschliefend eine Re-PCR durchzufiihren:
Losungen:

(1) 1 x TAE-Puffer: 40 mM Tris/Acetat, pH 8,0
1 mM EDTA

(2) Ethidiumbromid-Stammlosung: 10 mg/ml in H,O

(3) Probenpuffer: 0,5 % (w/v) Bromphenol-Blau,
30 % (v/v) Glycerol

3.7.13 Southern Blot

Der Transfer von Nukleinsduren auf positiv geladene Nylonmembranen (Hybond-N")
erfolgte nach der von Southern (1975) beschriebenen Kapillartransfer-Methode. Diese
Methode beruht auf Kapillarkréften, die einen Fliissigkeitsstrom aus einem Pufferreser-
voir durch das Gel bewirken und dadurch die Nukleinsduren auf die Membran transfe-

rieren. Dort werden sie durch die positive Ladung der Membran verbunden.

Zuerst wurden nach dem Verdau von genomischer C. testosteroni DNA mit dem Re-

striktionsenzym EcoRI die Ansdtze auf einem 0,7 %-igen Agarosegel aufgetrennt. Nach
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der Elektrophorese wurde das Gel 30 min in Denaturierungslésung (1) geschwenkt und

dann fiir 30 min unter Zugabe von Neutralisierungslosung (2) renaturiert.

Der Blotaufbau bestand aus einem mit 20 x SSC (3) gefiillten Pufferreservoir, auf des-
sen Réndern eine Glasplatte lag. Zwei Lagen Whatman 3 MM Papier wurden in 20 x
SSC getriankt und so auf die Glasplatte gelegt, dass beide Enden in den Transferpuffer
tauchten. Auf das Whatmann Papier wurde das Gel und darauf luftblasenfrei auf die fiir
5 min in H,O benetzte Nylonmembran gelegt. Darauf folgten einige Lagen Filterpapier
sowie ein Stapel Zellstoff, der mit ca. einem Kilogramm beschwert wurde. Der Transfer
wurde tiber Nacht durchgefiihrt; danach wurde die Membran kurz in 2 x SSC gewa-
schen und die DNA durch 2-stiindliches Lagern bei 80°C im Trockenschrank auf der

Membran irreversibel fixiert.
Losungen:

(1) Denaturierungslosung: 0,5 N NaOH, 1,5 M NaCl
(2) Neutralisationslosung: 0,5 N HCl, 1,5 M NaCl, 0,5 M Tris/HCI

3.7.14 DNA-DNA-Hybridisierung

a) Hybridisierung

Fiir die Hybridisierung wurde die Membran mit dem Standardhybridisier-Puffer in eine
Plastikfolie eingeschweifit und fiir 1 h bei 68°C im Trockenschrank inkubiert. Die gela-
belte DNA wurde vor Gebrauch 10 min auf 95°C erhitzt und dann auf Eis gelagert. Die
Membran wurde zusammen mit der markierten DNA eingeschweif3t und tiber Nacht bei

65°C im Trockenschrank gelagert.

Um die unspezifisch gebundene DNA abzuwaschen, wurden die Membranen je 2 x 5
min in 2 x Waschlosung (3) bei Raumtemperatur, sowie 2 x 15 min in 1 x Waschlésung
(4) bei 68°C gewaschen. Die Detektion erfolgte mit alkalischer Phosphatase markierten
Anti-Digoxigenin Antikdrper, wobei die Visualisierung iiber eine Farbreaktion durchge-

fihrt wurde.
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(1) Prahybridisierungslosung:

(2) Hybridisierungslosung

(3) 2 x Waschldsung:

(4) 1 x Waschlosung:
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5x SSC

0,1 % (v/v) N-Laurylsarcosin
0,02 (w/v) SDS

1 % (v/v) Blocking Reagenz
pK18 als DNA-Sonde mit EcoRI verdaut
und mit H>0 verdiinnt

dNTP Hexanucleotidemixture
EDTA, 4 M LiCl, pH 8
Klenowenzym

2 x SSC

0,1 % (w/v) SDS

0,1 x SSC

0,1 % (w/v) SDS

b) Visualisierung mittels alkalischer Phosphatase

Fiir die Detektion der hybridisierten Sonden wurde der Blot fiir 5 min in Wasch-Puffer
(1) gewaschen und fiir 1 h in Blocking-Puffer (3) inkubiert. AnschlieBend wurden die

mit 150 mU/ml alkalischer Phospatase markierten Anti-Digoxigenin Antikdrper mit

dem Blocking-Puffer 1:10000 verdiinnt und fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Unspezifisch

gebundene Antikorper wurden im Anschluss durch 2 x 15 min Waschen in Wasch-

Puffer (1) entfernt. Danach wurde der Blot fiir 3 min in Detektions-Puffer dquilibriert,

bevor die Visualisierungsmethode durchgefiihrt wurde.

Losungen:

(1) Waschpufter:

Maleinsdure-Puffer (2)

0,3 % (v/v) Tween 20
(2) Maleinsdure-Puffer: 100 mM Maleinséure
150 mM NaCl mit NaOH auf pH 7,0 einstellen

(3) Blocking-Puffer:

Maleinsaure-Puffer (2)

1 % Blocking Reagenz

(4) Detektion-Puffer
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¢) Visualisierung mittels Farbreaktion

X-Phosphat dient als Substrat der alkalischen Phosphatase. In Kombination mit NBT als
Elektronenakzeptor ist das Produkt der enzymatischen Reaktion ein unldslicher violetter
Indigofarbstoff. Die Membranen wurden dazu in der Farbelosung, bestehend aus 200 pl
NBT/BCIP-Losung (5)und 10 ml Detektion-Puffer (4), so lange inkubiert, bis die ge-

winschte Farbeintensitit erreicht war.
Losungen:

(5) NBT-Lo6sung: 100 mg/ml in 70 % (v/v) DMF
(6) X-Phosphat-Losung: 50 mg/ml X-Phosphat in 100 % (v/v) DMF

3.7.15 ELISA von 3a-HSD

Zur Quantifizierung der 3a-HSD Proteinexpression wurde ein ELISA eingefiihrt (Xiong
et Maser, 2001; Xiong et al., 2001) und nach Standardmethoden Antikérper (Kanin-
chen-Antikorper) gegen 3o-HSD/Carbonylreduktase von Comamonas testosteroni her-
gestellt. Die das Protein der 3a-HSD enthaltenen Proben und ein 3a-HSD-Standard
wurden 1:2 mit Coating-Puffer verdiinnt und auf die ELISA Platten aufgetragen (,,Coa-
ting*). Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurden die nicht gebundenen
Proteine mit dem Waschpuffer durch 3 x Waschen entfernt. Nach der Zugabe des ver-
diinnten Antikorpers gegen die 3a-HSD und einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C
folgte wiederum 3 x Waschen mit Waschpuffer. Um die gebundenen Antikorper detek-
tieren zu konnen, wurden die mit Peroxidase gekoppelten Schweine-Antikorper hinzu
gegeben und nach Entfernung der nicht gebundenen Antikoérper durch sechsmaliges
Waschen mit Waschpuffer mit ABTS Substrat fiir 30 min bis max. 1 h bei 37°C inku-
biert.

Die Messung der Absorption erfolgte bei 405 nm (Referenzwellenldnge 490 nm) mit
dem Microplate Reader, Model 450 von BIO-RAD.

Uber die jeweils mitgefiihrten 30-HSD Standardkonzentrationen konnte die Protein-

konzentration der Proben ermittelt werden.
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Losungen:
Coating buffer: Na,COs3 1,59 ¢
NaHCO; 293¢
NaN3 0,29 g
in 1 1 A. bidest 16sen, pH 9,6
Waschpuffer: NaCl 8g
KH,PO4 0,2¢g
NazHPO4 (12 HQO) 2,9 g
KClI 02¢g
TWEEN 20 0,5mlin 11 A. bidest 16sen, pH 7,4

Kaninchen-Antikorper gegen 3a-HSD verdiinnt im Verhéltnis 1:1000 mit Waschlosung

Schweine-Antikdrper gegen Kaninchen-Antikorper konjugiert mit Peroxidase, verdiinnt

1: 1000 mit Waschpuffer (DAKO)

ABTS-Substrat [Boehringer]
3.8 Biochemische Methoden

3.8.1 Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Fiir einige Substrate konnte die Bestimmung der kinetischen Parameter durch direkte
Messung der entstandenen Produkte iiber die ,,High Pressure (Performance) Liquid
Chromatography* (HPLC) erfolgen. Dafiir wurde die HPLC-Anlage der Firma Merck
verwendet (Merck-Hitachi L-66220). Eine Quantifizierung erfolgte durch Eichkurven
der gebildeten Produkte. Der Umsatz von Metyrapon, p-Nitrobenzaldehyd und NKI-
42255 wurde nach dem Prinzip der ,,reversed phase* bestimmt. Hierbei werden hydro-
phobe Substanzen besser auf dem S&ulenmaterial gebunden als hydrophile und eluieren
dementsprechend spédter bei Gebrauch eines polaren Eluenten (Laufmittel). Als mobile
Phase wurde ein Eluent aus 30 % Acetonitril (v/v) und 0,1 % Ammoniumacetat, pH 7.2

verwendet. Die stationdre Phase bestand aus einer C-18-Sédule (LiChrospher 100 RP-18;
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Porengrofie. 5 um, SdulenmaBe: 250 x 4 mm der Firma Merck). Die Detektion erfolgte
bei 254 nm (Metyrapon, p-Nitrobenzaldehyd) und 274 nm (NKI-Substanzen) und die
Integration und Berechnung der Peakflichen wurde durch eine SHIMADZU-Integrator
(C-R6A Chromatopac) erhalten.
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4. Ergebnisse

4.1 Konstruktion von Suicide Plasmiden

Als Ausgangspunkt wurde ein in pUCI18 kloniertes DNA-Fragment verwendet, das
Plasmid p6 mit einer Linge von 5257 bp (Abb. 12), (Xiong et Maser, 2001). Das Insert
von p6, dass in dieser Arbeitsgruppe beim Screenen einer C. testosteroni-Genbank mit
einer homologen Oligonukleotidsonde fiir das 3a-HSD-Gen (4sdA) im Southern-Blot
erkannt, kloniert und sequenziert wurde (Mobius et al.,1998), enthélt die Gensequenz
fiir die 3a-HSD, die Gensequenz fiir ein weiteres am Steroidstoffwechsel beteiligtes
Enzym, der 3-Ketosteroid-Isomerase (3-ksi) und verschiedene offene Leserahmen. Der
orf 1 erstreckt sich von 462-2461 bp, der orf 2 von 4084-4320 bp, der orf 3 von 4606-
5017 bp und der orf 4 von 2065-3328 bp.

orf 1, orf 2 und orf 4 liegen entgegen der Richtung von AsdA, orf 3 in Richtung von
hsdA. p6 wurde als Ausgangsmaterial fiir die Suche nach Operator und Repressorse-
quenzen verwendet, da es aufgrund seines Umfangs wahrscheinlich diese Sequenzen

enthalt.

