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2. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABC
AK
Amp
AS
ATP
bp
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Cam
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CFTR
DIG
DMSO
DNA
dNTP
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engl.: Catabolite Activator Protein
engl.: Cystic Fibrosis Conductance Regulator
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Trichloressigsdure

Tris-EDTA
Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin

Tris-NaCl-Tween 20
Thiostrepton

engl. : units
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3. ZUSAMMENFASSUNG

Das Pseudotetrasaccharid Acarbose hat als Inhibitor gegeniiber Hydrolasen a-1,4-glykosidischer
Bindungen medizinische Bedeutung bei der Therapie des Diabetes mellitus Typ II erlangt. Das
Acarbose-Biosynthese-Gencluster (acb) des grampositiven Produzenten Actinoplanes sp. wurde
identifiziert und Genprodukte z. T. charakterisiert. Das abgeleitete Modell zum Acarbose-
Metabolismus beschreibt einen extra- und intrazelluliren Acarbosekreislauf, bei dem das
Pseudotetrasaccharid analog den Eisen-Siderophoren als Carbophor fungiert. Dabei wird das
Molekiil im Zytoplasma synthetisiert, in das umgebende Medium abgegeben und durch das
Zusammenwirken zweier extrazellulirer Enzyme nach Stirkehydrolyse mit einer unter-
schiedlichen Anzahl an Glukosemonomeren beladen. Nach dem vermuteten Re-Import iiber ein
Bindeprotein-abhidngiges ABC-Transportsystem stiinde dem Organismus dann ein Gewinn an
Glukosemolekiilen zur Verfiigung. Neben diesem Vorteil gegeniiber Nahrungskonkurrenten im
Habitat fungiert Acarbose ebenso als Hemmer der artfremden extrazellulidren o-Amylasen. Uber
die Acarbose-vermittelte Ausbeute an Kohlenstoff- und Energiequelle hinaus sollte Actinoplanes
sp. im Stédrke-reichen Habitat auch iiber eine Kapazitit zur Aufnahme von Maltose und
Maltodextrinen verfiigen.

Im ersten Schwerpunkt dieser Arbeit wurde die dkologische Funktion des Pseudotetrasaccharids
verifiziert und ausgeweitet. Untersuchungen zum Einfluss auf den Maltodextrin-Stoffwechsel von
E. coli haben gezeigt, dass Acarbose gleichsam Maltose effektiv durch das Maltose-Importsystem
MalEFGK, als Substrat erkannt und in die Zellen importiert wird. Demgegeniiber sind die
maltolytischen Enzyme im Zytoplasma nicht in der Lage, diese Substanz als C-Quelle zu nutzen.
Die intrazelluldre Akkumulation von Acarbose fiihrt zum Absterben der Zellen.

Da eine alleinige Hemmwirkung des Pseudozuckers auf Exoenzyme der Nahrungskonkurrenten
bisher keine befriedigende Erkldrung fiir einen effizienten Wettbewerb um Kohlenstoffquellen
lieferte, kann nunmehr von einem ausgedehnteren und Okonomisch sinnvolleren
Konkurrenzverhalten von Actinoplanes sp. gesprochen werden. Von den im Verlauf der Aktivitat
der extrazelluldren ai-Amylase des Acarboseproduzenten selbst bereitgestellten Maltosacchariden
aus Stirke profitieren artfremde Mikroorganismen nicht, da neben den Exoenzymen auch die
Maltodextrin-Aufnahmesysteme in ihrer Funktion gehemmt sind.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine fiir Actinoplanes sp. geforderte Kapazitit zur Aufnahme
von Maltose und Maltodextrinen in vivo gefunden und in Transportexperimenten mit radioaktiv
markierten Zuckern charakterisiert. Festgestellt werden konnte, dass die Transportaktivitét
wahrscheinlich  liber zwei  Bindeprotein-abhdngige = ABC-Importer mit multiplem
Substratspektrum realisiert wird. Wahrend die Substratspezifititen iiberlappend sind, ist nur eines
der beiden Systeme durch Acarbose inhibierbar. Aus dem Kulturiiberstand konnte nach Anzucht
der Zellen mit verschiedenen Kohlenstoffquellen ein potentielles, Acarbose-insensitives
Maltodextrin-Bindeprotein isoliert werden.

Das innerhalb des Acarbose-Biosynthese-Genclusters kodierte Bindeprotein-abhingige ABC-
Importsystem AcbHFG wurde zur Ermittlung der Funktion im Acarbose-Metabolismus heterolog
in E. coliund S. lividans synthetisiert und z. T. erfolgreich gereinigt. Ein im ach-Cluster fehlendes
Gen fiir ein den Transportkomplex moglicherweise vervollstindigendes ABC-Protein wurde in
DNA-DNA-Hybridisierungsexperimenten mit dem Gen des MsiK-Proteins aus S. [lividans
detektiert und kloniert. Ko-Elutionsexperimente weisen auf die Ausbildung eines AcbFG-MsiK-
Komplexes hin. In Substrat-Bindungsstudien mittels Oberflichen-Plasmonresonanz konnte fiir
das AcbH-Protein eine Interaktion mit Acarbose und lingerkettigen Derivaten, nicht jedoch mit
Maltose/Maltodextrinen beobachtet werden. Dieser Befund unterstiitzt die Hypothese zur
Beteiligung des Komplexes am Re-Import des beladenen Carbophors.



4. EINLEITUNG

Der Sekundéirmetabolit Acarbose (Pseudomaltotetraose) ist als Inhibitor von Hydrolasen a-
1,4-glykosidischer Bindungen, vornehmlich Maltasen und Saccharasen, bekannt geworden.
Seit 1990 wird Acarbose unter dem Namen Glucobay® als Wirkstoff zur Therapie des
Diabetes mellitus Typ II eingesetzt. Das Biosynthese-Gencluster des Acarboseproduzenten
Actinoplanes sp. ist identifiziert worden (STRATMANN, 1997). Man findet eine Reihe von
Genen fiir die Biosynthese von Acarbose und fiir Komponenten eines ABC-Exportsystems.
Daneben sind auch katabole Enzyme und ein ABC-Importsystem kodiert. Dieser fiir einen
Sekundérstoffwechsel ungewohnliche Befund fiihrte zu der Vorstellung eines intra- und
extrazelluldren Acarbose-Kreislaufs, der einen hochentwickelten Stirke-Metabolismus
darstellen konnte. Induktoren der Synthese einiger der Schliisselenzyme des Acarbose-
Metabolismus sind Maltose und Maltotriose. Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren die
Charakterisierung der Importkapazitit von Actinoplanes sp. fiir Maltose, Maltotriose und
Acarbose sowie die Ermittlung der Substratspezifitit des ABC-Importsystems. Weiterhin
wurden Untersuchungen zum Einfluss von Acarbose auf den Maltose/Maltodextrin-
Stoffwechsel von Escherichia coli K12 durchgefiihrt. Zur Darstellung des Forschungsthemas
werden daher im Folgenden die bisherigen Kenntnisse zum Acarbose-Metabolismus und die
Funktionsweise und Charakteristika von ABC-Transportern sowie der Maltose-Metabolismus

von E. coli aufgefiihrt.

4.1 Acarbose-Metabolismus in Actinoplanes sp.

Das grampositive Bakterium Actinoplanes sp. ist Mitglied der Gattung Actinoplanes und wie
die Gattung Streptomyces in die Gruppe der Actinomyceten einzuordnen. Actinoplanes-
Stimme besiedeln verschiedenste Habitate und konnten aus einer Vielzahl unterschiedlicher
Boden, marinen Habitaten sowie Binnengewissern isoliert werden. Charakteristisch ist das
filamentose Wachstum, welches zur Ausbildung von Substratmycelien fiihrt (PARENTI &
CORONELLI, 1979; JENSEN ET 4L., 1991). Eine Besonderheit liegt in der Unempfindlichkeit
gegeniiber der N-Acetylmuramidase Lysozym, da innerhalb der Peptidoglykanstruktur N-
Acetylmuraminsdure durch N-Glykolylmuraminsdure substituiert ist (VOBIS, 1989).
Actinomyceten zeichnen sich durch die Synthese diverser Sekundidrmetabolite aus (z. B.

Antibiotika wie Thiostrepton und Streptomycin; GRAFE, 1992). Uber die Suche nach



antimikrobiellen Substanzen hinaus wurde seit den 60iger Jahren in verschiedenen Screening-
Verfahren das Auffinden weiterer Wirkstoffe fiir industrielle oder medizinische
Anwendungen angetrieben. So wurde in der Kulturbrithe von Actinoplanes sp. SE50 der
hitze- und sédurestabile a-Glukosidase-Inhibitor Acarbose entdeckt (FROMMER ET AL., 1975;
TRUSCHEIT ET AL., 1981). Verbesserte Abkommlinge dieses Stammes werden heute
industriell in Fermentationsverfahren durch die Bayer AG eingesetzt, zwei abgelegte

Derivatstimme (SE50/110 und SN223/29) waren Grundlage der vorliegenden Arbeit.

Acarbose (Abbildung 4.1) ist ein Pseudotetrasaccharid, analog zu Maltotetraose, und
Komponente eines komplexen Gemisches kiirzerer und ldangerer Homologe, die in
Abhidngigkeit von der Zusammensetzung des angebotenen Stirkehydrolysats als
Kohlenstoffquelle gebildet werden (SCHMIDT ET AL., 1977). Kernstruktur ist das fiir die
Hemmwirkung essentielle Pseudodisaccharid Acarviosin (HEIKER ET 4L., 1981), bestehend
aus dem Valienamin und einer Amino-Dideoxyglukose, welches a-1,4-glykosidisch mit einer
Maltose verkniipft ist. Fiir detailliertere Informationen zur Biosynthese von Acarbose wird auf

die Beschreibung in WEHMEIER & PIEPERSBERG (2004) und darin zitierte Artikel verwiesen.

Acarbose

Valienamin 4-Amino-4,6-

OH dideoxyglukose Maltose
P S CH,
HO ) o OH
HO OHpiHO /% OH
HO =

OHo

%_\/ &
H
o
HO =—\"on

Acarviosin

Abbildung 4.1: Struktur des Sekundirmetaboliten Acarbose. Bei dem Pseudotetrasaccharid ist ein
Ringsystem keine Hexose, sondern ein ungesittigtes C;-Cyclitol (Valienamin). Die glykosidische Bindung
innerhalb der Acarviosineinheit wird iiber ein Stickstoffatom realisiert und ist durch a-Glukosidasen nicht
spaltbar (HEIKER ET 4L., 1981).

Neben einer Reihe von Acarbose-Derivaten, die sich in der Anzahl der am reduzierenden oder
nicht reduzierende Ende des Acarviosins verkniipften Glukoseeinheiten unterscheiden,
produziert Actinoplanes sp. auch Komponenten mit Variationen des terminalen Zuckerrestes
(Fruktose, Mannose) und der Art der terminalen glykosidischen Bindung (-1,1-; s. auch Seite
77, Tabelle 6.2).

Das Biosynthese-Gencluster (STRATMANN, 1997; STRATMANN ET AL., 1999) enthilt

wahrscheinlich 25 acb-Gene (Acarbose-Biosynthese). Die Charakterisierung einiger der
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Genprodukte fithrte zu dem Modell eines intra- und extrazelluliren Acarbose-
Metabolismus, in dem das Pseudotetrasaccharid analog den Eisen-Siderophoren eine

Carbophor-Funktion iibernimmt (Abbildung 4.2).

a-Amylasen
\ von Nahrungs
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OO
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@
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* XD Maltose
@@ Starke, Oligosaccharide
Acarbose
synthese ® Phosphat

Abbildung 4.2: Modell des Acarbose-Metabolismus (verindert nach STRATMANN, 1997; WEHMEIER &
PIEPERSBERG, 2004). Dargestellt ist ein aktuelles Modell, das bereits die erzielten Ergebnisse zweier im
Rahmen der vorliegenden Arbeit angefertigten Diplomarbeiten (SCHAFER, 1999; ELVERS, 2002) beriicksichtigt.
Gezeigt ist der hypothetische Zyklus von Acarbose zwischen einem intra- und extrazelluliren Stirke-
Metabolismus. AcbWXY: ABC-Exporter, AcbHFG-MsiK,?: ABC-Importer, AchQ: Amylomaltase, AcbD:
Acarviosyl-Transferase, AcbZ, AcbE: a-Amylasen. (n) kennzeichnet variable Anzahlen an Glukoseresten. Die
Darstellung der in diesem Schema moglichen Funktion von AcbHFG-MsiK,? als Maltose/Maltodextrin-Importer
ist nicht Bestandteil des von STRATMANN (1997) und WEHMEIER & PIEPERSBERG (2004) aufgestellten Modells.