— QA 0 0= 0 LV = nno S = e < =S o
= R =] i — T = —
& = =8 U == T=T = . — N RN
) = = Sx K < 2% N 5_;-: .%J IN :ttx =0
§ € & S§§ 25 8% < 0&E 2 < 2295 W 55 b
I P | I ]
<3 »
d d lacZ-Promotor  pUCI8
935-944 2568-2577
hsdA 3-ksi
P 2615-3338 bp
i) ~ '
orf 1 < orf2 orf3
462-2461 bp orf 4 4084-4320bp  4606-5017 bp

2065-3328 bp

Abb. 12: Restriktionskarte des 5.257 kb-EcoRI-Fragmentes von C. testosteroni.

Als Pfeile dargestellt sind zusétzlich die open reading frames. Die Position der zwei
pallindromischen 10nt Sequenzen sind als senkrechtstehende Rechtecke dargestellt, die
die Funktion eines Operators haben (Xiong et al., 2001).
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In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. E. Maser wurden zur Eingrenzung einer moglichen
Operatorregion durch Computeranalysen zwei je 10 Nukleotide umfassende, pallindro-
mische Sequenzen gefunden. Sie liegen im Abstand von 1,633 kb zueinander (OP1:
0,935 kb-0,944 kb, OP2: 2,568-2,577 kb, s. Abb. 12). OP2 findet sich 9 bp stromauf-
wirts des Promotors von AsdA. Der Transkriptionsstart von AsdA konnte 28 bp strom-
aufwirts vom Translationsstart identifiziert werden (Xiong et al., 2001). Die Promotor-
region befindet sich innerhalb der 93 bp-Region stromaufwirts von AsdA (Xiong et al.,
2001).

Um Aufschluss iiber die Funktion bestimmter regulatorischer Elemente zu erhalten,
wurden in dieser Arbeit so genannte Suicide Plasmide hergestellt. Dazu wurden ca. 100
bp groBe Fragmente aus verschiedenen Regulationsbereichen des die 3a-HSD enthalte-
nen EcoRI Fragmentes mittels PCR gewonnen und in pK18 kloniert. Insbesondere wur-
de der Bereich des orf 2 in Hinblick auf eine mogliche Repessorfunktion untersucht. orf
2 wird im weiteren Verlauf als Repressor B definiert. Um Inserts zur Herstellung der
Plasmide pK1a bis pK6 zu erhalten, wurden zunéchst definierte ca. 100 bp grofle Primer
(siche Abb. 13) aus dem genannten 5.257 kb Fragment, bestellt, die von der Firma
MWG (Ebersberg) synthetisiert wurden Die PCR-Produkte wurden dann zur Klonie-

rung in den Vektor pK18 verwendet.

4.2 Strategie zu Plasmidherstellung

Der Genabschnitt von PCR1 wurde gewéhlt, um den Bereich vor dem Gen der 30-HSD
zu untersuchen. Das Plasmid, das den Genabschnitt von PCR2 enthilt, ,,zerstort™ durch
seine Integration den Bereich vor dem orf2, einem vermutlichen Repressorgen. pK3, das
den Genabschnitt PCR3 enthilt, wurde innerhalb von orf2 integriert. Damit sollte dieser
Genabschnitt vollstindig zerstort werden. Diese Tatsache gab den Plasmiden den Na-
men ,,Suicide-Plasmide®. pK4 mit dem PCR-Produkt 4 wurde stromabwirts von
orf2/Repressor B in die chromosomale DNA von C. testosteroni integriert. pK5 mit
dem PCR-Produkt 5 zerstorte den Genabschnitt von orf3. pK6 mit dem PCR-Produkt 6
wurde direkt hinter den Operatorbereich und vor AsdA positioniert (s. Abb. 13).
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Abb. 13: PCR-Strategie zur Herstellung von Suicide Plasmiden

Die 100 bp groBen PCR-Produkte 1-6 wurden in den Vektor pK18 kloniert. Die Plas-
mide wurden anschlieBend als pK1-pK6 bezeichnet. Zur Herstellung von pKANIO,
pKAN12, pK5n und pPBBAX7 siehe Text.

AuBler den Plasmiden pK1-pK6 wurden, ausgehend von p6, die Deletionsmutanten

pKAN10 und pKAN12 verwendet (s. Abb. 13). Dazu wurde zunichst pK15 hergestellt,

indem das 5.257 kb EcoRI-Fragment von Comamonas testosteroni in pKI18 (siehe
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Abb. 10) kloniert wurde. Aus dem Verdau von pKl15 wurde schlieBlich pKAN10
(s. Abb. 13) hergestellt, das ein relativ kleines Insert (2520-3559 bp) enthélt. Es umfasst
den groBten Teil der Gensequenz der orf4 (orf4: 2065-3328 bp, pKANI10: 2520-
3328bp), der mit der AsdA iiberlappt. Das gleiche Fragment, kloniert in pK18. wurde
zur Herstellung von pKANI12 benutzt, dessen /acZ-Promotor stromabwirts von AsdA

liegt.

Zur Herstellung des Plasmids pK5n wurde zunéchst das Plasmid pKAXI1 hergestellt, in
dem aus pK15 (s. oben) eine Deletionsmutante mit dem Insert 2520-5257 bp kloniert
wurde. Zur Herstellung von pK5n wurde pKAX1 mit Avrll und Clal verdaut. Durch
eine 2-Schritt-Polymerasekettenreaktion-Mutation wurde die Deletion von 5 Nukleoti-
den im Bereich von 2568 bp des 10 Nucleotid groen Operatorbereich der 3a-HSD er-
reicht. Da in diesem Sequenzbereich gleichzeitig die Promotorregion der 3a-HSD loka-

lisiert ist, konnten nur 5 Nucleotide aus dem Operatorbereich entfernt werden.

Zur Herstellung des Plasmids pBBAX7 wurde das bereits beschriebene 5.275 kb EcoRI-
Fragment in den Vector pPBBRIMCS-2 (s. Abb. 11) kloniert, um pBB21B zu erhalten.
Das Plasmid pBBAX7, in dem ein grofler Anteil stromaufwérts der 3a-HSD fehlt, wur-
de durch Verdau von pBB21B mit Xmal und Avrll hergestellt

In Abb. 14 sind die Sequenzen der in pKI18 klonierten ca. 100 bp groBen DNA-
Fragmente dargestellt, die anschlieBend als Plasmide pK1-pK6 bezeichnet wurden. Das
PCR1-Produkt wurde in zwei verschiedene Richtungen in pK18 kloniert, so dass man

pKla und pK1b unterscheiden muss.

II)K1 a'ACGGCCAGTG CCAAGCTTGC  ATGCCTGCAG GTCGACTCTA GAGGTCCCC
51 GGGTACCGAG CTCGAATTCC TAGGGGAATT ACATCGTCCG TTGCATGTA
101 GCCTGGTTGT TCATGATGGG  CTTTGATGTG CGCCATCACC ACCCAGACAA
151 AAGGAGACAA GACGAATTCG TAATCATGTC ATAGCCCTGT TTC

pKl1b

1 AAGCTTGCAT  GCCTGCAGGT CGACTCTAGA GGATCCCCGG GTACCGAGCT
51 CGAATTCGTC TTGTCTCCTT TTGTCTGGGT GGTGATGGCG CACATCAAAG
101 CCCATCATGA  ACAACCAGGC TACATGCAAA CGGACGATGT AATTCCCCTA
151 GGAATTCGTA  ATCATGTCAT AG
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pK2
1 AGCTTGCAT GCCTGCAGGT CGACTCTAGA GGATCCCCGG GTACCGAGCT
51 CGAATTCGGC TCAGGCCGGG AGTGCTCATT GCACTCCTIT GAACAACAAG
101 ATCAATAGCA  TTCAACGCAT GATTTCAATG TATTTCAGAT CAAAATGTAT
151 TTGAAACGAA TTCGTAATCA  TGTCATAGCT
pK3
1 CCCCGGGTAC CGAGCTCGAA TTCCTGGTCT ACCCCGAAGA TGCCGATGAC
51 AGTGCAGGAA GGTTCTCGGT CTTCTCGGGC GTGGGCACGG CCATTCTGGG
101 CTGTCGGGAA  GGAGACCGCA TCGAATTCGT AATCATGT
pK4
1 CCCCGGGTAC CGAGCTCGAA  TTCGCTCGCG CAATGTGGTC ACCGAATTCG
51 GTGACCACAT TGSSCTAGAC ACCTGCCGCG CATCGACGAC GGTGGCGCGC
101 TCGATTTCAT GCTCCAGATC  GGCCGCTTGC GACTCCCATT CCAGACGAG
151 cGAATTCGT
pKS
1 GCTGCCTGCA  GTCGACTCTA GAGGATCCCC GGGTACCGAG CTCGAATTC
51  AGCGGCCGC CCTGATTGAA  GAGGTGGGTG AGTACAGGCA GCTGAACCCG
101 GAATTCATGT CATAGCTGTT TCCTGTGTGA ATTGTTATC CGCTCAATTC
151 CACACAACAT ACGA
pKo6
1 TGCATGCCTG CAGGTCGACT CTAGACCAGG ACCTTGCGCG TAGGCACCAA
51 TGCCGGTGGC  GCASGCTTAT CACGATGATG GACATGTCTT GTCTCCTTTT
101 GTCTGGGTGG  TGATGGCGCA  CAGAATTCGT AATCATGTCA TAGCTGTTTC

Abb. 14 Darstellung der Sequenz der in pK18 integrierten Primer PCR1-PCR6.

GAATTC entspricht EcoRI, TCTAGA entspricht Xbal. Unterstrichen sind jeweils die in
pK18 integrierten PCR-Inserts, die restliche Sequenz stammt von pK18.

4.3 Transformation der Plasmide in E. coli

Die Plasmide wurden, wie im Methodenteil dieser Arbeit beschrieben, in kompetente E.
coli Zellen transformiert und in SIN-Medium amplifiziert. Zur Selektion der plasmid-
haltigen Bakterien wurde die Kultur auf kanamyzinhaltige Agarplatten ausplattiert, da
durch das Kanamyzinresistenzgen von pK18 nur die plasmidhaltigen Bakterien wachsen
kénnen. Zur Uberpriifung des vorhandenen Inserts wurden mehrere Kolonien in kana-
myzinhaltiges SIN-Medium aufgenommen. Die Integration der DNA-Fragmente in den

Vektor erfolgte vor der EcoRI-Schnittstelle in pK18 (2661 bp). Die Plasmide mit vor-
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handenem Insert wurden dann mittels des Tip-100 Kits (Qiagen) gereinigt und erneut
unter Verdau mit EcoRI iiberpriift, so dass sich das 100 bp groBe Insert in der Gelelek-
trophorese darstellen lieB. Abb. 15 zeigt, dass die Integration nicht immer erfolgreich
war: Die Spuren 1-3 von pK4 waren ohne Insert. Spur 4 von pK4 hingegen zeigt ein

100 bp grof3es Insert auf, das den Inserts von pK2 und pK3 (Spuren 5 und 6) entspricht.

517 bp

396 bp
214 bp

100 bp
75 bp

Abb. 15: Restriktionsverdau der Suicide Plasmide (hier als Beispiel pK4) mit
EcoRI

Spuren 1-4: Proben von PCR4 in pK18, Spur 5 und 6: PCR2 und PCR3, Spur 7: Verdau
von pUC18 mit Hinfl als Marker

4.4 Marker Suicide Integration

Durch die Integration von Plasmid-DNA an spezifischen Stellen der chromosomalen
DNA von C. testosteroni sollte versucht werden, bestimmte genregulatorisch von Be-

deutung erscheinende Bereiche durch so genannte Suicide-Integration zu identifizieren.

Um eine Integration in die chromosomale DNA von C. festosteroni zu erreichen, wur-

den in dieser Arbeit zwei Methoden untersucht: Mating und Elektroporation.

4.4.1 Mating
Zunichst wurden die Plasmide pKla bis pK6 in E. coli transformiert (s. Transformati-
on). Aullerdem wurden 10 pl C. testosteroni in 1 ml SIN-Medium kultiviert und liber

Nacht bei 30°C inkubiert.
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Am nichsten Tag wurden 500 pl der C. festosteroni-Kultur fiir 10 s bei 13000 rpm zen-
trifugiert und das Pellet in 100 pl SIN-Medium resuspendiert. Jeweils 20 pl der trans-
formierten E. coli-Zellen wurden mit 20 pl C. testosteroni-Kultur gemischt und auf Ag-
arplatten ohne Antibiotikazusatz gegeben. Als Negativkontrollen wurden jeweils reine
Kulturen von E. coli ohne Plasmid und C. testosteroni mitgefiihrt. Nach Inkubation iiber
Nacht bei 30°C wurden die Kolonien in 100 pl SIN-Medium geldst und jeweils 10 pl
auf Agarplatten mit je 30 pg/ml Ampicillin und Kanamycin ausplattiert. Durch die An-
tibiotikaselektion war ein Wachstum nur fiir die Plasmide moglich, die durch Integrati-

on in die chromosomale DNA beide Resistenzeigenschaften erworben haben (Abb. 16).

4.4.2 FElektroporation

Das Applizieren von kurzen Hochspannungspulsationen fiihrt zu Bildung von nanome-
tergroBen Poren in der Plasmamembran (Neumann et. al. 1982; Zimmermann 1982).
Die DNA wird direkt in das Cytoplasma gebracht, entweder durch diese Poren oder als
Konsequenz der Umverteilung von Membranbestandteilen, die das SchlieBen der Poren
begleitet. Die Elektroporation kann sehr effizient sein und zur voriibergehenden Expres-
sion von klonierten Genen und zur Herstellung von Zelllinien, die integrierte Kopien
von bestimmten Genen enthalten, benutzt werden. Elektroporation verursacht héufig
Zelllinien, die eine oder meistens mehrere integrierte Kopien von fremder DNA enthal-
ten, im Gegensatz zu calciumphosphat-vermittelten Transfektion und Protoplastfusion

(Boggs et al. 1986).

Erstmalig wurde die Elektroporation mittels gepulster elektrischer Felder fiir die DNA-
Transfektion genutzt (Neumann et al. 1982). Damit konnte DNA in unterschiedliche
Saugetierzellen (Neumann et al. 1982; Wong and Neumann 1982; Potter et al. 1984;
Sugden et al. 1985; Toneguzzo et al. 1986; Tur-Kaspa et al. 1986) integriert werden.

Die Effizienz der Elektroporation wird durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst:

Die Stéirke des applizierten elektrischen Feldes, die Dauer des elektrischen Impulses, die
Temperatur, die Konformation und Konzentration der DNA und die ionische Zusam-
mensetzung des Mediums. Bei zu niedriger Spannung kann die Plasmamembran nicht

ausreichend veridndert werden, so dass DNA-Molekiile eindringen kénnen. Bei zu hoher
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Spannung werden dagegen die Zellen irreversibel geschidigt. Fiir Bakterien wird iibli-

cherweise eine Spannung zwischen 1,5-1,8 kV/cm fiir 4-5 ms appliziert.

Zunéchst wurde mit 50 ml SIN-Medium eine Kultur von C. testosteroni hergestellt (OD
0,4-0,8) und fiir 30 min auf Eis gelagert. Nach Zentrifugation der Bakteriensuspension
fiir 10 min bei 3500 rpm und 4°C wurde das Pellet in 5 ml Glycerol 10 % resuspendiert
und fiir 5 min bei 3500 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach erneuter Resuspension in 1,5
ml Glycerol 10 % und Zentrifugation fiir I min bei 13000 rpm wurde das Pellet in 400
ul Glycerol 10 % aufgenommen und auf Eis gelagert.

Zu den in 1 pl a. bidest gelosten Plasmiden wurden nun 100 pl der kompetenten Zellen
von C. testosteroni gegeben. Fiir die anschlieBende Transformation wurde die Elektro-
poration mit 1.8 kV in 1 cm Kiivette durchgefiihrt und die transformierten Zellen in 400
ul SIN-Medium, ohne Antibiotika {iber Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden 100
ul dieser Kultur mit 1 ml SIN-Medium , versetzt mit jeweils [30ug/ml] Ampicillin und
Kanamycin inkubiert bzw. Agarplatten ausplattiert, die ebenso diese Antibiotika enthal-
ten (s. Abb. 17).

4.5 Nachweisverfahren zur Uberpriifung der Integration

4.5.1 Kultureller Nachweis

Wie bereits oben beschrieben, konnte anhand der Agarplatten, die mit beiden Antibioti-
ka versehen waren, auf die erfolgreiche Ubernahme beider Resistenzeigenschaften ge-
schlossen werden (Abb. 16). Im Feld 1 jeder Agarplatte befindet sich eine reine C. fe-
stosteroni-Kultur, in den Feldern 2-6 befinden sich jeweils eine Kultur von pKla-pK4,
transformiert in E. coli und in den Feldern 7-10 die in C. festosteroni integrierten Plas-

mide pK1-pK4.

Feld1 | Feld2 | Feld3 | Feld4 | Feld5 | Feld6 | Feld7 | Feld8 | Feld9 |Feld 10 |Feld 11

C. test. pPKla pKlb [pK2 pK3 pK4 pKla pKlb pK2 pK3 pK4
trans-  |trans-  |trans-  [trans-  [trans-  [integriert (integriert|integriert integriertjintegriert]
formiert [formiert [formiert [formiert [formiert [in C. test.|in C. fest [in C. test fin C. test|in C. test

in E. colifin E. colifin E. colifin E. colifin E. coli
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Die Ergebnisse aus beiden Versuchen zeigten, dass ein Wachstum mit den Antibiotika
Ampicillin und Kanamycin nur fiir diejenigen C. testosteroni moglich ist, die die Plas-
mide mit dem Resistenzgen fiir Kanamycin in ihre DNA integriert haben. C. festostero-
ni allein besitzt nur das Resistenzgen fiir Ampicillin. Die Plasmide pK1a bis pK®6, trans-
formiert in E. coli, besitzen nur das durch pK18 iibertragene Resistenzgen fiir Kanamy-

cin. Diesen Sachverhalt zeigen die folgenden Fotos (Abb. 16):

Agarplatte 1: Agarplatte 2: Agarplatte 3:
Ampicillin _Kanamycin _Kanamycin/Ampicillin

Abb. 16: Kultureller Nachweis der erfolgreichen Geninsertion (Mating)

Agarplatte 1 zeigt, dass die in E. coli transformierten Plasmide pKla-pK4 (Felder 2-6)
aufgrund ihres fehlenden Resistenzgens fiir Ampicillin nicht wachsen koénnen. C. testo-
steroni (Feld 1) und die erfolgreich in C. testosteroni integrierten Plasmide (Felder 7-
11) zeigen aufgrund ihres vorhandenen Ampicillin-Resistenzgens vollstindiges Wach-

stum.

Agarplatte 2 zeigt, dass nur C. festosteroni (Feld 1) nicht in der Lage ist, auf kanamy-
cinhaltigen Néhrboden zu wachsen. Alle anderen Kulturen besitzen das Kanamyzinresi-

stenzgen (Felder 2-11).

Agarplatte 3 zeigt, dass auf Ndahrboden mit beiden Antibiotika nur die Bakterien wach-
sen konnen, die auch beide Resistenzgene enthalten, also nur die in C. testosteroni inte-

grierten Plasmide (Felder 7-11).
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Agarplatte 4: Agarplatte 5:
Ampicillin Ampicillin/Kanamycin

Abb. 17: Kultureller Nachweis der erfolgreichen Geninsertion durch
Elektroporation

Agarplatten 4 und 5 (Abb. 17) zeigen den Sachverhalt wie in Abb. 16 beschrieben nach
der Elektroporationsmethode. Auch mit dieser Methode lésst sich eine erfolgreiche Ge-
ninsertion beweisen: Auf Agarplatte 4 konnen nur Bakterienkolonien entstehen, wenn
sie das Resistenzgen fiir Ampicillin besitzen. Da die urspriinglichen Plasmide pKla,
pK1b und pK6 dieses Gen eigentlich nicht besitzen, miissen sie es durch die erfolgrei-
che Geninsertion in C. testosteroni erhalten haben. Auf Agarplatte 5 sind nur dort Kolo-
nien erkennbar, wo auch beide Resistenzgene vorhanden sind. In diesem Fall wurde der

kulturelle Nachweis nur bei den Plasmiden pK1a, pK1b und pK6 durchgefiihrt.

4.5.2 Nachweis durch Polymerasekettenreaktion (PCR)
In dieser Arbeit wurde die PCR benutzt, um die Integration der Plasmide pKla und

pK1b in die chromosomale DNA von Comamonas testosteroni zu liberpriifen.