Das tatsdchlich exportierte Endprodukt der Acarbose-Biosynthese ist bisher unbekannt.
Wihrend der Synthese bis zum Export, der vermutlich iiber das ABC-Transportsystem
AcbWXY (s. auch Abschnitt 4.2.1) realisiert wird, bleibt die Position 7 des Valienamin
phosphoryliert (WEHMEIER & PIEPERSBERG, 2004). Acarbose-7-Phosphat besitzt keine
Enzymhemmende Wirkung, intrazelluldr aktive Hydrolasen a-1,4-glykosidischer Bindungen
wie z. B. die vermutete Amylomaltase AcbQ bleiben geschiitzt (DREPPER & PAPE, 1996).
AuBerhalb der Zelle katalysiert die Acarviosyl-Transferase AcbD den Transfer des
dephosphorylierten (Enzym unbekannt) Acarviosins auf Maltose oder Maltooligosaccharide

(HEMKER ET AL., 2001). Diese Acarviosyl-Akzeptoren werden durch die Aktivitit der a-
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Amylase AcbE aus Stirke bereitgestellt (STRATMANN, 1997). Die Besonderheit dieses
Enzyms liegt darin, dass es unempfindlich gegeniiber Acarbose ist. Eine zweite extrazelluldre
o-Amylase AcbZ hingegen ist Acarbose-sensitiv (HEMKER, 1997) und mdglicherweise
ebenfalls an der ErschlieBung von Kohlenstoffquellen beteiligt. Acarbose und die
verldngerten Derivate werden dem Modell entsprechend iiber ein ABC-Importsystem
AcbHFG-MsiK,? (s. auch Abschnitt 4.2.2) wieder aufgenommen und innerhalb der Zelle
durch die Acarbose-7-Kinase rephosphoryliert (DREPPER & PAPE, 1996). Nach einer
Deglukosylierung (AcbQ?) beginnt mit dem Export des entladenen Carbophors ein neuer
Acarbose-Kreislauf. Das Resultat ist ein Nettogewinn an Kohlenstoff- und Energiequelle. In
diesem Modell fungiert die Acarbose nicht nur als ,,Glukose-Falle®. Einen weiteren Vorteil
verschafft sich Actinoplanes sp. auch durch die Hemmungwirkung des Pseudozuckers
gegeniiber a-Amylasen der Nahrungskonkurrenten im Habitat (WEHMEIER & PIEPERSBERG,
2004). Da Maltose und Maltotriose als Induktoren der Acarbose-Biosynthese fungieren, kann
dartiber hinaus eine Rolle des AcbHFG-MsiK?-Komplexes als Maltose/Maltodextrin-

Transporter nicht ausgeschlossen werden.

4.2 ABC-Transportsysteme

Kohlenhydrat-Katabolismus von lebenden Zellen beginnt mit der Aufnahme von
Zuckermolekiilen iiber die Zellmembranen in das Zytoplasma. Die hydrophobe Natur der
Zytoplasmamembran stellt eine Permeabilititsgrenze fiir den unkontrollierten Stoffein- bzw.
austritt polarer Substanzen dar. Der lebenswichtige Import von Néhrstoffen wird daher durch
spezielle Proteine realisiert, die in die Membranen eingelagerte Transportsysteme, auch
Permeasen oder Carrier genannt, ausbilden und nach zwei prinzipiellen Mechanismen wirken.
Die Carrier-vermittelte Diffusion durch Porine gramnegativer Bakterien (SCHULZ, 1996; s.
auch Abschnitt 4.2.3.1) erlaubt lediglich passive Transportvorginge bis hin zu einem
Konzentrationsausgleich. Hingegen ermoglichen aktive Transportmechanismen unter
Energicaufwand die Akkumulation einer Substanz im Zellinneren. Je nach Art der
Energiequelle spricht man von primdren oder sekunddren Transportsystemen. Die
Protonensymporter fiir Maltose von Bacillus licheniformis und Laktose von Escherichia coli
sind z. B. durch ein elektrochemisches Potential iiber der Membran (sekundire Energieform)

angetriecben (TANGNEY ET A4L., 1992; BROOKER, 1990). ABC-Transporter und das

12



Gruppentranslokationssystem PTS (Phosphotransferase-System; POSTMA ET 4L., 1996) sind
an die Hydrolyse primérer Energieformen wie ATP und PEP (Phosphoenolpyruvat)
gekoppelt.

ABC-Transportsysteme (ATP-binding cassette) finden sich in allen drei
Organismenreichen. Sie funktionieren als Im- oder Exportsysteme und translozieren eine
Substanz unter ATP-Verbrauch (HYDE ET AL., 1990; HIGGINS, 1992; SAURIN ET AL., 1999).
Neben einer in Bezug auf die chemische Natur der Substanzen breit gefdcherten
Transportkapazitit (Import von Néhrstoffen wie Zucker, Aminoséduren, Peptide, Vitamine und
Ionen und Export von Toxinen, Antibiotika und Virulenzfaktoren) nehmen ABC-Systeme an
vielfaltigen biologischen Prozessen wie Proteinsekretion, Signaltransduktion, Sporulation,
Antibiotikaresistenz, bakterieller Pathogenitit und Antigenprasentation teil (HIGGINS, 1992).

Einige Vertreter der ABC-Transporter haben aufgrund medizinischer Relevanz besondere
wissenschaftliche Aufmerksamkeit erlangt. So verursacht ein Defekt im humanen CFTR-
Protein die Erbkrankheit Mukoviszidose (COLLINS ET AL., 1992), die MDRI1- und MRP1-
Proteine verursachen bei Uberproduktion die Multiresistenz von Krebszellen (GOTTESMAN &
PASTAN, 1993; GOTTESMAN & AMBUDKAT, 2001). Die Adrenoleukodystrophie und eine
seltene Form des Diabetes sind weitere Krankheitsbilder mit Ursachen in defekten ABC-

Transportern (MOSSER ET AL., 1993; AGUILAR-BRYAN ET AL., 1995).

4.2.1. Die strukturelle Organisation von ABC-Transportern

Die groe Familie der ABC-Transportsysteme zeichnet sich durch eine gemeinsame
Organisationsstruktur aus (Abbildung 4.3). Von vier distinkten Doménen sind zwei in die
Membran integriert und bilden die Translokationspore fiir ein Substrat. Zwei weitere
zytoplasmatische Proteinkomponenten sind peripher an den Membrankomplex assoziiert. Sie
stellen die ABC-Doménen dar und energetisieren den Transportvorgang durch ATP-
Hydrolyse.

Die erwihnten funktionellen Doméinen der ABC-Transporter konnen als separate Proteine
oder teilweise bis vollstdndig fusioniert vorliegen. Fiir eukaryotische Exporter ist eine einzige
Polypeptidkette typisch. Wahrend bei Eukaryoten nur Exportsysteme vorkommen, verfiigen
Prokaryoten auch iiber Importsysteme, die als Besonderheit eine zusétzliche extrazelluldre
Doméne aufweisen (BOOS & LUCHT, 1996). Diese als Substrat-Bindeproteine bezeichneten

Komponenten sind bei gramnegativen Bakterien frei im Periplasma lokalisiert, bei
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grampositiven Bakterien und vermutlich einigen Archaea jedoch iiber eine Lipidmodifikation
des Cysteins am N-Terminus extrazelluldr in der Membran fixiert (SUTCLIFFE & RUSSELL,
1995; HORLACHER ET AL., 1998). Bei anderen Archaea liegt es durch ein C- oder N-
terminales, hydrophobes Transmembransegment an der AuBlenseite der Zytoplasmamembran

gebunden vor (ELFERINK ET AL., 2001; KONINGS ET AL., 2002).

Importer

Extrazellularer
Raum
(Periplasma)

Membran

Zytoplasma

Extrazellulérer
Raum
(Periplasma)

Membran

Zytoplasma

Abbildung 4.3: Struktureller Aufbau von ABC-Transportern (verindert nach SCHNEIDER, 2000).
Schematisch dargestellt sind prokaryotische Bindeprotein-abhingige Importer (A bis D) sowie pro- und
eukaryotische Exporter (E resp. F). Einzelne Doménen konnen separat (A), teilweise fusioniert (B, C, D, E) oder
auf einer einzigen Polypeptidkette (F) vorliegen. Das fiir bakterielle Systeme typische, extrazelluldre bzw.
periplasmatische Bindeprotein ist in (A und B) symbolisiert. Die Verbindungslinie zur Membran in (A)
symbolisiert den Lipidanker der fixierten Bindeproteine bei grampositiven Bakterien.

Je nach Richtung des Transportes und Art des Substrates werden ABC-Transporter in 45
verschiedene Subfamilien eingeteilt, darunter 18 bisher beschriebene Familien von
Aufnahmesystemen, von denen wiederum zwei spezifisch fiir den Import von Kohlenhydraten
sind: Mitglieder der CUT1 (carbohydrate uptake transporter) transportieren verschiedene Di-
und Oligosaccharide sowie Glycerin-Phosphat und Polyole, Substrate der CUT2 sind
Monosaccharide (SAIER, 2000; DASSA & BOUIGE, 2001; SCHNEIDER, 2001).

4.2.2. Bindeprotein-abhingige ABC-Importer

Die extrazelluldren Substrat-Bindeproteine stellen die primire Erkennungsstelle dar und
sind im wesentlichen flir die Substratspezifitiat und die hohe Affinitit des Transportsystems

verantwortlich (Kp-Werte von 0,01 uM bis 10 uM; TAM & SAIER, 1993). Wihrend sich die
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Primérstrukturen stark unterscheiden, legen Kristalle verschiedener Bindeproteine eine
ibereinstimmende Tertidrstruktur dar. Es handelt sich um monomere Proteine, reich an o-
helikalen Strukturen, mit zwei getrennten, dhnlich gefalteten globuldren Dominen, die iiber
ein Scharnier aus B-Faltblittern miteinander verbunden sind. Zwischen den beiden Doménen
erfolgt die Substratbindung, stabilisiert durch Wasserstoffbriicken und hydrophobe
Wechselwirkungen (QUIOCHO & LEDVINA, 1996; QUIOCHO ET AL., 1997). Nach
Komplexierung des Substrats schlieBt sich der Spalt und nur dieses geschlossene,
substratbeladene Bindeprotein kann durch Interaktion mit den Membrankomponenten den
Transportvorgang initiieren (SHARFF ET AL., 1992; OH ET AL., 1993; BOHL ET AL., 1995;
SHILTON ET AL., 1996; AMES ET AL., 1996; HALL ET AL., 1997a,b,c).

Zwei membranintegrale Proteine bilden als Homo- oder auch Heterodimer die
Translokationspore. Die Mehrzahl dieser Transporterkomponenten besteht aus sechs
transmembranen Helices, die iiber drei periplasmatische und zwei zytoplasmatische
hydrophile Schleifen miteinander verbunden sind. Die N- und C-Termini sind in das
Zytoplasma gerichtet (BOOS & LUCHT, 1996). Bei einer insgesamt nur begrenzten
Sequenziibereinstimmung aufgrund der breiten Diversitdt an Substraten findet man dennoch
ein hoch konserviertes Motiv. Der sogenannte EAA-Loop (Konsensus-Sequenz EAA-X;3-G-
Xo-1-X-LP) ist innerhalb der letzten zytoplasmatischen Schleife lokalisiert und iibernimmt als
Kontaktstelle zu den ABC-Domédnen eine wichtige Funktion im Transportmechanismus
(MOUREZ ET AL. 1997; LOCHER ET AL., 2002).

Die ABC-Dominen stellen die am stirksten konservierten Untereinheiten von ABC-
Transportern dar. Sie sind als Homo- oder auch Heterodimer organisiert und auf der
zytoplasmatischen Seite peripher an die Membrankomponenten assoziiert. Die Ahnlichkeit
dieser ATP hydrolysierenden Proteine wird dadurch reflektiert, dass einige solcher
Komponenten zwischen verschiedenen Transportern funktionell austauschbar sind. So konnen
die Proteine MalK und UgpC der Transporter fiir Maltose und Glycerin-3-Phosphat von E.
coli einander ersetzen (HEKSTRA & TOMMASSEN, 1993), MalK von S. typhimurium ist
auBBerdem durch das Protein LacK des Laktosetransporters von Agrobacterium radiobacter
vertretbar (WILKEN ET AL., 1996). Bei grampositiven Bakterien ist es nicht ungewohnlich,
dass ein ABC-Protein mehrere Zucker-Transporter bedient (s. auch Abschnitt 4.2.3.2;
SCHLOSSER ET AL., 1997; SCHLOSSER, 1999).

Die charakteristischen  konservierten Bereiche in  ABC-Doménen sind die

Nukleotidbindemotive ,,Walker sites* A und B (WALKER ET 4L., 1982) sowie die sogenannte
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Signatursequenz (Konsensus-Sequenz LSGGQ) unmittelbar vor Walker B. Sie wird zur
Identifizierung neuer Mitglieder der Familie der bakteriellen Importer herangezogen und ist
vermutlich an der Signaltransduktion beteiligt (FETSCH & DAVIDSON, 2002). Fiir die
Interaktion der ABC-Doménen mit den Membrankomponenten wird die zwischen den beiden
Walker-Motiven gelegene hydrophobe, helikale Subdoméne verantwortlich gemacht

(SCHNEIDER & HUNKE, 1998).

4.2.3. Maltose-Importsysteme von Prokaryoten

Bindeprotein-abhingige ABC-Transporter fiir Maltose und Maltodextrine von Prokaryoten
sind Mitglieder der CUTI1-Subfamilie (SCHNEIDER, 2001). Neben einer gemeinsamen
strukturellen Organisation (entspr. (A) in Abbildung 4.3) weisen die ABC-Dominen von
Transportern der CUT1-Subfamilie als Besonderheit eine C-terminale Extension von ca. 120
bis 150 Aminoséduren auf, die essentiell fiir die Interaktion mit regulatorischen Proteinen ist
(BOOS & SHUMAN, 1998). Innerhalb dieser Verlingerung existiert ein kurzes Sequenzmotiv
(Konsensus-Sequenz GI/VRPED/H) mit bisher unbekannter Funktion, welches zur

Identifizierung neuer Mitglieder der CUT1-Subfamilie herangezogen wird.

4.2.3.1.Maltose-Importsysteme von gramnegativen Bakterien

Als Modellsystem fiir den Bindeprotein-abhdngigen Maltose- und Maltodextrin-Import der
gramnegativen Bakterien sollen die bisher best untersuchten ABC-Transporter MalEFGK,
von E. coli und Salmonella typhimurium herangezogen werden (Abbildung 4.4; BOOS &
SHUMAN, 1998; SCHNEIDER, 2003). Beide Transporter besitzen mehr als 90 % identische
Aminosduren, sind funktionell austauschbar und werden im Folgenden als ein System

behandelt.