Die Primer fiir die Durchfiihrung der PCR wurden so gewihlt, dass sie sowohl DNA-
Abschnitte der chromosomalen DNA von C. testosteroni als auch DNA der integrierten
DNA beinhalten. Die Basenabschnitte waren fiir pKla 179 bp grof3 und fiir pK1b 146
bp. Als Kontrolle wurden Primer verwendet, die mit einem 159 bp groBBen Genabschnitt

von C. testosteroni hybridisieren (Abb. 18).
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Dazu wurden von der Firma MWG folgende Primer synthetisiert:

Oligonukleotide (5'- 3")

pKla P1 GGAAGGGCCACGGTA 179 bp

P2 GGAATTGTGAGCGGA

pK1b P1 GGAAGGGCCACGGTA 146 bp
P3 CCCCGGGTACCGAGCT
C. test. Pl GGAAGGGCCACGGTA 159 bp
P4 GCCGGTGGCGCAGCC (2498-2657)

Als Negativ-Kontrolle wurde eine reine C. festosteroni-Kultur verwendet. Das Plasmid
pUC 18 wurde mit dem Restriktionsenzym Hinfl verdaut, so dass die entstandenen Re-

striktionsschnittstellen als Marker fungieren konnten.

chromosomale DNA

< lacZ pK18 von C. testoseroni
:l ----------------------------
— S —
. 30-HSD
Primer 1 Primer 2
lacZ ¥ chromosomale DNA
pK18 von C. testoseroni
—: --------------------------- :
_> 4—
) ) — 30-HSD
Primer 1 Primer 3
chromosomale DNA
A"lr 1 von C. testoseroni
I |
o —> <+ a, —» 30-HSD
. o
£ Primer 1 Primer41 A
: Z

Abb. 18: PCR-Strategie zum Nachweis der Plasmid-Integration
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Die mittels der PCR-Technik synthetisierten Fragmente wurden anschliefend im 1,5 %-

Agarosegel anhand eines Markers (pUCI18 verdaut mit Hinfl) identifiziert (siche

517 bp
396 bp

214 bp

75 bp

Abb. 19).

Abb. 19: PCR-Kontrolle

Dargestellt ist das Ergebnis der Gelelektrophorese der oben beschriebenen PCR-
Produkte nach Integration in die chromosomale DNA von C. festosteroni. Anhand des
Markers lésst sich die GroB3e der PCR-Produkte ablesen.

Spur 1: Insert von pK1la nach Integration in C. fest., 176 bp (s. Abb. 18)
Spur 2: Insert pK1b nach Integration in C. fest, 146 bp (s. Abb. 18)
Spur 3: Negativkontrolle (HB101),

Spur 4: C. testosteroni, 159 bp (s. Abb. 18)

Spur 5: Marker
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4.5.3 Nachweis durch Southern Blot

Mittels Southern Blot wurde die erfolgreiche Integration der Suicide-Plasmide zusétz-
lich spezifisch verifiziert. Wie im Methodenteil dieser Arbeit beschrieben, wurde nach
Verdau der genomischen DNA mit dem Restriktionsenzym EcoRI die DNA im 0.7 %
Agarosegel nach Fragmentgrofe aufgetrennt und auf eine Nylonmembran iibertragen.
Die Hybridisierung erfolgte mit dem mit Digoxigenin markierten linearisierten pK18-
Vektor, so dass das hybridisierte Fragment mit alkalischer Phosphatase und mit Anti-
Digoxigenin markierten Antikdrpern mittels Farbreaktion nachgewiesen werden konnte.
Der Nachweis der Integration der Plasmide wurde bei beiden Verfahren, Mating und
Elektroporation, durchgefiihrt. Abb. 20 zeigt das Ergebnis des Southern Blots nach dem
Mating-Verfahren:

pk 2

- 3.0kb
2.6 kb

Abb. 20: Southern Blot nach der Mating-Methode

Als schwarze Banden dargestellt sind die Plasmide pK1-pK6, die aus dem 2,661 kb
groflen Plasmid pK18 und einem ca. 100 bp groflen Insert hergestellt wurden. Bei pK2
und pK6 stellten sich zusitzlich weniger groBe Banden dar. Der mitgefiihrte Marker ist
auf dieser Abbildung nicht mehr dargestellt. Diese Abbildung liefert den Beweis, dass
mit dem Mating-Verfahren eine erfolgreiche Integration von Plasmid-DNA in chromo-

somale DNA moglich ist.
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10.0 kb

8.0 kb

-

.

-

-
pKla pKIb  pK2 pK3  pK4  pKS pK6 W  60kb
; ;

Abb. 21: Blot von Elektroporation

Abb. 21 liefert den Beweis fiir die erfolgreiche Integration der Plasmide in die chromo-
somale DNA von C. testosteroni nach der Elektroporationsmethode. Als ca. 2,661 kb
grofle Banden sind auch hier die Plasmide pK1la bis pK6 dargestellt. Bei diesem Suici-

de-Verfahren kam es nicht zur Darstellung von zusétzlichen Banden.

LT
pKla pKlb pK2 pK3 pK4 pK5 pKé ,
.2 e 80k

6.0 kb

5.0kb
4.0 kb

3.5kb
2.6kb

Abb. 22: Stabilititsnachweis
Abb. 22 zeigt, dass auch nach 20-maliger Uberimpfung die Integration der Plasmide
stabil bleibt. Bei pK3 und pK6 stellten sich zusitzlich zwei neu aufgetretene Banden

dar.
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4.6 HPLC-Analyse

4.6.1 Allgemeines

Mit Hilfe der HPLC kann nach einem zeitlich definierten Substratumsatz die Menge an
gebildetem Produkt pro Zeiteinheit, bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge, berech-
net werden. Die Substratumsidtze von Metyrapon wurden aus den Chromatogrammen
der jeweiligen HPLC-Messung ermittelt und die spezifische Aktivitit wie folgt berech-

net werden:

Substratumsatz [A Area] x Messempfindlichkeit x 10
Spezif. Akt. =
Faktor x Inkubationszeit [min] x Proteinkonzentration [mg/ml]

Die spezifische Aktivitit enthalt damit die Einheit nmol x mg™ x min™. Der Faktor stellt
die Steigung der jeweiligen Eichkurve dar. A Area ergibt sich aus der Differenz der in-

tegrierten Peakfldchen von Substrat und Metabolit.

Abb. 23 zeigt das Chromatogramm des Umsatzes von 0,2mM Metyrapon durch die re-
kombinante 30-HSD (1,1pug im Ansatz) nach einer Inkubationszeit von 10 min bei
37°C. Zu sehen ist der Substratpeak (Retentionszeit: 12,148 min) und der Peak des Me-
taboliten Metyrapol (Retentionszeit: 6,832 min). Zusétzlich sind die dazugehdrigen
Area-Werte als integrierte Peakflachen angegeben (Mdbus, 1999).

START
) .
£ 3,915 & 932
p— .
e 12.148
CHROMATOPAC  C-R6A FILE 1
SAMPLE NO @ HETHOD 44
REPORT NO 17554 SAHPLE WT 188
PKNO TINE AREA HK IDNO CONC NANE
1 3.915 1145

2 6.832 49117
3 12.148 218554

TOTAL 260816 8

Abb. 23: Chromatogramm des Umsatzes von 0,2mM Metyrapon durch die rekom-
binante hsdA
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4.6.2 Ergebnisse der HPLC-Messungen dieser Arbeit
Abb. 24 zeigt, stellvertretend fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten HPLC-

Messungen, dass keine Aktivitdt der 3a-HSD ermittelt werden konnte.

START
-
4,287
“E 13,082
] {51587
_—
CHROMATORAL  C-REA FILE 1
SANPLE HO @ HETHOTD
REPORT NO 22350
FEND TINE AREA MK 1DHO CONT NANE
{ 4,287 50773
® 13,083 15284756 §
3 15,957 25450 T

TOTAL 15288%79 L]

Abb. 24: HPLC

Dargestellt ist der Umsatz von 0.2 mM Metyrapon durch das in die chromosomale DNA
integrierte Plasmid pK6 nach einer Inkubationszeit von 60 min bei 37°C. Es ist kein
Peak des Metaboliten Metyrapol bei 6 min zu erkennen. Dieses Ergebnis entspricht dem
der anderen Analysen.

4.7 Untersuchung der Enzymexpression der 30-HSD durch ELISA

Zur Messung der Enzymexpression der 3a-HSD in C. testosteroni wurde von G. Xiong
(2000) ein ELISA entwickelt (im Teil ,,Material und Methoden* erldutert). Dieses Ver-
fahren wurde in dieser Arbeit angewendet, um iiber die Auswirkung der Integration der
so genannten ,,Suicide-Plasmide* auf die Enzymexpression Aufschluss iiber die Genre-
gulation dieses wichtigen Schliisselenzyms zu erhalten. Gemessen wurde dafiir die Pro-

teinmenge der 3a-HSD-Expression.

Neben den in die chromosomale DNA von Comamonas testosteroni integrierten Plas-
miden wurden drei weitere Plasmide mit in die Untersuchung der Enzymexpression
mittels ELISA aufgenommen. Sie existieren als freie Plasmide in E. coli: pK5n,
pKANI10 und pBBAX?7 (zur Herstellung dieser Plasmide siehe Kapitel 4.1, Abb. 25).
Die Ergebnisse sind in Tabelle 2 und 3 dargestellt.
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Abb. 25 Schematische Darstellung der neben pK1-pKb6 fiir den ELISA benutzen
Plasmide

Zum einen wurden Proteinmengen von frei in E. coli bzw. in C. testosteroni sich repli-
zierender Plasmide gemessen (mit * versehen); zum anderen lag der Schwerpunkt der
Untersuchung auf der Messung der Proteinmengen nach Integration in die chromosoma-

le DNA von C. testosteroni.



Ergebnisse

Tab. 2: Menge der hsdA-Genexpression in C. testosteroni

62

[ug/ml] |pKla |pKIlb pK2 pK3 pK4 pKS5 pKo6

» 2,8 3,3 2,76 2,68 2,0 1,46 3,38
20 5@ SD +/- |SD +/- SD +/- SD +/- SD +/- SD +/- SD +/-
§ é 0,58 0,17 0,2 0,21 0,13 0,13 0,17

S 2,35 3,15 2,73 3,37 3,28 3,22 4,17
S—m |SD+- |SD+- |SD+- |SD+- |SD+- |SD+- |SD+-
28 f‘: 0,04 |0.16 0,26 0,13 0,19 0,16 0,43
m S E

& 5 1,39 [2,15 2,01 2,13 2,69 2,0 3,52
&< m |SD+- [SD+- |SD+- |SD+- |SD+- |SD+- |SD+-
2 8% (021 027 0,19 0,24 0,21 0,14 0,37
mEE

s 2,35 3,15 2,73 3,37 3,28 3,22 4,17
S @ SD +/- |SD +/- SD +/- SD +/- SD +/- SD +/- SD +/-
% g o 0,04 0,16 0,26 0,13 0,19 0,16 0,43
ol

& 1,7 2,72 2,22 1,8 2,5 2,5 2,69
g > ﬁ SD +/- |SD +/- SD +/- SD +/- SD +/- SD +/- SD +/-
k) g o (0,14 034 0,16 0,12 0,12 0,22 0,2
mEs

s 1,32 1,79 1,56 0,98 1,65 1,0 1,66
8. @ |SD+- |SD+/- [SD+- |SD+- |SD+- [SD+- |SD+-
5 ii jﬁ 0,19 0,46 0,22 0,09 0,06 0,18 0,18
v g £

Mm-S o

Tab. 3: Menge der hsdA-Genexpression in C. testosteroni und E. coli
* diese Plasmide sind nicht in die chromosomale DNA integriert

[ng/ml] Elektroporation in Glycerin |8 Wochen Lagerung bei - 80°C
pKANI2 in C. test. |2,33 SD +/-0,11

pKANI2*in E. coli 13,9 SD +/-0,99 12,5 SD+/-0,19

pK6 in C. test. 2,85 SD +/-0,2 1,94 SD +/-0,03

pKS5n in C. test. 3,18 SD +/-0,21 4,7 SD +/-0,32

pKlain C. test. 2.35 SD +/-0.04

pK5n* in E. coli 5,07 SD +/-0,62

pKAN10* in E. coli |0,53 SD +/-0,04

pBBAX7*in C. test. | 14,57 SD +/-0.05 34,88 SD +/-0,02

SD=Standardabweichung, AB=Antibiotika
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Die hsdA-Genexpression (Tab. 2) war in pK1b hdher als in pK1la, sowohl nach der Ma-
ting- als auch nach der Elektroporations-Methode. Die Ursache dafiir liegt mdglicher-
weise in der Richtung des /lacZ-Promotors, der in dem Plasmid pK1la in entgegengesetz-

ter Richtung des 3a-HSD-Gens liegt, in pK1b jedoch in gleicher Richtung.

Trotz der vollstindigen Zerstorung des orf2 mit moglicher Repressorfunktion durch
pK3 konnte keine hohere Genexpression gemessen werden, wodurch die Funktion die-

ses Genabschnittes als Repressor zumindest auf DNA-Ebene zu diskutieren ist.

Auch die Integration der Plasmide pK2 und pK4 stromauf- und stromabwdérts des orf4,
sowie pK5 innerhalb orf3 konnten zu keiner eindeutigen Beeinflussung der Genexpres-

sion fuhren.

Die Integration von pK6, dessen /acZ-Promotor genau vor dem Beginn der 4sd4 und
hinter dem Operator lokalisiert wurde, zeigte die hochste Genexpression, sowohl nach

der Mating, als auch nach der Elektroporationsmethode.

Zusitzlich wurde die Stabilitdt der Suicide-Plasmide nach 20 Generationen sowohl in
Kulturen mit Antibiotika als auch ohne iiberpriift. Wie auch schon im Southern Blot
beobachtet, sind integrierten Plasmide stabile und zeigen vergleichbare Mengen an

hsdA-Genexpression.

Tabelle 3 zeigt die Unterschiede in der Menge der hsdA-Genexpression auf, je nach
dem, ob das Plasmid frei in E. coli existiert oder ob das jeweilige Plasmid in die chro-
mosomale DNA von C. festosteroni integriert ist. Das Plasmid pKAN12, dessen lacZ-
Promotor in Richtung der 3a-HSD lokalisiert ist (s. Abb. 24) weist in E. coli eine sechs-
fach hohere Menge an Genexpression auf als dasselbe Plasmid nach Integration in die
DNA von C. testosteroni. Das Plasmid pKAN10, dessen lacZ-Promotor in entgegenge-
setzter Richtung zur 3a-HSD lokalisiert ist, weist in E. coli wie erwartet eine sehr nied-
rige Genexpression auf. Die Plasmide pK6 und pKla wiesen eine dhnlich niedrige Ge-
nexpression auf. Dies legt den Schluss nahe, dass der /acZ-Promotor in C. festosteroni
nicht gut erkannt wird. Eine Ausnahme bildet das Plasmid pBBAX7, das in der Lage ist,
in C. testosteroni frei zu replizieren. Durch die Ausschaltung der Operatorregion als
Bindungsmdéglichkeit fiir orf4/Repressor A (s. Xiong et al., 2001) konnte eine hohe

Menge an Genexpression gemessen werden.
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In pK5n ist der lacZ-Promotor in entgegengesetzter Richtung zur 3a-HSD lokalisiert
und 5 Nukleotide des Operatorbereichs fehlen. Dass Repressor A dadurch nicht mehr
vollstindig an den defekten Operatorbereich binden kann, zeigt sich in den hoheren
Mengen an hsdA-Expression, sowohl bei den in E. coli frei replizierenden Plasmide als

auch bei den in C. testosteroni integrierten Plasmide (s. Tab.3).

4.8 Auswirkung verschiedener Promotoren auf die Genexpression von
hsdA

Bei dieser Untersuchung wurden sowohl Plasmide, die einen /acZ-Promotor aufweisen

(pK1b, pK6, pKKpl), als auch Plasmide mit dem fac-Promotor (pKtacl6, pKtacA8) in

die chromosomale DNA von C. festosteroni mittels der schon beschriebenen Elektropo-

rationsmethode integriert (Abb. 26).

Die Konstruktion der Plasmide pK1b und pK6 wurde bereits erldutert. Die Plasmide
pKKpl und pKtac16 enthalten den 3.023 kb groflen Genabschnitt zwischen den Schnitt-
stellen der Restriktionsenzyme Kpnl und das Gen von Repressor A und das Gen AsdA.
Das Gen des Repressors B fehlte bei beiden Plasmiden. Der tac-Promotor des Plasmids
pKtacAS8 beginnt an der AvrlI-Schnittstelle direkt vor dem Gen der 3a-HSD. Der Opera-

torbereich ist nicht integriert.
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Nach Integration wurde mit Hilfe des ELISA die Menge an 30-HSD [ug/mg Protein]
gemessen. Zusitzlich wurde die Menge der exprimierten ssdA unter Testosteronzugabe
(270ug/ml) gemessen (s. Abb. 27). AuBBerdem sind die Auswirkungen der Promotoren
lac und tac auf die Menge der 3a-HSD zu sehen: Die Plasmide mit dem fac-Promotor
weisen durchschnittlich eine hohere Proteinmenge auf als die Plasmide mit dem /acZ-
Promotor. Die hochste Proteinmenge weist das Plasmid pKtacA8 auf, da der fac-
Promotor in unmittelbarer Néhe der 3a-HSD lokalisiert ist und ein Teil des Operatorbe-
reichs fiir den Repressor A fehlt. Der lacZ-Promotor der Plasmide pK1b und pK6 befin-
det sich ebenso in unmittelbarer Ndhe zu dem Gen AsdA (s. Abb.13). Daher wére auch
eine hohe Genexpression und damit Proteinmenge zu erwarten. Diese Tatsache, dass
nur sehr geringe Mengen zu verzeichnen sind, deutet darauf hin, dass der /acZ-Promotor

keine besonders starke Wirkung in C. testosteroni entfaltet.

Nach Induktion der oben genannten Plasmide mit Testosteron (270ug/ml) steigt die
Proteinmenge an 30-HSD bei allen Plasmiden etwa gleich an. Dieser Sachverhalt spie-
gelt die Ergebnisse von Xiong et al. wieder, dass die Expression der 30-HSD iiber eine

De-Repression reguliert wird.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, Aufschluss {iber die Regulationsmecha-
nismen der 3a-HSD aus dem Bakterium Comamonas testosteroni ATCC 11996 mittels

so genannter Suicide Plasmide zu erhalten.

In Comamonas testosteroni stellt die 3a-HSD ein Schliisselenzym dar, das als kataboles
Enzym in der Lage ist, komplexe Kohlenwasserstoffverbindungen zu mineralisieren.
Dazu zdhlen auch insbesondere Steroide und steroidédhnliche Verbindungen. Bei ihrer
Anwesenheit kommt es zur verstiarkten Genexpression der 3a-HSD, die unter der Kon-
trolle der Substrate selbst steht (Talalay et Wang, 1955; Wacker et al., 1965; Watanabe
et al., 1973).

Fiir die Untersuchungen wurde ein schon fiir frithere Experimente verwendetes 5257 kb
EcoRI-Fragment, das von chromosomaler DNA von Comamonas testosteroni isoliert
wurde (Mobus et Maser, 1998), verwendet. Das Fragment enthélt sowohl die Gense-
quenz fiir die 3a-HSD (AsdA), als auch fiir ein weiteres am Steroidstoffwechsel beteilig-
tes Enzym, die 3-Ketosteroid-Isomerase (3-ksi) und verschiedene offenen Leserahmen

(orfl-4, s. Abb. 12).

In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Untersuchung der Funktion des
orf2/Repressor B; aber auch andere Genabschnitte im Bereich der 3a-HSD wurden mit

in die Experimente einbezogen (s. Abb. 13).

5.1.1 Methodik: Suicide Plasmide

Die Unterbrechung chromosomaler oder Plasmid-DNA kann sehr wichtig sein fiir eine
grole Vielfalt genetischer Experimente. Einige Ansdtze sind bereits beschrieben, so-
wohl in E. coli (Winans et al., 1995; Shevell et al., 1988, Russel et al., 1989), als auch in
einer Vielzahl anderer Bakterien (Ruvkun and Ausubel, 1991; Chater and Bruton, 1993;
Miller and Mekalanos, 1988; Stibitz et al., 1989). Auch mit Genen eukaryontischer
Kerne und Organellen sind diese Experimente beschrieben worden (Shortle et al., 1982;
Schwarztberg et al,. 1989, Goldschmidt, 1991; Newman et al., 1991; Lorenz et al.,
1995; Nargang et al., 1995).
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Das Prinzip der Suicide Plasmide ist in Abb. 28 dargestellt: Es werden spezielle Plas-
mide hergestellt, die DNA-Fragmente aus dem zu untersuchenden Genabschnitt enthal-
ten. Durch einen Proteinkomplex werden sowohl Plasmid-DNA als auch chromosomale
DNA aufgetrennt und anschlieBend beide DNA-Doppelstrange kreuzweise wieder ver-
kniipft (cross linking). Somit ist diese spezifische Stelle der DNA durch die Integration
der Plasmid DNA ,,zerstort*.

ein Proteinkomplex
katalysiert Bruch und
Wiederverkniipfung
des Doppelstranges

Abb.28: Prinzip der Suicide Plasmide (cross linking)

In der vorliegenden Arbeit wurden sechs Suicide Plasmide (pK1, pK2, pK3, pK4, pKS,
pK6) hergestellt und in verschiedene Genabschnitte des schon genannten 5.275 kb-
EcoRI-Fragments aus C. festosteroni cloniert. Das Insert PCR1 fiir das Plasmid pK1
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wurde in zwei entgegengesetzten Promotorrichtungen cloniert, so dass man pKla (der
lacZ-Promotor befindet sich in entgegengesetzter Richtung zur 3a-HSD) und pK1b (der
lacZ-Promotor ist in Richtung 3a-HSD lokalisiert) unterscheiden muss. Die Integration
der Plasmide erfolgte an Genabschnitten, von denen vermutet wurde, dass sie fiir die

Genregulation der 30-HSD eine Bedeutung haben konnten:

Plasmide pKla und pK1b wurden bei 2519 bp (Avrll-Schnittstelle 2520 bp) vor den
Operator- und Promotorbereich der 3a-HSD integriert. Das Ziel dabei war, Operator-
und Promotorbereich voneinander zu entfernen und den /acZ-Promotor in die Nihe der
30-HSD zu lokalisieren (pK1b). Es wurde somit ein Anstieg der Genexpression von

hsdA erwartet.