Da sich die Zellhiille iiber drei Schichten erstreckt, beginnt die Substrataufnahme zunéchst
mit einer Passage durch die AuBere Membran via einer Maltoporin vermittelten erleichterten
Diffusion. Das Maltoporin ist ein Homotrimer des Proteins LamB (47 kDa) und wird fiir die
Aufnahme von Maltose und insbesondere Maltodextrinen (bis zu Maltoheptaosen) bei
Konzentrationen < 10 puM benétigt. Bei hoheren Konzentrationen diffundieren die
Oligosaccharide iiber die unspezitischen Porine OmpF und OmpC in das Periplasma.

Das periplasmatische Bindeprotein MalE (40 kDa) stellt die Substrat-Erkennungsstelle dar
und komplexiert Maltose sowie Maltodextrine mit hoher Affinitit (Kp ~ 1uM). Die Bindung
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des Liganden fiihrt zur Ausbildung einer stabilen, geschlossenen Konformation, die sich mit
der substratfreien, offenen Form im Gleichgewicht befindet. Beide Formen interagieren mit
den Membranproteinen, jedoch nur das beladene, geschlossene MalE kann die ATP-
Hydrolyse an den ABC-Doménen und damit die Substrattranslokation bewirken.

Die membranintegralen Proteine MalF (57 kDa) und MalG (32 kDa) bestehen aus acht
bzw. sechs transmembranen Segmenten. Aminosdureaustausche an verschiedenen Stellen, z.
B. G338R zusammen mit N505I in den Transmembransegmenten 5 und 8 von MalF
(malF500) weisen auf eine Beteiligung der Membranproteine an der Substraterkennung hin.
Die erwédhnten Mutationen fithren zu einem Bindeprotein-unabhingigen Phénotyp, da
resultierende Konformationsdnderungen zu einer konstitutiven ATP-Hydrolyse fiihren, die
Initiation durch den Substrat-MalE-Komplex nicht notwendig ist.

Das ABC-Protein MalK (40 kDa) ist als Homodimer aktiv und peripher an MalF und MalG
assoziiert. MalK ist leicht iiberproduzier- und isolierbar. Wahrend eine ATP-Hydrolyse im
rekonstituierten Komplex MalFGK,; von der Anwesenheit des substratbeladenen
Bindeproteins MalE abhingig ist, besitzt das 16sliche Protein MalK eine spontane ATPase-
Aktivitit (Ky ~ 0,1 mM).

Maltose oo
Maltodextrine

AuRere Membran

~ \. Periplasma Extrazellulérer

PP ‘\ Raum

N LD

E 1
Zytoplasma Zytoplasma
MalF MalG membran MalF MalG membran

¢ Zytoplasma Zytoplasma
-e -0
Gramnegative Bakterien Grampositive Bakterien
Archaea

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung der Maltose-Importsysteme von Prokaryoten (verindert nach
SCHNEIDER, 2003). Neben den aufgefiihrten Maltooligosacchariden stellen auch hohere Homologe mit bis zu
sieben Glukoseeinheiten Substrate dar. Weitere Erkldrungen sind dem Text zu entnehmen.
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Im Katabolismus werden die im Zytoplasma ankommenden Maltose und Maltodextrine zu
Glukose und Glukose-1-Phosphat degradiert. Dies geschieht durch die gemeinsamen
Aktivititen der Amylomaltase MalQ, der Maltodextrin-Phosphorylase MalP und der
Maltodextrin-Glukosidase MalZ. Da Maltodextrine > Hexaosen nur schlecht durch das
MalEFGK,-System importiert werden, sorgt eine periplasmatische Amylase MalS fiir deren
Verkiirzung. MalQ transferiert Maltosyl- oder lidngere Dextrinylreste auf das nicht
reduzierende Ende von Glukose, Maltose und lingere Maltodextrine, dabei wird jeweils ein
Glukosemolekiil entlassen. Die kleinste erkannte Einheit ist eine Maltotriose. MalP bildet
Glukose-1-Phosphat durch sequenzielle Phosphorolyse vom nicht reduzierenden Ende von
Maltopentaose und ldngeren Maltodextrinen. MalZ hydrolysiert vom reduzierenden Ende
Maltoheptaose bis Maltotriose konsekutiv zu vornehmlich Glukose und auch Maltose (s. auch

Seite 89, Abbildung 7.1).

4.2.3.2.Maltose-Importsysteme von grampositiven Bakterien und Archaeen

Im Vergleich zu den Systemen der Enterobakterien sind Transporter von grampositiven
Organismen bisher nur wenig charakterisiert. Oft wurden {iber die Beobachtung extra-
zelluldrer Enzymaktivititen wie z. B. durch Amylasen (SCHWERMANN ET AL., 1994) oder
Cellulasen (WACHINGER ET AL., 1989) in weitergehenden Untersuchungen die zugehorigen
Gene eines Transportsystems identifiziert und aufgrund von Sequenzihnlichkeiten mit
enterobakteriellen Komplexen den ABC-Importsystemen zugeordnet (HERRMANN ET AL.,
1996; HULSMANN ET AL., 2000; SCHLOSSER & SCHREMPF, 1996; SCHLOSSER ET AL., 1997).
Bindeprotein-abhéngige ABC-Transportsysteme grampositiver Bakterien und Archaea weisen
prinzipiell die gleiche Zentralstruktur wie die Verwandten der gramnegativen Organismen auf
(Abbildung 4.4). Offensichtliche Unterschiede liegen zunédchst in einer nicht notwendigen
Beteiligung eines Porins. AuBerdem erfolgt eine Fixierung des Substrat-Bindeproteins in der
Zytoplasmamembran {iber eine kovalente Lipidmodifikation des N-terminalen Cysteins der
reifen Form (SUTCLIFFE & RUSSELL, 1995), die das Lipoprotein anstelle eines
periplasmatischen Raumes in physischer Ndhe zu dem Transportkomplex hilt. Des weiteren
gibt es Variationen in der genetischen Organisation der Transportkomponenten. Wéhrend bei
gramnegativen Bakterien die Gene fiir die Transportproteine gruppiert in Operonstrukturen
vorliegen, fehlt den entsprechenden Operons grampositiver Bakterien und Archaea oftmals
ein Gen fiir das ABC-Protein (GRELLER ET AL., 1999; SCHLOSSER ET AL., 1999; HULSMANN
ET AL., 2000).
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Aufgrund der Verwandtschaft von Actinoplanes sp. zu den Streptomyceten sollen hier im
weiteren die Maltose-Importer von S. lividans, S. reticuli und S. coelicolor kurz beschrieben
werden (VAN WEZEL ET AL., 1997a, b; SCHLOSSER ET AL., 1997, 2001). In allen drei
Organismen wurden Maltose- und Maltotriose-Transport nachgewiesen und die zugehorigen
malEFG-Operone z. T. identifiziert und charakterisiert. In S. lividans und S. reticuli wurde
Cellobiose-Transportaktivitit, in S. reticuli darliber hinaus auch Trehalose-Transportaktivitét
nachgewiesen. Das ceb-Operon von S. reticuli ist identifiziert und enthélt ebenfalls kein Gen
fiir ein ABC-Protein (SCHLOSSER ET AL., 1999). Bei beiden Organismen assistiert das ABC-
Protein MsiK (multiple sugar import) jeweils den zwei bzw. drei erwéhnten
Transportsystemen mit unterschiedlicher Substratspezifitit und unterliegt vermutlich einer
getrennten Regulation. MsiK hat starke Ahnlichkeit zu MsmK aus Streptococcus mutans
(RUSSELL ET AL., 1992; HURTUBISE ET AL., 1995), diese ABC-Doméne komplettiert nur das
Msm-Transportsystem (multiple sugar metabolism), welches fiir die Aufnahme von
Raffinose, Melibiose und Isomaltotriose spezifisch ist. Bei grampositiven Bakterien und
Archaea scheint entweder die Rekrutierung eines ABC-Proteins fiir mehrere Transporter oder

aber die Erfassung mehrerer Substratspezifititen durch ein System ein Prinzip zu sein.

Auch im Acarbose-Biosynthesegencluster von Actinoplanes sp. wurde kein Gen einer ATP-
hydrolysierenden Transporter-Untereinheit fiir das ABC-Importsystem AcbHFG gefunden
(STRATMANN, 1997; WEHMEIER & PIEPERSBERG, 2004). Die Gene des putativen
Bindeprotein-abhiingigen ABC-Transporters mit dem hochsten Grad an Ahnlichkeit zum
MsmEFGK,-Importer von S. mutans sind in einem Operon organisiert. achH reprisentiert ein
extrazelluldres Substrat-Bindelipoprotein AcbH (47,3 kDa), achFG kodiert die beiden
Membranproteine AcbF (36,3 kDa) und AcbG (29,1 kDa). Wie auch die msm-Gene sind die
Gene acbHF G vermutlich translational gekoppelt. Fiir AcbF wurden fiinf bis sechs, fir AcbG
flinf Transmembransegmente vorhergesagt. Das Protein AcbH besitzt eine fiir extrazelluldre
Lipoproteine typische Signalsequenz (FEKKES & DRIESSEN, 1999; TJALSMA ET AL., 2000).
Zusammen mit dem Sequenzmotiv innerhalb des verldngerten C-Terminus der ABC-Proteine
(s. 4.2.3) wird ein N-terminaler Sequenzbereich von Bindeproteinen herangezogen, um eine
Zuordnung zu Transporter-Familien zu leisten (TAM & SAIER, 1993; SCHNEIDER, 2003). In
Abbildung 4.5 ist gezeigt, dass das Protein AcbH ein neues Mitglied der CUT1-Familie sein
konnte. Neben einigen anderen der Signatursequenz entsprechenden Aminosduren enthélt

AcbH auch das invariante Lysin.
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Signatursequenz LXXLGKXFEXDXXGI| KV XV
fir Bindeproteine | IAD YT E NV | L

- V1Q N A DY P
der CUT1-Familie A WV P

AcbHAsp. 47) PITFGSNYS E APKAAF

CebE Sr  (68) YDEYMRLHKD I KEN
MalE Sc  (55) VKEFE AA NK KVNF
MalE Ec  (46) AE K KDT KVT
MsmE Sm (51) KK D R KIH

Abbildung 4.5: Alignment der Signatursequenzen von Bindeproteinen. Die Zahlen geben die Position der
jeweils ersten Aminosdure des Motivs an. Das hoch konservierte Lysin (K) ist rot hervorgehoben, weitere
konservierte Reste sind griin markiert. Asp.: Actinoplanes sp., CebE Sr: Cellobiose-Bindeprotein aus S. reticuli,
MalE Sc: Maltose-Bindeprotein aus S. coelicolor, MalE Ec: Maltose-Bindeprotein aus E. coli, MsmE Sm:
multiple-sugar-metabolism-Bindeprotein aus S. mutans.

4.2.4. Globale Regulationsmechanismen fiir Kohlenstoffquellen bei gramnegativen

und grampositiven Bakterien

Sind Bakterien einer Komposition verschiedener Kohlenstoffquellen ausgesetzt, ermoglichen
Anpassungsmechanismen die Priaferenz des fiir das Wachstum profitabelsten Substrates.
Diese Mechanismen sind vor allem in E. coli und B. subtilis gut untersucht und werden unter
dem Begriff Karbon-Katabolit-Repression (CCR, carbon catabolite repression)
zusammengefasst (STULKE & HILLEN, 1999; TITGEMEYER & HILLEN, 2002). CCR involviert
hier Komponenten des Glukose-spezifischen PTS (Phosphotransferase-System; POSTMA ET
AL., 1996; SAIER ET AL., 1996; HUECK & HILLEN, 1995) und basiert hauptséchlich auf einer

globalen Transkriptionskontrolle und dem Prinzip des Induktorausschlusses.

Bei Enterobakterien wie E. coli ibernimmt die zentrale Rolle innerhalb der CCR das Enzym
EITA“* des PTS, welches iiber den Phosphorylierungsstatus den physiologischen Zustand der
Zelle signalisiert. Bei Abwesenheit von Glukose stimuliert EIIA“*~P die Adenylat-Cyclase,
resultierendes cAMP aktiviert zusammen mit dem CAP (catabolite activator protein) die
Transkription Katabolit-kontrollierter Gene wie z. B. mal oder lac. Bei Anwesenheit von
Glukose vermittelt dephosphoryliertes EITA" den Mechanismus des Induktorausschlusses
durch allosterische Hemmung zytoplasmatischer Enzyme wie die Glycerin-Kinase oder von
Transportsystemen. Im Falle des MalEFGK,-Transportsystems geschieht dies iiber eine
Bindung des EIA®* an die regulatorische Domidne im C-Terminus von MalK. Damit ist die
den Transportvorgang energetisierende ATP-Hydrolyse gestort und die Induktoren des
Systems konnen nicht mehr importiert werden (DEAN ET AL., 1990; LANDMESSER ET AL.,
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2002). Die Initiation der Transkription des Maltoseregulons durch den cAMP-CAP-Komplex
erfolgt z. T. synergistisch mit dem positiven Regulatorprotein MalT. Nach Aktivierung von
MalT durch den Induktor Maltotriose ist das Regulatorprotein nur bei gleichzeitiger
Anwesenheit von cAMP-CAP in der Lage, an die MalT-Boxen aufwirts der Promotoren der
Gene des Transport-Komplexes effektiv zu binden (BOOS & SHUMAN, 1998; BOOS & BOHM,
2000).