Plasmid pK2 wurde bei 3980 bp stromaufwirts von orf2 (4048-4320 bp) integriert. Falls
orf 2 eine Repressorfunktion auf DNA-Ebene hat, wire durch die VergroBBerung des

Abstandes zwischen beiden Genabschnitte ein Anstieg der Genexpression zu erwarten.

Plasmid pK3 wurde bei 4170 bp in die chromosomale DNA integriert. Damit wére die

Repressorfunktion von orf2 komplett aufgehoben.

Plasmid pK4 wurde am Ende von orf2 integriert bei 4320 bp. Durch die Positionierung
von lacZ in Richtung des orf2-Gens konnte man eine erhdhte Repressoraktivitit erwar-

ten.

Plasmid pK5 wurde bei 4800 bp integriert. Dieses Suicide Plasmid fiihrt zur Inaktivie-

rung von orf3, dessen Funktion noch ungeklért ist.

Plasmid pK6 wurde bei 2578 bp integriert, direkt hinter den Operator (OP2) und vor
hsdA. Damit ist der lacZ-Promotor direkt vor AsdA (2516bp) lokalisiert und orf4 zer-

stort: Eine deutlich hdhere Genexpression der 3a-HSD ist zu erwarten.

5.1.2 Diskussion zu den Ergebnissen der Integration der Suicide-Plasmide

Um die Integration der Suicide Plasmide zu erreichen, wurden zwei Methoden verwen-
det und auf ihren Erfolg tiberpriift: Die Mating-Methode und die Methode durch Elek-
troporation. Beide Methoden erwiesen sich als gleichwertig, die Ergebnisse unterschie-

den sich bei den angewendeten Methoden nicht.
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Der kulturelle Nachweis ist in der Abb. 16 (Mating-Methode) und in Abb. 17 (Elektro-
porationsmethode) dargestellt: Dadurch, dass die integrierten Plasmide ein Kanamycin-
restistenzgen (s. Abb. 10) tragen, Comamonas testosteroni jedoch nur gegen Ampicillin
resistent ist, konnen nur die C. testosteroni-Kulturen auf einer Agarplatte mit beiden

Antibiotika wachsen, die Plasmid-DNA enthalten.

Der Nachweis mittels PCR ist in Abb. 19 dargestellt. Die Strategie der Primerauswahl
(s. Abb. 18) ist so gewihlt, dass die Primer zum Teil Plasmid-DNA, zum Teil chromo-
somale DNA enthalten. Stellvertretend fiir alle verwendeten Plasmide sind in Abb. 19
pKla und pK1b dargestellt. Anhand des mitgefiihrten Markers, einer Negativkontrolle

und C. testosteroni ohne Plasmid lassen sich die GroB3en der Banden ablesen.

Der Nachweis mittels Southern Blot erfolgte sowohl von Proben aus der Mating- als
auch aus der Elektroporations-Methode. In den Abb. 20 und 21 sind Banden mit einer
GroBle von ca. je 2.6 kb zu erkennen, die den integrierten Plasmiden entsprechen. Zu-
sitzliche Banden sind bei den Plasmiden pK2 und pK6 aufgetreten, die sich nicht sicher
erkldren lassen. Moglicherweise sind diese Banden durch unvollstindigen Verdau ent-

standen.

Zusitzlich wurde die Stabilitit der integrierten Plasmide mittels Southern Blot unter-
sucht. In Abb. 22 ist das Ergebnis nach 20 Generationen dargestellt. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Integration der Plasmide sowohl mit als auch ohne Antibiotikazusatz
stabil blieb. Es zeigten sich auch hier zusétzliche Banden: In der Mutante pK3 bei 7 kb
und in pK6 bei 4,25 kb. Man konnte vermuten, dass sich bestimmte Genabschnitte zu

grofBeren Abschnitten neu angeordnet haben.

5.1.3 Diskussion zur den Ergebnissen der HPLC und ELISA

Die Methode der HPLC wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. E. Maser beschrieben
und zur spezifischen Aktivitdtsmessung der 3a-HSD eingesetzt (Oppermann et Maser,
1996; Mobus et Maser, 1998; Xiong et Maser, 2001). Die Grundaktivitét liegt bei 6.101
nmol/mg/min. Diese Grundaktivitit erklart sich aus der Tatsache, dass in dem Plasmid
p6, das eine Lange von 5275 bp aufweist und in pUC18 kloniert wurde (s. Abb. 12), alle

regulatorischen Elemente fiir #sdA enthalten sind.
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In Abb. 24 ist der Umsatz von 0,2 mM Metyrapon durch das in die chromosomale DNA
integrierte Plasmid pK6 nach einer Inkubationszeit von 60 min bei 37°C dargestellt. Es
ist kein Peak des Metaboliten Metyrapol bei 6 min zu erkennen. Dieses Ergebnis ent-
spricht dem der anderen Analysen. Wir gehen davon aus, dass die Empfindlichkeit der
HPLC-Methode nicht ausreichend war, den Metaboliten Metyrapol zu bestimmen
(Empfindlichkeits-Minimum: 0,2 nmol/mg/min), da die Aktivitit der 3a-HSD nicht im
Plasmid, sondern in der Gesamt-DNA von C. testosteroni gemessen wurde. Zusétzlich
konnte der lacZ-Promotor eine Rolle spielen, der moglicherweise nicht gut in C. testo-
steroni erkannt wird (s. 1.1.4 Vergleich der Ergebnisse der ELISA-Messungen bei

Plasmiden mit den Promotoren fac und lac).

Alternativ kann der Nachweis der quantitativen Proteinexpression (pug/mg Protein) der
3a-HSD mit Hilfe des ELISA gefiihrt werden (Xiong et Maser, 2001; Xiong et al.,
2001). Die Ergebnisse sind in Tab. 2 und Tab. 3 dargestellt.

Bei dem Vergleich der Mutanten pKla (lacZ-Promotor in entgegengesetzter Richtung
zu hsdA) und pK1b (lacZ in gleicher Richtung wie AsdA) kam es bei pK1b in allen Un-
tersuchungen zu hoheren Genexpressionen als bei pKla. Diese Tatsache ist durch die

Lage des lacZ-Promotors zu erkléren.

Die Mutante pK6 wurde so integriert, dass der /acZ-Promotor direkt vor der 3a-HSD
positioniert wurde, aber noch vor dem Operatorbereich (OP2). Es konnte im Vergleich

zu pK1b eine hohere Genexpression gemessen werden.

Die Plasmide pKla, pK1b und pK6 wurden in den Bereich orf4/Repressor A (2065-
3328 bp) integriert, so dass man von einer Zerstérung dieses Genabschnittes ausgehen
miisste. Die Ergebnisse anderer Arbeiten zeigten jedoch, dass das aktive Zentrum von
Repressor A im Bereich von 2705-3327 bp liegt (Xiong et al., 2003). Die oben genann-

ten Plasmide wurden stromaufwirts davon integriert.

Durch die Mutante pK3 sollte die Funktion von orf2/Repressor B vollstindig zerstort
werden; es konnte jedoch keine signifikant erhohte 3a-HSD Expression gemessen wer-
den. Das integrierte Plasmid zeigte zudem eine gewisse Instabilitdt, wie aus dem Ergeb-

nis des Southern Blots zu erkennen ist (s. Abb. 20).
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Die Mutanten pK2 und pK4 zeigten iiberhaupt keinen signifikanten Einfluss auf die

Genexpression.

Die Mutante pKS5, die orf3 zerstorte, zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Ge-
nexpression der 3a-HSD. Uber die Rolle von orf3 in Bezug auf die Regulation von

hsdA ist zurzeit noch wenig bekannt.

Tab. 3 zeigt die Unterschiede in der Menge der hsdA-Genexpression auf, je nach dem,
ob das Plasmid frei in E. coli existiert oder ob das jeweilige Plasmid in die chromoso-
male DNA von C. testosteroni integriert ist. Das Plasmid pKANI12, dessen lacZ-
Promotor in Richtung der 3a-HSD lokalisiert ist (s. Abb. 24), weist in E. coli eine
sechsfach hohere Menge an Genexpression auf als dasselbe Plasmid nach Integration in
die DNA von C. testosteroni. Das Plasmid pKANI10, dessen /acZ-Promotor in entge-
gengesetzter Richtung zur 3a-HSD lokalisiert ist, weist in E. coli wie erwartet eine sehr
niedrige Genexpression auf. Alle anderen untersuchten Plasmide (pK6, pK5n und
pKla) wiesen eine dhnlich niedrige Genexpression auf. Dies legt den Schluss nahe, dass

der lacZ-Promotor in C. testosteroni nicht gut erkannt wird

Eine Ausnahme bildet das Plasmid pBBAX7, das in der Lage ist, in C. testosteroni frei
zu replizieren. Durch die Ausschaltung der Operatorregion als Bindungsmoglichkeit fiir
orf4/Repressor A (s. Xiong et al., 2001) konnte eine hohe Menge an Genexpression ge-

messen werden.