Bei grampositiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt wie B. subtilis reflektiert der
Phosphorylierungsstatus des Proteins HPr des PTS die Néahrstoffsituation in der Zelle. HPr
wird deshalb als funktionelles Aquivalent des EIIA®™ der Enterobakterien betrachtet. Bei
Anwesenheit von Glukose stimuliert das glykolytische Intermediat Fruktose-1,6-Bisphosphat
das Enzym HPr-Kinase, welches HPr an einer ausschlieBlich regulatorischen Position,
ndmlich Serin 46, phosphoryliert. HPr-S46~P interagiert als Ko-Repressor mit dem
Regulatorprotein CcpA (catabolite control protein A), der resultierende Komplex kontrolliert
die Transkription durch Bindung an die cre-Sequenzen (catabolite responsive element)
Katabolit-kontrollierter Gene wie z. B. die der Amylase oder der Phosphofruktokinase. In
Abhingigkeit von der Lokalisation der cre-Box wird die Transkription inhibiert (cre
innerhalb der Promotorsequenz oder der kodierenden Region) oder aktiviert (cre aufwirts des

Promotors).

Vergleichsweise wenig ist bekannt zu den Mechanismen der CCR bei grampositiven
Bakterien mit hohem GC-Gehalt wie Streptomyceten. Katabolitrepression durch Glukose
und andere Zucker ist bekannt, ein Transportsystem fiir das Monosaccharid ist bisher nicht
identifiziert worden. BERTRAM ET AL. (2004) halten einen Protonensymporter fiir moglich. In
S. lividans und S. coelicolor konnten funktionelle Fruktose-PTS nachgewiesen werden, eine
Beteiligung des HPr in CCR wird nicht vermutet, Hinweise auf eine HPr-Kinase fehlen
(TITGEMEYER ET AL., 1995). Bei diesen Organismen ist der Maltooligosaccharid-Transport
nach Kultivierung der Zellen in Maltotriose- und Glukosehaltigem Medium nicht reprimiert

und bei Wachstum mit Glukose nicht induziert (SCHLOSSER ET AL., 2001).

Bisherige Befunde zur Regulation der acb-Gene in Actinoplanes sp. (STRATMANN, 1997)
schlieBen Glukose als Katabolit-Repressor aus. Fiir die extrazelluldiren Enzyme AcbE und
AcbD ist eine Induktion durch Maltose bzw. insbesondere Maltotriose nachgewiesen worden.
Ein Gen fiir ein potentielles Regulatorprotein konnte mittlerweile identifiziert werden (U.

Wehmeier, pers. Mitteilung).
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4.3. Zielstellung der Arbeit

Die Anfertigung der vorliegenden Arbeit erfolgte mit dem Ziel, einige der von STRATMANN

(1997) formulierten Aspekte des Acarbose-Metabolismus von Actinoplanes sp. zu liberpriifen.

Eine erste Aufgabe war es, in Untersuchungen mit ganzen Zellen und Zellextrakten von E.
coli einen FEinfluss von Acarbose als Inhibitor von Hydrolasen a-1,4-glykosidischer
Bindungen und als Strukturanalogon von Maltotetraose auf den Maltose- und Maltodextrin-
Stoffwechsel des gramnegativen Bakteriums zu iiberpriifen. Die erzielten Befunde sollten
einen Riickschluss auf die vermutete Funktion der Acarbose bei der ErschlieBung von
Kohlenstoffquellen in Stirke- und Maltodextrinhaltigen Habitaten zulassen. Die bisher
diskutierte Rolle des Pseudotetrasaccharids als Hemmstoff der Exoenzyme von
Nahrungskonkurrenten vernachlissigte die durch die a-Amylase von Actinoplanes sp. selbst
bereitgestellten Hydrolyseprodukte, die dadurch auch fiir die artfremden Mikroorganismen
zuginglich waren. Diese Art des Konkurrenzverhaltens allein konnte keine Okologisch

sinnvolle Strategie im Nahrungswettbewerb beschreiben.

Weiterhin sollte in Actinoplanes sp. nach Aufnahmekapazititen fiir Maltose und
Maltodextrine, die Induktoren des Acarbose-Metabolismus, gesucht werden. Neben einer
indirekten Aufnahme von Maltooligosacchariden {iiber ein beladenes Acarbosemolekiil
(Carbophor) sollte es fiir die Zellen moglich sein, wahrend des Wachstums mit Stirke auch
den direkten Import zu leisten. Diese Untersuchungen sollten mit ganzen Zellen und

radioaktiv markierten Substraten unternommen werden.

In einem dritten Teil dieser Arbeit galt das Interesse der Aufklarung der Funktion des im
Acarbose-Biosynthese-Genclusters kodierten Bindeprotein-abhéngigen ABC-Transport-
systems AcbHFG, fiir das eine Beteiligung am Import von Acarbose und lédngerkettigen
Homologen im Rahmen des Kreislauf-Modells postuliert wurde. Die einzelnen
Transporterkomponenten sollten heterolog in E. coli und S. lividans synthetisiert und
anschlieend gereinigt werden, um die Voraussetzungen fiir eine Rekonstitution des Systems
in der definierten Umgebung von Proteoliposomen zu schaffen. Dafiir sollte ein assistierendes
ABC-Protein identifiziert werden. In Zucker-Bindungsstudien mittels Oberfldchen-
Plasmonresonanz und immobilisiertem  Substrat-Bindeprotein  AcbH  sollte  das

Substratspektrum des betrachteten Systems ermittelt werden.
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5. MATERIAL UND METHODEN

5.1 Chemikalien, Enzyme, Isotope und Materialien

Samtliche Basischemikalien, L&sungsmittel, Detergenzien, Puffersubstanzen sowie Kohlenhydrate,
Aminosduren und Antibiotika wurden von den Firmen ROTH (Karlsruhe), VWR (Darmstadt), Sigma
(Deisenhofen), Riedel de Haen (Seelze), Serva Feinbiochemika (Heidelberg), Biomol (Hamburg), DIFCO
(Detroit, USA) und OXOID (Wesel) bezogen. Die Acarbose sowie das Maltooligosaccharid-Gemisch MD50
wurden freundlicherweise von der Bayer AG (Wuppertal) zur Verfiigung gestellt.

Die Radiochemikalien [U-'*C]-Maltose, [U-'*C]-Maltotriose sowie Methyl-a-D-[U-"*C]-glukopyranosid und die
Szintillationsfliissigkeit wurden von den Firmen ICN (Eschwege), ARC-Biotrend (Kdln) und Amersham
Pharmacia Biotech (England) bezogen. Die '*C-Acarbose wurde freundlicherweise von der Bayer AG Wuppertal
(Dr. Brehmer) zur Verfiigung gestellt.

Als Sidulenmaterialien zur Reinigung von Proteinen dienten zur lonenaustauschchromatographie DEAE-
Sepharose-Matrix von Amersham Pharmacia Biotech (Schweden) und zur Affinitdtschromatographie die Nickel-
NTA-Agarose von Qiagen (Hilden) sowie die Amylose-Matrix von New England Biolabs (Schwalbach). Des
weiteren wurden phosphorylierte Zucker mit Hilfe des lonenaustauschmaterials Dowex 1x2 (50 — 100 mesh, CI -
Form) der Firma Fluka Chemie (Schweiz) aus Losungen separiert. Die PD10-Sdulen von Amersham Pharmacia
Biotech wurden herangezogen, um per Gelfiltration verschiedene Losungen umzupuffern. Das Kit zur
Fusionierung von Proteinen mit einem Strep-Tag und deren Reinigung stammte von der IBA-GmbH
(Gottingen).

Zur Bestimmung von Proteingehalten wurde das ,,BCA-Protein-Assay-Kit“ der Firma Pierce (Rockford, USA)
verwendet.

Die DNA-Polymerase (Platinum®-Pfx), Oligonukleotide (z. T. DIG-markiert) und die Kb-DNA-Leiter wurden
von den Firmen Invitrogen (Eggenstein) und MWG Biotech (Ebersberg) bezogen. Nukleotide,
Restriktionsendonukleasen und die T4-Ligase stammten ebenfalls von Invitrogen sowie auch von New England
Biolabs (Schwalbach) und Promega (Madison, USA). Die alkalische Phosphatase (aus Shrimps) wurde von
Amersham Pharmacia Biotech bezogen. Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das
CONCERT" Rapid Gel Extraction System von Life Technologies (Eggenstein) benutzt, die Priparation von
Plasmid-DNA wurde mit dem CONCERT" High Purity Plasmid Miniprep System durchgefiihrt. Zur
ortsspezifischen Mutagenese wurde das ,,Quik®Change Site-Directed Mutagenesis Kit“ der Firma Stratagene (La
Jolla, USA) verwendet. Die Herstellung weiterer DIG-markierter Oligonukleotide erfolgte mit Hilfe des ,,DIG
DNA Labeling and Detection Kit, Nonradioactive™ der Firma Roche Diagnostics (Mannheim).

Fiir die Southern Blots wurde die Nylontransfermembran Hybond-N', Porenweite 0,45 pm, von Amersham-
Buchler benutzt, in Western Blots wurden Nitrocellulosemembranen, Porenweite 0,45 pm, und Filterpapiere von
Schleicher & Schuell (Dassel) verwendet. Ebenso von Schleicher & Schuell bezogen wurden Membranfilter fiir
die Transportmessungen (OE67) und die Substrat-Bindungsstudien (NC45) sowie auch Filtriereinheiten (FP
30/0, PV 050/3) zur Sterilisation von Nahrlosungen.

Zum Einengen von Suspensionen wurde eine Amicon-Riihrzelle zusammen mit YM10-Filtern (Ausschlussgrof3e
10 kDa) von Millipore (Bedford, USA) verwendet.

Fiir den immunologischen Nachweis von Proteinen wurden folgende Antiseren eingesetzt:

Anti-MalE (Laborsammlung), Anti-AcbH und Anti-MsiK (polyklonal, Laborsammlung, Immunisierung von
Kaninchen durch die Firma Pineda-Antikérper-Service) und monoklonale Anti-RGS, Anti-Penta-His (Qiagen,
Hilden), Anti-(His);o (Stratagene) und Peroxidase-gekoppelte Anti-Kaninchen- bzw. Anti-Maus-IgG (Amersham
Biosciences, England). Die Immunodetektion erfolgte durch Verwendung des ,Western Blot
Chemiluminescense Reagent Plus System™ (NEN, Boston, USA), die Chemilumineszenz wurde mittels
Hyperfilm (Amersham-Buchler, Braunschweig) bzw. im Lumi-Imager (Roche) nachgewiesen.

Der Nachweis DIG-markierter DNA-Sonden wurde mit Alkalische-Phosphatase gekoppelten Anti-DIG-
Fabfragmenten und dem Chemilumineszenzsubstrat CSPD gefiihrt (Roche Diagnostics Mannheim). Die
Chemilumineszenz wurde ebenfalls mittels Hyperfilm (Amersham-Buchler, Braunschweig) nachgewiesen.
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5.2 Bakterienstimme

Die Tabelle 5.1 umfasst die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme.

Tabelle 5.1: Liste der Bakterienstimme

Stamm

Relevanter Genotyp/Beschreibung

Quelle/Referenz

Escherichia coli
BB4564

BB4565

BL21(DE3)

BL21-CodonPlus-RP

C41 (DE3)
C43 (DE3)
CB39

HS3018

IM109

K12

LMG19%4

TK38

TOP10

Actinoplanes sp.
SE 50/110

SN 223/29

Streptomyces lividans

TK23

MC4100 groEL140 zjd::Tnl0 zje::QSpc'/Str"
MC4100 groEL44 zjd::Tnl0 zje: :kan

F lon ompT hsdSg (rg my ) gal (\clts857 ind1 S am7
nin5 lacUVS-T7 gene I)

E. coli B F ompT hsdS(rg mg ) dem” Tet" gal end4 Hte
[argU proL Cam']

Derivat von BL21 (DE3)

Derivat von C41 (DE3)

MC4100 malQ::Tnl0

MC4100 malT®-1 AmalE444

el4 (mcrd) recAl endAl gyrA96 supE44 hsdR17 (ry
my') relA1 thi A(lac-proAB) F [traD36 proAB" lacl®
lacZAM15]

Wildtyp

F AlacX74 gal E thi rpsL. AphoA (Pvull) Aarall4
leu::Tnl0

MC4100 malZ Spec”

F mcr4 A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80lacZAM15

AlacX74 deoR recAl araD139(ara-leu)7697 galU galK

rpsL(StrR) endA 1 nupG

Acarbose-Produzent, WT

Acarbose-Produzent

Actinorhodin, spc-1

MOGK ET AL., 1999

MOGK ET AL., 1999

STUDIER & MOFFAT, 1986

Stratagene (Amsterdam, NL)

MIROUX & WALKER, 1996
MIROUX & WALKER, 1996
DECKER ET AL., 1993

EHRMANN & B0OOS, 1987

Y ANISCH-PERRON ET AL.,
1985

DSM 498

Invitrogen (Karlsruhe)

W. Boos iiber M. Ehrmann

Invitrogen (Karlsruhe)

ATCC 31044

Bayer AG, Wuppertal

W. Piepersberg iiber M.
Jarling
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5.3 Medien
5.3.1. Kultivierung von Escherichia coli

Vollmedien

LB-Medium setzte sich aus 1 % Bacto Trypton, 0,5 % Hefeextrakt und 1 % NaCl zusammen und wurde mit 1 N
NaOH-Losung auf pH 7 eingestellt. Platten enthielten zusétzlich 1,5 % Agar-Agar (MILLER, 1972). 2 x LB-
Medium bestand aus 2 % Bacto Trypton, 2 % Hefeextrakt und 0,5 % NaCl und wurde mit 1 N NaOH-Losung
auf pH 7 eingestellt (DEAN ET 4L., 1992). 2YT-Medium enthielt 2 % Bacto Trypton, 2 % Hefeextrakt und 1 %
NaCl und wurde mit 1 N NaOH-L&sung auf pH 7 eingestellt (SAMBROOK ET AL., 1989). NB-Medium bestand
aus 0,8 % DIFCO-Bacto-Nutrient-Broth und 0,5 % NaCl (ROTH, 1970). TPi-Medium setzte sich aus 2 % Bacto
Trypton, 1,5 % Hefeextrakt, 0,8 % NaCl, 0,2 % Na,HPO, und 0,1 % KH,PO, zusammen (MOORE ET AL., 1993).
SOB-Medium bestand aus 2 % Bacto Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,05 % NaCl und 2,5 mM KCI und wurde
mit 1 N NaOH-Losung auf pH 7 eingestellt. Zur Herstellung des SOC-Mediums wurde SOB-Medium
zusitzlich mit 10 mM MgCl, und 20 mM Glukose versetzt (HANAHAN, 1983).