5.1.4 Diskussion zu den Promotoren tac und lac

Der tac-Promotor wurde nach Verdau von pHA10 mit BamHI isoliert. pHA10 ist ein
12,1 kb groBer Expressionsvektor mit dem Gen fiir eine Ampicillinresistenz (Arai et al.,
1991), dessen tac-Promotor sowohl in E. coli als auch in Comamonas testosteroni ein
starke Wirkung entfalten kann. In Abb. 26 ist die Konstruktion der Plasmide pKKpl,
pKtacAS8, pKtacl6 dargestellt: pKKpl besitzt den /acZ-Promotor und enthdlt den Ge-
nabschnitt von Repressor B und der 3a-HSD. pKtacl6 enthilt die gleichen Gensequen-
zen wie pKKpl, besitzt aber den fac-Promotor. pKtacAS8 besitzt den tac-Promotor und

nur den Genabschnitt der 3a-HSD; der Operatorbereich fehlt komplett.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass der tac-Promotor von C. festostero-

ni erkannt wird und dort eine stidrkere Wirkung entfaltet als der /acZ-Promotor. Dieser
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Sachverhalt wird in Abb. 27 deutlich, in der die Ergebnisse der Messungen zur Genex-
pression der 30-HSD mittels ELISA dargestellt sind. Die Plasmide mit dem fac-
Promotor weisen durchschnittlich eine hohere Proteinmenge auf als die Plasmide mit
dem lacZ-Promotor. Die hochste Proteinmenge weist das Plasmid pKtacA8 auf, da der
tac-Promotor in unmittelbarer Ndhe zur 3a-HSD lokalisiert ist und ein Teil des Opera-
torbereichs fiir den Repressor A fehlt. Der lacZ-Promotor der Plasmide pK1b und pK6
befindet sich ebenso in unmittelbarer Ndhe zu dem Gen AsdA (s. Abb.13). Daher wire
auch eine hohe Genexpression und damit Proteinmenge zu erwarten. Diese Tatsache,
dass nur sehr geringe Mengen zu verzeichnen sind, deutet darauf hin, dass der lacZ-

Promotor keine besonders starke Wirkung in C. festosteroni entfaltet.

Nach Induktion der oben genannten Plasmide mit Testosteron (270 pg/ml) steigt die
Proteinmenge an 30-HSD bei allen Plasmiden etwa gleich an. Dieser Sachverhalt spie-
gelt die Ergebnisse von Xiong und Maser (2003) wieder: Die Expression der 3a-HSD

scheint iiber eine De-Repression reguliert zu werden.

5.1.5 Diskussion zu den moglichen Repressoren der 3a-HSD

Wie im Ergebnisteil schon erldutert, wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. E. Ma-
ser zur Eingrenzung einer moglichen Operatorregion durch Computeranalysen zwei je
10 Nukleotide umfassende, pallindromische Sequenzen gefunden. Sie liegen im Ab-
stand von 1,633 kb zueinander (OP1: 0,935 kb-0,944 kb, OP2: 2,568-2,577 kb,
s. Abb. 12). OP2 findet sich 9 bp stromaufwirts des Promotors von AsdA. Der Tran-
skriptionsstart von AsdA konnte 28 bp stromaufwirts vom Translationsstart identifiziert
werden (Xiong et al., 2001). Die Promotorregion befindet sich innerhalb der 93 bp-
Region stromaufwirts von AsdA (Xiong et al., 2001). Weiterhin konnte in der Arbeit
von C. Schéfers (2005) gezeigt werden, dass an OP1 und OP2 eine spezifische Protein-
bindung im Electrophoretic mobility assay (EMSA) erfolgt. Dort konnte somit eine
Operatorfunktion vorliegen. Sie konnte auch zeigen, dass der aktiv bindende Operator-
bereich sich nicht nur auf die pallindromische Sequenz OP2 erstreckt, sondern diese
enthdlt und sich dariiber hinaus auf die benachbarten Bezirke ausdehnt. Die Arbeits-
gruppe hat zusétzlich festgestellt, dass in erster Linie ein Protein, das im Bereich von

orf4 (2,065-3,328 kb) liegt, als Repressorprotein (Repressor A) fungieren konnte. We-
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der Proteine, die von orf2 noch orf3 codiert werden, zeigten eine Bindungsaktivitit an

die verwendete DNA von C. testosteroni.

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung von orf2/Repressor B.
Nachdem keine signifikanten Ergebnisse mittels der Suicide-Plasmid-Methode erzielt
werden konnten, die den oben genannten Ergebnissen der Arbeitsgruppe entsprachen,
konnte in weiteren Experimenten ein Repressorprotein, ausgehend von orf2, gefunden
werden, das ca. 78 Aminosduren enthilt, eine geschétzte molekulare Masse von 8,8 kDa
aufweist und seine repressorische Aktivitdit auf mRNA-Ebene entfaltet (Xiong, et al.,

2003).

5.2 Genregulation in Bakterien

Da bei Bakterien unvorhersehbare Schwankungen in der Néhrstoffversorgung vorkom-
men, ist es essentiell, schnell auf diese Verdnderungen reagieren zu kénnen. Neben der
Schnelligkeit ist auch die Wirtschaftlichkeit von entscheidender Bedeutung, da es
nachteilig wire, energicaufwendige Stoffwechselwege in Gang zu setzen, um auf die
verdnderten Umweltbedingungen reagieren zu konnen. Diese Art der Regulation wird
durch die so genannte Induktion vollbracht, bei der bestimmte Enzyme nur dann synthe-
tisiert werden, wenn das entsprechende Substrat vorhanden ist. Das Substrat funktio-
niert dabei als Induktor. In Abwesenheit des Induktors wird das Operon auf einem sehr
niedrigen Grundniveau transkribiert. Sobald ein Induktor vorhanden ist, wird die Tran-
skription gestartet. Die Menge an mRNA steigt dann auf ein bestimmtes Niveau, das
einem Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau der mRNA entspricht. Da die ge-
bildete mRNA meist sehr instabil ist und eine niedrige Halbwertszeit besitzt, ldsst sich
die Induktion ziigig wieder riickgidngig machen, bis das Grundniveau an zu bildender
mRNA erreicht ist. Dieser Zusammenhang erklirt, warum Bakterien auf Anderung des

Néhrstoffangebots so schnell reagieren kdnnen.

Das lac-Operon in Escherichia coli ist ein Paradebeispiel fiir diese Art von Kontrollme-
chanismus. Dieses grundlegende Konzept fiir die Kontrolle der Transkription in Proka-
ryonten wurde von Jacob und Monet (1961) postuliert. Das lac-Operon besteht aus ei-
nem Cluster von drei Genen (lacZYA), die der Verstoffwechslung von Laktose in

Escherichia coli dienen. Die Transkription dieser drei Gene wird durch ein Repressor-
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gen bestimmt, das vom Gen lacl exprimiert wird. Dieses Gen hat eine unabhédngige
Transkription mit eigenen regulatorischen Sequenzen. Es handelt sich um einen klassi-
schen trans-agierenden Regulator. Das Repressorprotein (LacR) kann sich zu einem
Tetramer zusammenlagern und besteht dann aus vier identischen Untereinheiten a 38
kDa. Modellhaft erklért, bindet es an eine cis-agierende Sequenz, den Operator (Op:),
der zwischen dem Promotor (Py,.) und den Strukturgenen (lacZYA) liegt. In diesem Fall
iiberlappt die Operatorregion mit der des Promotors. Er erstreckt sich von -5 stromauf-

wirts bis +21 bis in die Transkriptionseinheit hinein (Miller et Reznikoft, 1978)

Eine haufige Kontrollmoglichkeit bei Bakterien ist die negative Regulation, bei der ein
Repressorprotein die Expression eines Gens verhindert. Die Transkription eines Ge-
nabschnittes wird durch Bindung der RNA-Polymerase an den Promotor initiiert, und
zwar solange, bis das Repressorprotein an den Operator, der sich in der Ndhe des Pro-
motors befindet, bindet. Damit wird die RNA-Polymerase an der Initiation der
Transkription gehindert. Die Genexpression ist abgeschaltet. Aulerdem sind bakterielle

Gene haufig in Clustern organisiert.

Bei der positiven Kontrolle bendtigt die RNA-Polymerase einen Transkriptionsfaktor,
um an den Promotor binden und die Transkription initiieren zu kénnen. Das Gen ist also
zundchst inaktiv. Erst die Bindung einiger oder aller trans-wirkendes Faktoren (Gen-
produkte, die vom Ort ihrer Synthese wegdiffundieren und an einer anderen Stelle wir-
ken), deren Zielstellen sich in der Ndhe des Promotors befinden, ermdglicht es der

RNA-Polymerase, die Transkription zu starten.

Zusammenfassend besteht das gemeinsame Prinzip darin, dass die Regulatorgene trans-
wirkende Faktoren sind, die cis-wirkende Elemente stromaufwirts des Gens erkennen.
Abhingig von der Art des jeweiligen Regulatorproteins, werden die Gene aktiviert oder
reprimiert. Interessanterweise sind die entscheidenden Erkennungsequenzen fiir die Pro-
teine viel kiirzer als die gesamte Strecke, die sie an die DNA bindet. Die entscheidende
Erkennungssequenz der Polymerase bei der Initiation liegt um die Positionen -35 und -

10, obwohl sie insgesamt mehr als 70 bp bedeckt.

Schon Mdbus et al. haben 1997 gezeigt, wie Comamonas testosteroni auf verschiedene

Néhrstoffangebote reagiert. Als Bodenbakterium ist es stindig wechselnden Bedingun-
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gen durch Temperaturwechsel, Trockenheit oder Uberangebot an Wasser und wech-
selndes Nahrungsangebot ausgesetzt. Es kann sich sogar in einem vollig anderen Milieu
wie dem menschlichen Gastrointestinaltrakt vermehren. Um ein Uberleben in diesen
verschiedenen Lebensrdumen zu ermdglichen, haben sich verschiedene Enzymsysteme
entwickelt. Die fakultative Expression der steroid-metabolisierender Enzyme steht unter
der Kontrolle der Steroide selbst, um moglichst 6konomisch zu existieren. Wahrend
man die Expressionssteigerung der steroidabbauenden Proteine erwarten konnte, zeigte
sich auch die Induktion von Enzymen, die bei der Degradation polyzyklischer aromati-
scher Verbindungen eine Rolle spielen. Einige der testosteroninduzierten Proteine wur-
den bereits identifiziert; z.B. konnte die 3a-Hydroxysteroid-Dehydrogenase kloniert,
sequenziert, liberexprimiert und kristallisiert werden (Mobus und Maser 1998). Als Pro-
teobakterium nutzt C. festosteroni ubiquitdar vorhandene Aminosduren als Energie- und

Kohlenstoffquelle (Madigan et al. 1997).

Umgekehrt kann auch die endoge Synthese von Substraten an exogene Bedingungen
angepasst werden. Falls ein Substrat, das normalerweise mit Hilfe eines Enzyms endo-
gen hergestellt wird, plotzlich im Nahrstoffmedium vorhanden ist, wird die Produktion

des Enzyms sofort abgebrochen. Man nennt diesen Effekt Repression.