Minimalmedium
M63-Medium (MILLER, 1972) bestand aus 0,19 g MgSO,4 x 6 H,0, 13,6 g KH,PO4 und 2 g (NH4),SO4ad 1 1 A.
dest. Mit KOH wurde der pH auf 7 eingestellt. Nach dem Autoklavieren wurden 80 pl einer sterilen 0,5 %igen

FeSO,-Losung zugegeben. Als Kohlenstoff-Quellen wurden Maltose, Glukose oder Glycerin zu je 0,5 %
angeboten.

Medienzusitze bzw. Antibiotika und Supplemente

Den Medien wurden bei Bedarf zur Selektion auf Plasmide die entsprechenden Antibiotika in folgenden
Endkonzentrationen zugesetzt: Ampicillin 100 pg/ml, Chloramphenicol 20 pg/ml (in 70 % Ethanol), Kanamycin
50 pg/ml.

5.3.2. Kultivierung von Actinoplanes sp. und Streptomyces lividans

Vollmedium

TSB-Medium enthielt 30 % Trypton Soja Broth (Oxoid) (HOPWOOD ET AL., 1985). NB-S-Medium setzte sich
zusammen aus 1 % Glukose, 0,4 % Pepton aus Casein, 0,05 % MgSO,, 0,2 % KH,PO,, 0,4 % K,HPO, und 0,4
% Hefeextrakt. SMA-Platten bestanden aus je 20 % Mannit, Sojamehl (entfettet) und Agar (DISTLER ET AL.,
1985). SPMR-Platten enthielten 10,3 % Saccharose, 1 % MgCl,, 0,5 % Hefeextrakt (DIFCO), 5 % Glukose, 20
ml 1 M TES-Puffer (pH 7,6), 2 ml Spurenelemente-Losung (s. unter Minimalmedium) und 2,2 % Agar
(DIFCO). Nach dem Autoklavieren wurden 2 ml einer 5 M CaCl,-Losung dazugegeben (BABCOCK & KENDRICK,
1988).

Minimalmedium

MNS-Medium (Minimalmedium nach NEUMANN mit Spurenelementen) bestand aus 5,7 g Tris-HCI, 1 g NaCl,
2 g (NH4),SO,4, 0,5 g K,SOy4, 0,2 g MgSO,, 0,1 g CaCl,, 0,34 g KH,PO4 ad 1 1 A. dest. Mit einer 20 %igen
H,SO,-Losung wurde der pH-Wert auf 7,2 eingestellt. Nach dem Autoklavieren wurden 10 ml einer sterilen
Spurenelemente-Losung (HOPWOOD, 1985) hinzugegeben. Diese Spurenelemente-Losung setzte sich wie folgt
zusammen: 40 mg ZnCl,, 200 mg FeCl; x 6 H,0, 10 mg CuCl, x 2 H,0, 10 mg MnCl, x 4 H,0, 10 mg Na,B,0,
x 10 H,0, 10 mg (NHg)sMo0;0,4 x 4 HyO ad 1 1 A. dest. Als Kohlenstoff-Quellen wurden Acarbose, Glycerin,
Glukose, Maltose, Maltodextrine (Maltotriose bis Maltohexaose), MD50 (Starkehydrolysat, enthilt Maltose und
Maltotriose), Laktose, Trehalose, Saccharose so wie Haferspelzen- und Birkenholzxylan zu je 0,5 % und im
Falle von MD50 auch zu 7 % angeboten.
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Acarbose-Produktionsmedium

Das Acarbose-Produktionsmedium (STRATMANN, 1997) setzte sich aus drei verschiedenen Losungen zusammen,
die getrennt voneinander angesetzt und anschlieBend zusammengegeben und sterilfiltriert wurden. Losung 1
bestand aus 70 g MD50, 5 g (NH,),SO, und 2 g Hefeextrakt ad 400 ml A. dest. Die Losung 2 enthielt 1 g
K,HPO,, 1 g KH,PO, und 5 g Tri-Natrium-Citrat ad 400 ml A. dest. Losung 3 bestand aus 1 g MgCl, x 6 H,0,
0,25 g FeCl; x 6 H,O und 2 g CaCl, x 2 H,O ad 200 ml A. dest.

Medienzusitze bzw. Antibiotika

Zur Selektion auf Plasmide wurde Thiostrepton in einer Endkonzentration von 25 pg/ml Medium (Stock 25
mg/ml DMSO, mit Wasser verdiinnen) zugegeben.

5.4 Lagerung und Anzucht der Stimme
5.4.1 Stammbhaltung

Escherichia coli: Zum Anlegen von Dauerkulturen der verschiedenen Stimme und Transformanten wurden
800 pl einer frischen, in NB-Medium gezogenen, {i.N.-Kultur mit 70 pl DMSO in einem Wheaton-Réhrchen
(Zinsser, Frankfurt/Main) vermischt und bei — 80°C gelagert.

Actinoplanes sp.: Die beiden Stimme von Actinoplanes sp. wurden zur dauerhaften Lagerung zunichst fiir drei
Tage in 5 ml TSB-Medium gezogen. 500 pl dieser Kulturen wurden schlieBlich mit 400 pl 87 %igem Glycerin
in einem Wheaton-Réhrchen vermischt und ebenfalls bei — 80°C gelagert.

Streptomyces lividans: Zellen von Streptomyces lividans wurden als Sporensuspension dauerhaft bei — 20°C
gelagert. Zur Herstellung solcher Sporensuspensionen wurden Einzelkolonien auf SMA-Platten ausgestrichen
und fiir vier bis sechs Tage bei 30°C inkubiert. Wéhrend dieser Zeit entwickelten sich die Sporen, die dann mit
5 ml 20 % Glycerin iiberschwemmt und mit der Impfose abgestrichen wurden. Um enthaltene Agarreste zu
entfernen, wurde die Suspension schlieBlich durch Haushaltswatte (gestopft in eine Einwegspritze und
autoklaviert) filtriert.

5.4.2 Anzucht und Wachstumsbedingungen

Escherichia coli: Fiir die Anzucht der verschiedenen Stimme und Transformanten wurden vorab Ausstriche von
Dauerkulturen bzw. Reinigungsausstriche von Transformationsansétzen auf LB-Platten angefertigt. Von diesen
Platten, die als Stammplatten fiir einige Tage bei 4°C aufbewahrt werden konnten, erfolgte zunichst die
Inokulation von 2 — 5 ml Fliissigmedium im Glasréhrchen zur Vorkultivierung der Zellen bei 37°C iiber Nacht.
Fiir die Uberexpression plasmidkodierter Gene, die Transportversuche sowie die Herstellung von Zellextrakten
wurden schlieBlich verschiedene Fliissigmedien in einem Volumenverhéltnis von 1:100 aus den Vorkulturen
angeimpft. Die Anzuchten solcher Hauptkulturen (25 — 500 ml) erfolgten in der Regel bei Temperaturen von
30°C oder 37°C und stets in Schikanekolben so wie unter guter Beliftung (220 rpm, Modell G25, New
Brunswick Scientific, Nirtingen). Das Wachstum wurde durch Messung der Lichtstreuung bei einer
Wellenldnge von 650 nm in einem Spektralphotometer (Ultrospec 2000, Pharmacia) verfolgt.

Actinoplanes sp.: Die Kultivierung der beiden Stdimme erfolgte zundchst durch Anzuchten von Vorkulturen.
Dazu wurden 5 ml TSB-Medium im Glasr6hrchen mit 400 pl Dauerkultur beimpft. Nach drei Tagen wurden die
Hauptkulturen fiir die Ermittlung von Transportraten und Proteinmustern angelegt. Dafiir wurden entweder
Minimalmedium MNS oder Vollmedium TSB bzw. Acarbose-Produktionsmedium (je 100 ml in
1 1 Schikanekolben) in einem Volumenverhéltnis 1:100 aus den Vorkulturen angeimpft. Fiir die Priparation
chromosomaler DNA erfolgte die Kultivierung in 30 ml NB-S-Medium im 250 ml Schikanekolben. Die Anzucht
solcher Hauptkulturen erfolgte stets bei einer Temperatur von 30°C so wie unter guter Beliiftung (280 rpm,
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Modell G25, New Brunswick Scientific, Niirtingen). Das Wachstum wurde durch Bestimmung des
Proteingehaltes der Kultur (s. 5.7.3) verfolgt.

Streptomyces lividans: Die Anzucht erfolgte so wie bei Actinoplanes sp. unter guter Beliiftung und stets bei
30°C. Zur Kultivierung wurden 5 ml TSB-Medium im Glasréhrchen mit 75 ul Sporensuspension inokuliert.
Diese Vorkultur wurde drei Tage bebriitet, um damit in einem Volumenverhéltnis von 1:50 die Hauptkulturen
(50 ml in 250 ml Schikanekolben) fiir die Herstellung von Protoplasten, die Expressionsversuche und die
Priparation chromosomaler DNA anzuimpfen.

5.5Plasmide und Oligonukleotide

Die Tabellen 5.2 und 5.3 umfassen die in dieser Arbeit verwendeten Klonierungsvektoren, Expressionsplasmide und
Oligonukleotide.

Tabelle 5.2: Liste der Plasmide

Plasmid Resistenz Beschreibung Referenz/Herkunft
Klonierung

pl03B3.1 Amp acbHFG in pUCI18 M. Jarling, AG Prof. Piepersberg
(Wuppertal)

pASK-IBA7 Expressionsvektor , py, N-term. Strep-Tagll IBA-GmbH (Géttingen)

pBAD/HisA  Amp Expressionsvektor, p.apap, N-term. (His)¢-Tag Invitrogen (Karlsruhe)

pFSA14 Amp malEy , in pGem-t SCHEFFEL, 2004

pLysS Cam Peet, gene 1 (T7-Lysozym) STUDIER, 1991

pPWW49- Tst/Amp  Shuttlevektor, ori pUC18, ori plJ101, ermEp DOUMITH ET AL., 2000, tiber U.

GenPoly Wehmeier

pET19b Amp Expressionsvektor, pr7,., N-term. (His);;-Tag  Novagen

pET22b Amp Expressionsvektor, pr7.., C-term. (His)¢-Tag,  Novagen

pelB-Signalsequenz
pUCI18/19 Amp Klonierungsvektor, , piac Y ANISCH-PERRON ET AL., 1985
pQE9 Amp Expressionsvektor, prs, N-term. RGS-(His)s-  Qiagen (Hilden)
Tag

PQEG60 Amp Expressionsvektor, prs, C-term. (His)s-Tag Qiagen (Hilden)

pOFX tac- Kan groES groEL auf pOFX, pe. CASTANIE ET AL., 1997

SL1

Expression
pCB2 Amp acbH in pPBAD/HisA, Cys1Met diese Arbeit
pCB3 Amp acbH in pASK-IBA7, Cys1Met diese Arbeit

27




pCB5 Amp malE in pQE9 diese Arbeit, Abbildung 5.1

pCB6 Amp acbH in pQE9, Cys1Met, Thr430Ala, diese Arbeit
Tle431Asp
pCB7 Amp acbH in pQE9, Cys1Ala, Thr430Ala, diese Arbeit
Ile431Asp
pCBS8 Amp acbH in pQEG60, Cys1Met, Thr430Ala, diese Arbeit
Ile431Asp
pCB9 Amp acbH in pET19b, Cys1Met, Thr430Ala, diese Arbeit
Ile431Asp
pCB10 Amp acbH in pET19b, Cys1Met diese Arbeit, Abbildung 5.2
pCB11 Amp pCB10 ohne Ndel-Schnittstelle vor achH diese Arbeit, Abbildung 5.3
pCBI12 Tst/ Amp  (His)jg-acbH von pCB11 amplifiziert in diese Arbeit, Abbildung 5.4

pPWW49-GenPoly

pCB14 Amp acbH in pET22b, Cys1Met diese Arbeit

Tabelle 5.3: Liste der Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz Konstruktion/
Amplifikation von
PCR

acbH1, 5’ gac gac ' CTC GAG * ATG * GGC AGT GAC GAC AAG AGC Xhol, pCB2
acbH2, 3 ctt acc GGT ACC TCA TCA * GCG GAA AAT CGT CTT Kpnl, pCB2
acbH3, 5 gac gac GGA TCC ATG GGC AGT GAC GAC AAG AGC GG BamH1, pCB3/4/6
acbH4, 3' acc agec AAG CTT TCA GCG GAA AAT CGT CTT CGC CT Hindlll, pCB3/4
acbH5, 3 acc age AAG CTT TCA GCG GAA ATC GGC CTT CGC CTG Hindlll, pCB6/7
acbH6, 5 gac gag GGA TCC GCC GGC AGT GAC GAC AAG AGC GGG BamHI, pCB7
acbH7, 5 gac cgg gCC ATG GGC AGT GAC GAC AAG AGC GGG ACG Ncol, pCBS8/14
acbHS, 3 age ccc AGA TCT® GCG GAA ATC GGC CTT CGC CTG GTC Bglll, pCB8
acbH9, 5 gac gag CAT ATG GGC AGT GAC GAC AAG AGC GGG ACG Ndel, pCB9
acbH10, 3 acc agc GGA TCC TCA GCG GAA ATC GGC CTT CGC CTG BamHI, pCB9
acbH12, 5 ¢ gag cgg CAT ATG GGC AGT GAC GAC AAG AGC GGG ACG  Ndel, pCB10
acbH13, 3 cce gee GGA TCC CCG GTC GAA TGG TCG GGG TCA TCA BamHI, pCB10/12
acbH16, 5 tata tgg CAT ATG CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAT CAT Ndel, pCB12
acbH17, 3 agc ccc GGA TCC® GCG GAA AAT CGT CTT CGC CTG BamHI, pCB14
malE1pQE, 5: acg cga GGA TCC AAA ATC GAA GAA GGT AAA CTG BamH]I, pCB5
malE2pQE, 3 cta aag AAG CTT TTA CTT GGT GAT ACG AGT CTG Hindlll, pCB5
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Frs24, 5 TTA TCG GAT CCG CGG GAA CCT CGA ACG GTG GTC malE von
A. acidocaldarius
KH2, 3 TTT AAA GGA TCC TTG TGC CAT GAT GCC TTT TTG malE von
A. acidocaldarius
malE-S.coell,5 TGC GGC GGA GAC GGC GAC AGC GAC AGC GAG TCG GG malE von
S. lividans
malE-S.coel2,3 CTA CTT GCT GAA GTC CGG CAC CAG CTT GGC GAT GC malE von
S. lividans
Mutagenese
acbH14 C GAC GAC GAC GAC AAG CAC ¢ ATG GGC AGT GAC GAC pCBI11
AAG AGC
acbH15 GCT CTT GTC GTC ACT GCC CAT GTG CTT GTC GTC GTC pCBI11
GTCG
Hybridisierung
fishingMBP 5'—Digoxigenin-GCC TCC ACC GAC GAG GTC ACC GCcC ccaG PS % ASTDEVTAPA
GCC CTG GAC GGC TAC TGC LDGYC
fishingMBP2 5-Digoxigenin-AAC TTC TA(CT) GAC CCG TA(CT) (AT)(GC)C  PS: NFYDPYSW
TGG

"nicht-komplementire Sequenz, die der eingefiihrten Schnittstelle angrenzt

2 eingefiihrte Restriktionsschnittstellen

* Austausch Cys zu Met oder Ala

* Stopcodon

* Deletion Stopcodon

® Austausch Mutagenese (Eliminierung der Restriktionsschnittstelle fiir Ndel)
75" 5'-Primer, 3': 3'-Primer

8 PS: Peptidsequenz

5.6 Genetische und Molekularbiologische Methoden

5.6.1. DNA-Priparationen

5.6.1.1. Plasmid-Priparationen

Die Priparation von Plasmid-DNA aus Zellen von E. coli wurde prinzipiell mit dem CONCERT " High Purity
Plasmid Miniprep System von Life Technologies durchgefiihrt.

5.6.1.2. Priparation chromosomaler DNA aus Actinoplanes sp. 50/110 und Streptomyces lividans

Die Isolierung chromosomaler DNA erfolgte anféinglich in Anlehnung an das von POSPIECH & NEUMANN (1995)
erstellte Protokoll durch enzymatische Lyse der Zellen. Spiter wurden die Zellen im Falle von Actinoplanes sp.
mechanisch im Morser aufgeschlossen.

Enzymatische Lyse: Nach dreitdgiger Anzucht in NB-S-Medium (s. 5.4.2) wurden die pelletierten Zellen in 10
ml SET (75 mM NaCl, 25 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5) resuspendiert. Parallel zur
Lysozymbehandlung (1 mg/ml) erfolgte die Inkubation bei 37°C fiir eine Stunde zusdtzlich mit 100 U/ml
Mutanolysin. Nach der Zugabe von 1/10 Volumen 10 % SDS und 0,5 mg/ml Proteinase K wurde die Suspension
unter gelegentlichem Schiitteln fiir zwei Stunden bei 55°C gehalten. AnschlieBend erfolgte die Abtrennung der
Zelltriimmer durch Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 5000 g. Der Uberstand wurde mit 1/3 Volumen 5 M NaCl
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und 1 Volumen Chloroform versetzt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach einer
weiteren Zentrifugation wurde der Uberstand iiber das Protokoll von Pospiech und Neumann hinaus einer
zweifachen Phenol/Chloroform-Behandlung unterzogen. Dazu wurde jeweils der Uberstand mit 1/2 Volumen
Phenol und 1/2 Volumen eines Isoamylalkohol/Chloroform-Gemisches (1 : 24) versetzt, gemischt und fiir 20
Minuten bei 8000 g und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach dieser Abtrennung verunreinigender Proteine
wurde die DNA-haltige obere, wéssrige Phase mit 1/3 Volumen 3 M Na-Acetat (pH 4,8) gemischt und
anschlieBend mit dreifachem Volumen eiskaltem Ethanol iiber Nacht bei — 20°C zur Féllung der DNA gehalten.
Nach einer weiteren Zentrifugation wurde das DNA-Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und in 500 pl TE-
Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8) mit 1 ug RNase gelost.

Mechanische Lyse: Die Zellen wurden ebenso wie zur enzymatischen Lyse angezogen, pelletiert und in SET
(allerdings hier mit 300 mM NaCl) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann tropfchenweise in fliissigem
Stickstoff eingefroren, in einen ebenfalls durch fliissigen Stickstoff gekiihlten Moérser tiberfithrt und mit dem
eiskalten StoBel pulverisiert. Dabei wurde streng darauf geachtet, durch wiederholte Zugabe von fl. Stickstoff die
Zellen bzw. pulverisierten Zellen konsequent in gefrorenem Zustand zu halten. In einen zweiten Morser, der
lediglich durch Halten auf Eis vorgekiihlt war, wurde 1 Volumen des Gemisches Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) zusammen mit 1 % SDS vorgelegt. In dieses Gemisch hinein wurden die pulverisierten
Zellen gegeben und unter weiterem Stofeln gut durchmischt. Nach einer Zentrifugation bei Raumtemperatur
(5000 g, 20 Minuten) wurde die obere Phase mit 1 Volumen Chloroform-Isoamylalkohol gemischt, kriftig
geschiittelt und zentrifugiert. Aus dieser oberen Phase nun konnte durch Zugabe von 2,5 Volumen eiskaltem 96
%igen Ethanol die DNA ausgefillt und abzentrifugiert (5000 g, fiinf Minuten, 4°C) werden. Das DNA-Pellet
wurde in kaltem 70 %igen Ethanol gewaschen und schlieBlich in 0,5 ml H,O geldst. Zum Abbau stérender RNA-
Molekiile wurde 1 pg RNase hinzugegeben.

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration und -Reinheit wurde die Absorption der Losung bei den Wellenldngen
260 nm und 280 nm in einem Spektralphotometer (Ultrospec 2000, Pharmacia) gemessen. Nach HARWOOD &
CUTTING (1990) konnte die Konzentration anhand folgender Formel berechnet werden:

Cona [1g/ul] = (OD2g x 0,063) — (ODyg x 0,036)

Zur Bestimmung des Reinheitsgrades wurde der Quotient aus OD,q, und OD»g, gebildet. Bei einem Quotienten
von 1,8 bis 2,0 lagen reine DNA-Priparationen vor (SAMBROOK ET AL., 1989).

5.6.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurden ausgewihlte DNA-Bereiche in vitro amplifiziert. Sowohl
Plasmid-DNA als auch chromosomale DNA aus E. coli, Actinoplanes sp. und S. lividans dienten als Matrize (s.
5.6.1.2). Im Falle von E. coli wurde hierfiir nicht das Chromosom isoliert, sondern lediglich 1 ml einer
Ubernachtkultur (LB-Vollmedium) fiir fiinf Minuten gekocht und nach Zentrifugation (1 Minute, 13000g) 1 pl
des resultierenden Uberstandes als Template eingesetzt. Durch die Auswahl jeweils spezifischer
Oligonukleotidprimer wurden die Amplifikate mit fiir die Klonierungen geeigneten Restriktionsschnittstellen
versehen (s. Tab 5.3 und 5.6.8).

Die Amplifikationen erfolgten im TRIO-Thermoblock 48 der Firma Biometra und in Anlehnung an Vorschldge
zur Profilgestaltung und Zusammensetzung der Reaktionen durch den Hersteller der DNA-Polymerase. In
Abhéangigkeit von der GroBe und Art des Amplifikats (GC-Gehalt) und der generierten Oligonukleotidprimer
variierten letztlich die PCR-Profile in der initiierenden Denaturierungsdauer der DNA, in der Mg*'-
Konzentration, in der Anlagerungstemperatur der Primer und in der Dauer fiir die Primerverlangerung. Konstant
blieben das Endvolumen der Reaktionsansitze von 50 pl, die jeweilige Uberschichtung mit Mineraldl, die
ausschlieBliche Verwendung von 1U der Platinum®-Pfx-DNA-Polymerase und der Einsatz von final 2 uM eines
dNTP-Gemisches so wie final 100 uM bzw. 10 uM Primer fiir die Amplifikation von DNA aus Actinoplanes sp.
und S. lividans resp. E. coli.

Detaillierte Profilgestaltungen der Reaktionen sind in den entsprechenden Abschnitten zu Konstruktionen der
verschiedenen Expressionsplasmide (5.6.8) und zu DNA-DNA-Hybridisierungen (5.6.9.4) aufgefiihrt.
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5.6.3. DNA-Modifikationen

Die in vitro Verdnderungen von DNA-Molekiilen wie Restriktionen, Dephosphorylierungen linearisierter
Vektoren mit alkalischer Phosphatase und Ligationen zur Konstruktion von Expressionsvektoren erfolgten nach
den von den Herstellern empfohlenen Bedingungen.

Die Herstellung DIG-markierter DNA-Sonden erfolgte mit Hilfe des ,,DIG DNA Labeling and Detection Kit,
Nonradioactive der Firma Roche Diagnostics (Mannheim). Lediglich die Markierung der DNA-Fragmente, die
aus den Peptidsequenzen abgeleitet wurden, wurde von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) iibernommen.

5.6.4. Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese wurde mit Hilfe des ,,Quik®Change Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma
Stratagene (La Jolla, USA) genau nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Der Erfolg der Mutagenese konnte
durch Sequenzierung des Allels bestétigt werden.

5.6.5. Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die analytische und préparative Auftrennung von ungeschnittener bzw. geschnittener DNA erfolgte mittels
horizontaler Elektrophorese in 1 %igen Agarosegelen in 1 x TOE-Puffer (20 x Stocklosung: 9,68 % Tris, 1,36 %
Na-Acetat und 0,74 % EDTA, pH8 mit konz. Essigsdure) nach SAMBROOK ET AL. (1989). Die Proben wurden mit
1/10 Volumen Probenpuffer (50 % Glycerin, 1 % SDS, 0,1 M EDTA und 0,1 % Bromphenolblau in 1 x TOE-
Puffer) versetzt. Als GroBenstandard diente eine Kb-DNA-Leiter. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung
von 110 V durchgefiihrt. Zur Sichtbarmachung der DNA im UV-Licht wurden die Gele fiir 15 Minuten in einer
Ethidiumbromidlosung (4 pg/ml H*0) geférbt und anschlieBend in Wasser gewaschen.

5.6.6. Isolierung von DNA-Fragmenten

Zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das CONCERT ' Rapid Gel Extraction System
von Life Technologies benutzt.

5.6.7. Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen von klonierten DNA-Fragmenten wurden durch die Firma AGOWA (Berlin) sowie
durch Dr. M. Meixner (Dienstleistungen in der Molekularbiologie, DLMBC) vorgenommen.

5.6.8. Konstruktion ausgewihlter Expressionsvektoren

Durch Sequenzierung der Konstrukte wurden die Erfolge der Klonierungen iiberpriift und konnten bestitigt
werden.

5.6.8.1. Das Expressionsplasmid pCBS

Das malE-Gen wurde ohne die Sequenz fiir das Signalpeptid mit den Primern malE1pQE/malE2pQE in einer
PCR mit 4 mM MgSO, vom Chromosom von E. coli amplifiziert. Die Profigestaltung war folgende: initiierende
Denaturierung: 3 Min, 94°C; Primeranlagerung: 60°C; Elongation: 68°C. Uber die durch die Primer
vorgegebenen Restriktionsschnittstellen wurde das Amplifikat in den Vektor pQE9 ligiert (Abbildung 5.1).
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BamHI Hindlll
am malE indl

Abbildung 5.1: Konstruktion des Expressionsplasmids pCB5. Durch diese Klonierung ist MalE vor der Aminoséure Lys 1 des reifen
Proteins zusammen mit den Kodons der BamHI-Schnittstelle fiir Gly und Ser N-terminal mit einem Histidin-Tag mit der Sequenz
MRGSH; 4GS fusioniert.

5.6.8.2. Das Expressionsplasmid pCB10

Das acbH-Gen wurde ohne die Sequenz fiir das Signalpeptid mit den Primern acbH12/acbH13 in einer PCR mit
2 mM MgSO,4 vom Chromosom von Actinoplanes sp. 50/110 amplifiziert. Die Profigestaltung war folgende:
initiierende Denaturierung: 5 Min, 98°C; Primeranlagerung: 69°C; Elongation: 68°C. Uber die durch die Primer
vorgegebenen Restriktionsschnittstellen wurde das Amplifikat in den Vektor pET19b ligiert (Abbildung 5.2).

Ndel BamHI
|e acbH aml

Ndel BamHI

MGH(..,,SSGIHDHQ s

RBS
Amp'

lacl

Abbildung 5.2: Konstruktion des Expressionsplasmids pCB10. Durch diese Klonierung ist AcbH vor der Aminosdure Met, die das Cys 1
des reifen Proteins ersetzt, zusammen mit dem ersten Kodon der Ndel-Schnittstelle fiir His N-terminal mit einem Histidin-Tag mit der
Sequenz MGH,,)SSGHID4)KH fusioniert.