5.2.1 Repressoren in Bakterien

Der Repressor ist ein entscheidender Faktor im Regulationssystem. In Abwesenheit
eines Induktors werden die Gene nicht transkribiert, da der Repressor in aktiver Form
vorliegt und an den Operator bindet. Bei Anwesenheit eines Induktors wird der Repres-
sor in eine inaktive Form umgewandelt. Dadurch wird der Operator freigegeben, und
die Transkription kann am Promotor beginnen. Der Repressor besitzt also zwei Funk-
tionen: Er kann einerseits die Transkription verhindern und andererseits den Induktor
erkennen. Er muss also auch zwei Bindungsstellen haben. Bindet der Induktor an der
entsprechenden Stelle, kommt es zu einer Konformationsédnderung des Repressors, der
nun nicht mehr an den Operator binden kann. Diese Art der Kontrolle nennt man allo-
sterische Kontrolle. Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse hat man sowohl die dreidi-
mensionale Struktur mehrere bakterieller Repressoren, als auch deren spezifische Bin-
dung an die Operator-DNA aufgeklirt. Die meisten dieser Proteine sind Homodimere,

deren Monomere mit den Basen in einer Hilfte der Operator-DNA &dhnliche Kontakte
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bilden. Da die meisten dimeren Repressoren symmetrisch sind, stellen die meisten Ope-
ratoren kurze, umgekehrte Sequenzwiederholungen (inversed repeats) dar (Galan,
2003). Ein Operator besteht also aus zwei Hélften, von denen jede Hélfte ein Monomer
des dimeren Repressorproteins bindet. Bei vielen dimeren Repressoren ragt eine a-Helix
— auch Erkennungshelix genannt — in die groe Furche der DNA-Helix. Die meisten
Aminosdurenseitenketten, die mit der DNA in Kontakt treten, stammen von dieser Helix
ab. Dass sich meistens Repressordimere ausbilden, liegt darin begriindet, dass eine Re-
pressormonomer zu wenige Wechselwirkungen ausbilden kann, um eine gewisse Stabi-
litdt mit der DNA zu bilden. Repressordimere konnen doppelt so viele Wechselwirkun-
gen eingehen wie Monomere, so dass eine hohe Affinitdt zwischen Repressor und Ope-
rator besteht. Die Erkennungshelix ragt aus der Oberfliche des bakteriellen Repressors
heraus und erkennt durch das Eindringen in die groBe Furche der DNA die DNA-
Sequenz. Normalerweise wird sie zusitzlich mit einer zweiten a-Helix stabilisiert. Die-
ses Strukturelement, das sich bei zahlreichen bakteriellen Repressoren findet, bezeich-

net man als ,,helix-turn-helix-motif* (Kimsey, 2003).

Es gibt allerdings auch Repressortetramere, die aus vier Monomeren bestehen. Der Arc-
Repressor des Bakteriophagen P22 ist z.B. ein Tetramer, das mit den Basen des Opera-
torhalbelementes und der grolen DNA-Furche iiber die Seitenketten zweier antiparalle-
ler B-Strange in Wechselwirkung tritt (Raumann et al., 1994). Die Repressoren LacR,

FruR und RafR in £. coli konnnen ebenso Tetramere ausbilden.
5.3 Bedeutung von Comamonas testosteroni in Medizin und Umwelt

5.3.1 Medizin
Die Bedeutung von Comamonas testosteroni fiir die Humanmedizin ergibt sich aus den

Substraten, die durch das Bakterium verstoffwechselt und abgebaut werden.

Dazu gehoren die Steroide, die im menschlichen Organismus in Form von Gallenséu-
ren, Cholesterin und Hormonen vorkommen. Erhohte Serum-Cholesterinwerte sind eine
der Ursachen fiir die so genannten ,,Volkskrankheiten®. Dazu gehoren sdmtliche Gefal3-
erkrankungen wie die koronare Herzkrankheit, die periphere arterielle Verschlusskrank-
heit oder die chronisch vendse Insuffizienz. Eine Senkung des LDL-Cholesterinspiegels

um 10 % fiihrt laut Studien zu einer Senkung der Letalitdt von Herzerkrankungen um
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20 % (Yusuf et al., 1988). Das menschliche Cholesterin stammt aus zwei Quellen. Zum
einen wird es durch die Nahrung aufgenommen, zum anderen stammt es aus der endo-
genen Cholesterinsynthese des Korpers (ca. 1,0g pro Tag). Von der mit der Nahrung
zugefiihrten Cholesterinmenge werden nur ca. 40 % resorbiert. 60 % der aufgenomme-

nen Cholesterinmenge werden iiber den Darm ausgeschieden.

Trotz Kontrolle der Cholesterinsynthese durch negative Riickkopplung kann es bei
iiberméBiger Zufuhr von Fett mit langkettigen Fettsduren oder bei erhohter Energiezu-
fuhr zu einer Hypercholesterinimie kommen. Durch gesittigte Fettsduren wird die Ak-
tivitit der LDL-Rezeptoren gesenkt und damit der LDL-Abbau in der Leberzelle ge-
hemmt. Als Folge davon steigt das LDL-Cholesterin im Plasma. Die Ausscheidung von
Cholesterin erfolgt mit der Galle iiber den Darm als Cholesterin (ca. 600 mg/Tag) oder
als Gallensduren (ca. 400 mg/Tag).

Da erhohte Konzentrationen von Cholesterin, insbesondere von LDL-Cholesterin in der
Pathogenese der Atherosklerose eine grofle Rolle spielen, zielt die Therapie der Hyper-
lipiddmie auf eine Normalisierung der Konzentration von Cholesterin und/oder Trigly-
ceriden im Serum. Reicht eine Didt alleine zur Normalisierung nicht aus, ist eine medi-
kamentdse Therapie notwendig. Fiir die Pharmakotherapie gibt es mehrere Prinzipien,

deren Wirkungsmechanismen nur zum Teil verstanden werden (Zo6llner 1992):

A. Unterbrechung des enterohepatischen Kreislaufs der Gallensduren mit nachfol-
gender Verminderung des Cholesteringehaltes der Leberzellen, Stimulation des
LDL-Rezeptors und Steigerung des LDL-Abbaus, z.B. durch Anionenaustau-

scherharze,
B. Hemmung der Resorption von Cholesterin, z.B. durch Sitosterin

C. Hemmung der HMG-CoA-Reduktase mit Verminderung des Cholesteringehaltes
der Leberzellen, Stimulation des LDL-Rezeptors und Steigerung des LDL-
Abbaus, z.B. durch HMG-CoA-Redukatase-Inhibitoren,

D. Hemmung der Synthese cholesterintransportierender Lipoproteine, z.B. durch Ni-

kotinsdure oder Fibrate

Diese Medikamente sind zum Teil mit starken Nebenwirkungen verbunden oder sind

bei vorliegenden Kontraindikationen nicht einsetzbar.
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Hier konnte moglicherweise ein zusétzlicher Therapieansatz durch die Nutzung des En-
zymapparates des Bakterium Comamonas testosteroni bestehen. Zum einen ist die Ein-
schleusung des Bakteriums in den Gastrointestinaltrakt vorstellbar, um den enterohepa-
tischen Kreislauf zu unterbrechen. Zum anderen ist eine gentechnische Herstellung der
zum Cholesterolabbau notwendigen Enzyme denkbar, die selbst schon im Blut befindli-
ches Cholesterin abbauen kdnnten. Es konnte bereits fiir bestimmte Mikroorganismen
ein Einfluss auf die Stoffwechselvorginge, im Besonderen der gastrointestinale Abbau
von steroidalen Verbindungen in Eukaryonten, nachgewiesen werden. So zeigte sich am
Beispiel von Schweinen eine signifikante Senkung des Gesamtcholesterinspiegels und
eine Senkung des LDL-Cholesterins durch die Gallensalzhydrolyse (BSH) von Lacot-
bacillus reuteri (De Smet et al., 1988). Gleiches konnte fiir Lactobacillus casei nachge-

wiesen werden (Bomba et al., 1998).

Zusitzlich sind die polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) zu nennen,
die dann fiir den Menschen relevant werden konnen, wenn sie in den Korper gelangen.
Die akute mittlere todliche Dosis hat sich im Tierversuch als relativ hoch erwiesen
(Parkinson et al. 1983). Beim Verzehr hochgradig kontaminierter Lebensmittel oder
auch im Umgang mit polychlorierten Biphenylen am Arbeitsplatz kann es aber immer
wieder zu chronischen Vergiftungserscheinungen kommen. Man kann annehmen, dass
die intestinale Resorptionsrate beim Menschen dhnlich hoch ist wie im Tierversuch
(tiber 90 %) und die PCBs rasch aus dem Blut in alle K&rpergewebe transportiert wer-
den. Daher ist eine bakterielle Behandlungsstrategie nur bei akuten oralen Intoxikatio-
nen denkbar. Comamonas testosteroni ist z.B. in der Lage, die PAHs Naphthalen, Phe-
nanthren und Anthrazen (Goyal und Zylstra, 1996) oder 4-Chloropheonol und Phenol
(Bae et al., 1997) abzubauen.

5.3.2 Umwelt

Nach der so genannten ,,Ostrogen-Hypothese vermutet man, dass die gemeinsame Ut-
sache der bei Tieren und Mensch beschriebenen Fortpflanzungs- und Entwicklungssto-
rungen eine erhohte Belastung durch natiirliche und synthetische Umweltdstrogene
wihrend der Embryonalzeit ist. Das synthetische 17a-Ethinyldstradiol, einem Aus-
scheidungsprodukt hormonaler Kontrazeptiva, ist in Kldranlagen schwer eliminierbar

und kann somit in alle Gewisser gelangen. Die Effekte auf die kritische Entwicklungs-
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phase der Geschlechterdifferenzierung beim Menschen sind zwar noch nicht abschlie-
Bend einschitzbar, wurde aber bereits fiir einige im Wasser lebende Organismen nach-
gewiesen (Colborn et al. 1993). Daher konnte C. testosteroni als ubiquitidr vorkommen-
des Bakterium, das in der Lage ist, neben Steroiden auch nicht steroidale Kohlenwas-
serstoffe (wie zum Beispiel polychlorierte Biphenyle) zu verstoffwechseln, eine neue
Moglichkeit fiir den Einsatz in Kliranlagen bieten. Mikrobiologische Verfahren zur

Abwasserreinigung werden in Kldranlagen in der Regel schon angewendet.

Comamonas testosteroni konnte demnach, nach entsprechender genetischer Optimie-
rung (z.B. durch Ausschaltung der Repressoren), eine Innovation auf dem Gebiet der

Reinigung von Umwelt, Bdden und Gewissern darstellen.
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