5.6.8.3. Das Expressionsplasmid pCB11

In Vorbereitung der Konstruktion des pCB12 wurde die Ndel-Schnittstelle vor dem acbH-Gen in pCB10 durch
ortsspezifische Mutagenese (5.6.4) in einer PCR mit den Primern acbH14/acbH15 entfernt. Die Profigestaltung
war folgende: initiierende Denaturierung: 30 Sek, 95°C; Primeranlagerung: 55°C; Elongation: 8 Min, 68°C
(Abbildung 5.3).
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achH

BamHI1
MGH,,,SSGHID,,| 7
, mcs
RBS
Prtac

Amp’

lacl

Abbildung 5.3: Konstruktion des Expressionsplasmids pCB11. Durch die Mutagenese wurde die Sequenz der Ndel-Schnittstelle
CATATG ortsspezifisch zu CACATG umgewandelt, so dass die Sequenz des resultierenden N-terminalen Histidin-Tags derjenigen des
Expressionsproduktes von pCB10 entspricht.

5.6.8.4. Das Expressionsplasmid pCB12

Das acbH-Gen wurde zusammen mit der durch den Vektor pET19b vorgegebenen Sequenz fiir einen Histidin-
Tag mit den Primern acbH16/acbH13 in einer PCR mit 2 mM MgSO, von pCBI11 amplifiziert. Die
Profigestaltung war folgende: initiierende Denaturierung: 1 Min, 95°C; Primeranlagerung: 69°C; Elongation:
68°C. Uber die durch die Primer vorgegebenen Restriktionsschnittstellen wurde das Amplifikat in den Vektor
pPWW49-GenPoly ligiert. Das Gen achH steht unter der Kontrolle des konstitutiven ermEp-Promotors.

Ndel BamHI
MH,,,SSGHID, KH acbH |

BamHI

Amp'

ori pUCIS8

Tsr

Abbildung 5.4: Konstruktion des Expressionsplasmids pCB12. pPWW49-GenPoly ist ein Shuttle-Vektor und enthdlt zwei Origins der
Replikation (ori pUC19 fiir Replikation in E. coli, ori plJ101 fir Replikation in S. /ividans) sowie zwei Antibiotika-Resistenzgene
(Ampicillin, Thiostrepton). Durch diese Klonierung ist AcbH vor der Aminosdure Met, die das Cys 1 des reifen Proteins ersetzt, mit der
Sequenz MH(,pSSGHID4KH fusioniert

5.6.9. DNA-DNA-Hybridisierung

5.6.9.1. Southern Blotting

Die DNA wurde aus dem Agarosegel (s. 5.6.5) unter Vakuum (40 cm H,0) mit einer LKB2016 VacuGene-
Kammer (Pharmacia, Freiburg) in Anlehnung an das Protokoll der Hersteller auf eine Hybond-N"
Nylonmembran transferiert. Dabei wurde das Agarosegel so lange unter Depurinierungslosung gehalten, bis sich
die Bromphenolblau-Bande der Lauffront gelb firbte. Die dafiir notwendige Zeit betrug in der Regel 25
Minuten. Ebenso lange wurde danach das Gel zunichst unter der Denaturierungslosung, anschlieend unter der
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Neutralisierungslosung gehalten. Der DNA-Transfer erfolgte schlieflich fiir eine Stunde unter der 20 x SSC-
Losung. Nach dem Blotting wurde die DNA drei Minuten mit UV-Licht bestrahlt und so auf der noch feuchten
Nylonmembran durch crosslinking fixiert. Zur spdteren Orientierung wurden noch der DNA-Standard und die
Probentaschen unter UV-Licht markiert.

5.6.9.2. Hybridisierung

Die verschiedenen Hybridisierungen wurden prinzipiell so wie im ,,DIG System User’s Guide for Filter
Hybridization® von Roche Diagnostics (Mannheim) vorgeschlagen durchgefiihrt. Die 30 miniitigen
Prahybridisierungen so wie die Hybridisierungen iiber Nacht mit 5 bis 50 ng DIG-markierter Sonde/ml
Hybridisierungslosung (s. 5.6.3) erfolgten im Hybridisierungsofen (Mini Oven II, MWG-Biotech) bei
Temperaturen zwischen 55°C und 59°C. Im Anschluss wurden die Nylonmembranen unter stringenten
Bedingungen gewaschen, um ungebundene DNA-Sonden zu entfernen.

In einzelnen Fillen wurden auch gebundene DNA-Sonden wieder entfernt (stripping), um die entsprechenden
Membranen fiir Rehybridisierungen einsetzen zu kdnnen.

5.6.9.3. Detektion

Die hybridisierten DNA-Sonden wurden iiber gebundene, Alkalische Phosphatase-gekoppelte Anti-DIG-
Antikérper und das Chemilumineszenzsubstrat CSPD® detektiert. Die Chemilumineszenz wurde mittels
Hyperfilm sichtbar gemacht.

5.6.9.4. Sonden

Zur Herstellung der Sonden wurden die jeweiligen malE-Gene vom Chromosom (S. /ividans) und von pFSA14
(4. acidocaldarius) in einer PCR mit jeweils 2 mM MgSO, amplifiziert und wie unter 5.6.3 beschrieben mit DIG
markiert. Die Profigestaltung fiir beide Gene war folgende: initiierende Denaturierung: 5 Min, 95°C;
Primeranlagerung: 65°C; Elongation: 68°C.

Die Primer Frs24 und KH2 und das Plasmid pFSA14 wurden freundlicherweise von F. Scheffel zur Verfiigung
gestellt.

5.6.10. Transformation

5.6.10.1. Transformation von E. coli

E. coli Zellen wurden entweder nach der CaCly-Methode (SAMBROOK ET AL., 1989) transformiert oder — zur
Erhohung der Transformationseffizienz bei Ligationsansitzen — mittels Elektroporation. Hierfiir wurden Zellen
von E. coli IM109 nach dem Protokoll des Herstellers des Elektroporationsgerites EasyjecT (Eurogentec,
Belgien) kompetent gemacht. Die Transformation iiber Elektroporation erforderte die Entsalzung des
Ligationsansatzes durch eine Butanolfallung. Dazu wurde der Ligationsansatz mit H,O auf 50 pl aufgefiillt, mit
450 pl n-Butanol versetzt und fiir zehn Sekunden gevortext. Nach 15 miniitiger Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen, das DNA-Pellet getrocknet und in 10 pl H,O geldst. 5 bis 10 pl wurden dann fiir die
Elektroporation eingesetzt. Die elektroporierten Zellen wurden in 1 ml SOC-Medium resuspendiert, fiir eine
Stunde bei 37°C geschiittelt und auf eine geeignete LB-Antibiotikum-Platte aufgetragen. Schlief8lich erfolgte ein
Einzelkolonieausstrich, von dem eine Dauerkultur angelegt wurde.

5.6.10.2. Transformation von S. lividans

Fiir die Transformation von S. /ividans war es zunichst notwendig, Protoplasten herzustellen.

Herstellung von Protoplasten: Fiir eine Vorkultur wurden 5 ml TSB-Medium mit 5 % PEG8000, 0,5 %
Glycerin und 5 mM MgCl, von einer Sporensuspension angeimpft. Die Hauptkultur wurde im gleichen Medium
fiir 16 Stunden gezogen, durch Zentrifugation (4000 g, 10 Minuten, 20°C) geerntet und dann mit 20 ml einer
10,3 %igen Saccharoselosung gewaschen. Das Zellpellet wurde schlielich in 8 ml P-Puffer resuspendiert, auf 1
mg/ml Lysozym eingestellt und so lange bei 37°C inkubiert, bis mikroskopisch betrachtet iiberwiegend
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Protoplasten und kein Mycel mehr erkennbar waren. Nach einer weiteren Zugabe von 8 ml P-Puffer wurde die
Suspension durch Haushaltswatte (gestopft in eine Einwegspritze und autoklaviert) filtriert. Das Filtrat wurde
zentrifugiert (3500 rpm in der Eppifuge, 10 Minuten, 20°C) und das Pellet in 1 ml P-Puffer resuspendiert. Zu
Aliquots von 50 pl wurden die Protoplasten zundchst bei — 20°C iiber Nacht eingefroren und schlieSlich bei
— 80°C gelagert (Motto: langsam einfrieren — schnell auftauen).

P-Puffer (HopwooD, 1985) 103 g Saccharose
0,5 g KzSO4
20g MgCl,
2 ml Spurenelemente-Losung

ad 800 ml H,0, autoklavieren und Zugabe von

100 ml TES-Puffer (5,73 %, pH 7.2)
1 ml KH,PO, (0,5 %)
100 ml CaCl, (3,68 %)

Transformation: Die zu je 50 pl aliquotierte Protoplastensuspension wurde ziigig aufgetaut, zentrifugiert (3500
rpm in der Eppifuge, sieben Minuten, Raumtemperatur) und der Uberstand vorsichtig abgenommen. Die
Protoplasten wurden ebenfalls vorsichtig wieder in 50 pl P-Puffer resuspendiert und dann das Plasmid
zugegeben (maximal 10 pl). Nach Zugabe von 200 pl T-Puffer wurde der Ansatz mit der Pipette durchmischt
und unmittelbar darauf 1 ml P-Puffer hinzugefiigt. Sofort danach wurden von der Suspension unterschiedliche
Volumina auf SPMR-Platten aufgetragen. Die Platten inkubierten fiir einen Tag bei 30°C und wurden dann erst
zur Selektion mit dem Antibiotikum Thiostrepton iiberschichtet und fiir weitere fiinf bis sieben Tage inkubiert.
SchlieBlich erfolgte ein Einzelkolonieausstrich auf SMA-Thiostrepton-Platten und nach einigen Tagen konnte
eine Sporensuspension (s. 5.4.1) angelegt werden.

T-Puffer (HopwooOD, 1985) 25 ml 10,3 % Saccharose
0,2 ml Spurenelemente-Losung
1 ml K»S04 (2,5 %)

ad 75ml H,O, autoklavieren und Zugabe von

0,2 ml CaCl, (3,68 %)
0,5 ml Tris/Maleinsdure (1 M, pH 8)

Zum Gebrauch 1:1 (v:w) mit sterilem PEG8000 im 80°C heillen Wasserbad mischen.

5.7 Analytische und Biochemische Methoden

5.7.1. Zellaufschluss und Zellfraktionierung

5.7.1.1. Zellaufschluss in einer French Pressure Cell

E. coli: Die Zellen aus den Hauptkulturen (s. 5.4.2) wurden pelletiert (8000 g, 20 Minuten, 4°C) und in 1 ml
Aufschlusspuffer pro 50 ml Kultur ODgsp = 1 aufgenommen. Diese Suspension wurde einmal bei 16 000 psi
durch die grofe kalte Kammer einer French Pressure Cell gepresst. Direkt im Anschluss erfolgte die
Zellfraktionierung (s. 5.7.1.3).

Aufschlusspuffer 20 mM Tris/HCI, pH 7,2
5% Glycerin
300 mM NaCl
20 mM B-Mercaptoethanol

0,1 mM PMSF
Spatelspitze DNase
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Actinoplanes sp.: Aus den Hauptkulturen (s. 5.4.2) wurden zu verschiedenen Zeitpunkten des Wachstums die
Zellen geerntet (5000 g, 20 Minuten, 4°C) und je nach Zelldichte in 5 ml bis 15 ml Minimalmedium MNS mit
0,1 mM PMSF resuspendiert. Nach Zugabe einer Spatelspitze DNase wurde die Suspension zweimal
hintereinander bei 14 000 psi durch die kleine kalte Kammer einer French Pressure Cell gepresst. Direkt im
Anschluss erfolgte die Zellfraktionierung (s. 5.7.1.3).

5.7.1.2. Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung

Streptomyces lividans: Aus den Hauptkulturen (s. 5.4.2) wurden die Zellen geerntet (5000 g, 20 Minuten, 4°C)
und in geeignete Volumina Minimalmedium MNS mit 0,1 mM PMSF resuspendiert. Nach Zugabe einer
Spatelspitze DNase wurde die Suspension einer Ultraschallbehandlung mit einem BRANSON-Sonifier 250
(Heinemann, Schwibisch Gmiind) unterzogen. Die stets auf Eis gehaltenen Zellen wurden dabei drei mal fiir
eine Minute mit jeweils einer Minute Pause bei 40 % bis 60 % Output beschallt. Direkt im Anschluss erfolgte
die Zellfraktionierung (s. 5.7.1.3).

5.7.1.3. Zellfraktionierung

Nach dem Zellaufschluss wurden die Zellbestandteile von E. coli, Actinoplanes sp. und Streptomyces lividans in
gleicher Weise nach einer modifizierten Methode von HOBSON ET7 4L. (1984) fraktioniert. Zelltriimmer und nicht
aufgeschlossene Zellen wurden bei 14.000 g (15 min, 4 °C) als Low Speed Pellet (LSP) abzentrifugiert. Die im
Uberstand enthaltenen Membranen wurden dann durch Ultrazentrifugation bei 200.000 g (1 h, 4 °C) vom
Cytosol getrennt. Membranen und LSPs wurden in geeigneten Volumina des jeweiligen Puffers, der auch fiir
den Zellaufschluss verwendet wurde, resuspendiert. Die einzelnen Zellfraktionen wurden schlieflich in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

5.7.2. Priparation des Osmoschock-Uberstandes

Die fiir die Féllungsexperimente eingesetzten Periplasmafraktionen (s. 5.7.9) wurden so wie bei NOSSAL &
HEPPEL (1966) beschrieben durch eine Osmoschock-Behandlung der Zellen E. coli K12 gewonnen. Die Zellen
wuchsen iiber Nacht in 25 ml Minimalmedium M63 mit 0,5 % Maltose, um die Expression des chromosomal
kodierten Gens malE zu induzieren. Ein MalE freier Osmoschock-Uberstand wurde von solchen Zellen
préapariert, denen zum Wachstum alternativ 0,5 % Glukose angeboten wurde. AbschlieBend wurden die
Fraktionen zweimal gegen 1000-faches Volumen 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 dialysiert.

5.7.3. Bestimmung der Proteinkonzentration

Der Gehalt an Protein verschiedener Losungen wurde in Abhéngigkeit von der Abkunft der Proben mittels
zweierlei Verfahren ermittelt.

Nach der Methode von DULLEY & GRIEVE (1975), basierend auf dem Protokoll von LOWRY ET 4L. (1951), wurde
der Proteingehalt ganzer Zellen von Actinoplanes sp. bestimmt. Dazu wurden geeignete Aliquots der Kulturen
pelletiert und drei ,,Freeze-Thaw*-Zyklen (Wechselbad zwischen 95 °C und fliissigem Stickstoff) unterzogen. Je
nach Zelldichte wurden die Pellets dann in bis zu 800 ul 1 N NaOH-Ldsung resuspendiert und unter Schiitteln
bis zur Lyse der Zellen bei 95 °C gehalten. Als Standardprotein diente RSA, welches auf gleiche Weise mit 1 N
NaOH (3 : 1) behandelt wurde. Fiir die Zusammenstellung der Lowry-Losung wurde das Na,CO; nicht in NaOH
angesetzt sondern in H,O.

Die Mengen an gereinigtem Protein so wie Proteingehalte von Zellfraktionen wurden mit Hilfe des ,,BCA-
Protein-Assay-Kit“ der Firma Pierce (Rockford, USA) quantifiziert. Dabei wurden in Anlehnung an das
Herstellerprotokoll geeignete Aliquots der einzelnen Proben mit dem gleichen Puffer, in dem diese bereits
vorlagen, auf 50 pl aufgefiillt, mit 1 ml Reagenzgemisch versetzt und fiir 30 Minuten bei 60°C inkubiert. Als
Standardprotein diente RSA, welches ebenfalls mit dem jeweils entsprechenden Puffer behandelt wurde.
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5.7.4. Gelelektrophoretische Darstellung von Proteinen

Zur Darstellung von Proteinmustern wurden SDS-Polyacrylamidgele nach LAEMMLI (1970) eingesetzt. Bei allen
Gelen betrug im Sammelgel die Acrylamidkonzentration 4,9 % und die Bisacrylamidkonzentration 0,13 %. Im
Trenngel lag die Acrylamidkonzentration bei 10 % oder 12,5 % und die Bisacrylamidkonzentration bei 0,27 %
resp. 0,32 %. Die Elektrophorese von Minigelen (Trenngellinge etwa 6 cm, Geldicke 0,75 mm) erfolgte in einer
mit 1 x Elektrophoresepuffer gefiillten Kammer des Typs Mini-Proteanll” der Firma BioRad (Miinchen) bei
einer Spannung von 150 V. Die Proben wurden entsprechend der Proteinkonzentration mit 2 x oder 10 x
Probenpuffer versetzt. Zur Bestimmung der relativen molaren Massen der aufgetrennten Proteine wurde der
,broad range* Standard (BioRad), der zusitzlich das Maltose-Bindeprotein (40 kDa) von E. coli enthielt,
mitgefiihrt. Nach der Elektrophorese wurden die Proteine durch ein zehnminiitiges Bad in 40 % Isopropanol/10
% Essigsdure im Gel fixiert und anschlieBend in einer Serva-Blau R.-Losung durch zweiminiitiges Erhitzen in
einer Mikrowelle gefirbt. AbschlieBend wurde das Gel zur Entfiarbung des Hintergrundes in 10 % Essigsédure
gewaschen (WALTER, 1992, WONG ET 4L., 2000).

Elektrophoresepuffer (10 x) 0,25M  Tris
1,92M  Glycin
35mM  SDS

Probenpuffer (2 x) 4% SDS
25 % Sammelgelpuffer
30 % Glycerin
10 % -Mercaptoethanol
0,002 % Bromphenolblau

Probenpuffer (10 x ) 20 % SDS
50 % Sammelgelpuffer (5 x
30 % Glycerin
5% B-Mercaptoethanol
0,05 %  Bromphenolblau

Sammelgelpuffer 0,5M Tris/HCI, pH 6,76
0,4 % SDS

Trenngelpuffer I,5M Tris/HCI, pH 8,6
0,4 % SDS

5.7.5. Proteinelution aus SDS-Polyacrylamid-Gelen

Fiir die Gewinnung eines polyklonalen Anti-AcbH-Antiserums wurde das Antigen AcbH aus Polyacrylamid-
Gelen eluiert. Dafiir wurden nach Uberexpression des achH von pCB7 (durchgefiihrt wie fiir pCB10 unter 5.7.12
beschrieben, Anzucht ohne Cam) auf 5 mg berechnete LSPs (5.7.1.3) in 10 %igen SDS-Gelen (Trenngelldnge 12
cm) unter Standardbedingungen (5.7.4) aufgetrennt. Nach dem Anféarben der Proteine aus zwei Referenzstreifen
wurde ein Gelstreifen mit nicht fixiertem AcbH ausgeschnitten und fiir die Elektroelution in einem Elektro-
Eluter Modell 422 nach Angaben des Herstellers (BioRad) eingesetzt.

5.7.6. Western Blotting und Immunodetektion

Der Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembran erfolgte modifiziert nach TOWBIN ET 4L. (1979).
Dazu wurden Gel, Membran und Filterpapiere in Blotpuffer equilibriert. Fiir den Transfer wurde die ,,Trans-Blot
SD semi-dry“-Apparatur nach Angaben des Herstellers (BioRad, Miinchen) verwendet. Die Transferzeit betrug
25 Minuten bei einer konstanten Spannung von 20 Volt. Im Anschluss wurde die Membran mit Ponceau (0,2 %
Ponceau S in 3 % TCA) geférbt, um den Proteinstandard zu markieren und schlieBlich mit TNT wieder entférbt.

Fiir die Immunodetektion gesuchter Proteine wurde im weiteren Verlauf die Membran iiber Nacht bei 4°C in 10
ml 2 % RSA Fraktion V (in TNT) inkubiert, um unbelegte Protein-Bindungsstellen abzusittigen. Direkt in diese
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Loésung hinein wurde dann eine geeignete Antiserumverdiinnung des priméren Antikorpers gegeben. Nach
einstiindiger Inkubation unter leichtem Schwenken bei Raumtemperatur wurde die Membran intensiv mit TNT
gewaschen. Fiir die Detektion wurde die Membran mit dem sekundéren Antikorper (Anti-Kaninchen- oder Anti-
Maus-IgG) 1 : 30 000 in 10 ml TNT ebenfalls fiir eine Stunde geschwenkt. Dieser war mit einer Meerrettich-
Peroxidase konjugiert und konnte so mit Hilfe des ,,Western Blot Chemiluminescense Reagent Plus System*
nachgewiesen werden. Die Chemilumineszenz wurde mittels Hyperfilm bzw. im Lumi-Imager sichtbar gemacht.
Im Falle des Strep-Tag-AcbH-Fusionsproteins wurde nach dem Protokoll der Herstellerfirma IBA-GmbH
(Gottingen) verfahren.

Blotpuffer 25mM  Tris/HCI, pH 8,3
192 mM  Glycin
20 % Methanol

TNT 20mM  Tris/HCI, pH 7,5
50mM  NaCl
0,05 % Tween 20

Antiseren o-AcbH 1 :60 000
o-MalE  1:20 000
o-MsiK  1:40 000
o-RGS 1:10000
a-(His);p 1:10000
a-(His)s 1:20 000

5.7.7. Transportversuche

Die Aufnahme radioaktiv markierter Substrate in Zellen von E. coli und Actinoplanes sp. wurde durch
Transportversuche analysiert, die prinzipiell so wie bei SCHNEIDER & WALTER (1991) fiir das Arbeiten mit S.
typhimurium beschrieben durchgefiihrt wurden. Zum Abzug unspezifischer Bindung der radioaktiven Substrate
wurden zur Kontrolle gekochte Zellen eingesetzt.

Escherichia coli: Die Zellen wurden in Minimalmedium M63 entweder nur mit 0,5 % Maltose bzw. 0,5 %
Glycerin oder zusitzlich mit 0,5 % Acarbose bis zu einer ODgso von 0,8 kultiviert (s. auch 5.4.2). Nach der Ernte
(5000 g, 15 Minuten, 4°C) wurden die Zellen zwei mal in M63 gewaschen und fiir die Messungen zu
ODgso = 7,5 resuspendiert. Die Zellen wurden dann auf Eis gehalten und der Reaktionsstart erfolgte durch
Zugabe von 10 ul dieser Suspensionen zu den einzelnen Messansitzen (985 ul M63, 5 pl “C-Losung). Zur
Verifizierung der Spezifitdt des Transportes enthielten weitere Messansétze zusdtzlich 100 uM unmarkierte
Maltose bzw. Acarbose. Nach 10, 20, 30 und 40 Sekunden wurden Aliquots von 180 pl entnommen, in einem
Vakuum-Filtrationsgerét bei 20 Torr iiber Membranen (s. 5.1) gefiltert und mit jeweils 5 ml eiskaltem M63
nachgewaschen. AbschlieBend wurden die Filter mit den Zellen darauf in 4,5 ml Szintillationsfliissigkeit
(Zinsser Aquasafe 300 plus) gegeben und die intrazelluldr akkumulierte Maltose bzw. Acarbose konnte iiber die
Messung der Radioaktivitdt (cpm) in einem Zihlgerit der Firma Packard GmbH (Modell 1600 TR) quantifiziert
werden.

1C-Acarbose/Ansatz 5,7 nmol 1C-Acarbose (!
ad 5 ul M63
C-Maltose/Ansatz 0,5 nmol [U-"*C]-Maltose "
5,2 nmol kalte Maltose
ad 5 pl M63
Berechnung cpm x Volumen (1000 ul/180 pl) x Faktor F = nmol Substrat/10° Zellen/min
(2)

Zelldichte (10 pl x OD/1000 pl) x Zeit
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Actinoplanes sp.: Aus den Hauptkulturen (s. 5.4.2) wurden zu verschiedenen Zeitpunkten des Wachstums Zellen
aus jeweils 15 ml geerntet (5000 g, 20 Minuten, 4°C), zwei mal mit Minimalmedium MNS gewaschen, in 0,2 bis
1,0 ml MNS aufgenommen und bis zur Messung auf Eis gehalten. Von diesen Suspensionen wurden 60 pl fiir
die Transportmessungen eingesetzt und zwei mal 60 pl fiir Doppelbestimmungen der Ganzzell-Proteinmenge (s.
5.7.3) entnommen, um die ermittelten Transportdaten auf mg Protein zu bezichen

Das Endvolumen eines Messansatzes betrug stets 1 ml (aufgefiillt mit MNS). Neben den Zellen enthielten solche
Ansitze, die zur Ermittlung der Substratspezifitit der Transportaktivitdten (Hemmstudien) durchgefiihrt wurden,
zusitzlich andere, verschiedene Zucker in einer Konzentration von jeweils 1 mM. Die so vorbereiteten
Messansitze inkubierten vor dem Reaktionsstart fiir eine Minute und dann wihrend der gesamten Messzeit bei
30°C und 1100 rpm, um fiir die Zellen optimale Temperaturbedingungen zu erreichen. Auflerdem wurde so
gewihrleistet, dass die Zellpellets gleichméBig in der Losung verteilt waren und nicht zu Boden des
Reaktionsgefdies sanken. Durch Zugabe von 10 pl der radioaktiven Maltose-, Maltotriose- bzw. Acarboseldsung
wurde die Messung gestartet. Nach einer, drei, finf und sieben Minuten wurden Aliquots von 180 pl
entnommen, in einem Vakuum-Filtrationsgerit bei 20 Torr iber Membranen (s. 5.1) gefiltert und mit jeweils
5 ml eiskaltem MNS nachgewaschen. Das weitere Verfahren zur Quantifizierung der intrazelluldr akkumulierten
Maltose, Maltotriose bzw. Acarbose erfolgte wie oben fiir die Messungen mit E. coli beschrieben.

"C-Lésung/Ansatz 1 nmol 14C-Substrat ([U-'*C]-Maltose oder [U-'*C]-Maltotriose)
oder 5,7 nmol 4C-Acarbose
50 nmol kaltes Substrat (Maltose oder Maltotriose, keine Acarbose)
ad 10 pl MNS

Fiir die Bestimmung der kinetischen Parameter des Maltosetransports variierte der Anteil kalter Maltose in der
C-Lésung von Null bis 60 nmol.

Berechnung cpm x Volumen (1000 p1/180 ul) x Faktor F ®  nmol Substrat/Messansatz

) Je nach Charge hatte die radioaktive Maltose eine Spezifische Aktivitit von 610 mCi/mmol (Amersham Pharmacia Biotech),
594 mCi/mmol oder 570 mCi/mmol (ICN). Die Spezifischen Aktivititen der radioaktiven Maltotriose lagen bei 900 mCi/mmol und
800 mCi/mmol (ARC-Biotrend), die der '*C-Acarbose bei 50 mCi/mmol (hier war lediglich der Acarviosyl-Rest markiert).

@ In die Berechnung der Transportdaten wurde ein Faktor F einbezogen, der auf der Basis 1 Ci = 2,2 x 10" cpm den Zusammenhang
zwischen insgesamt transportiertem Substrat (heifles und kaltes) und gezdhlter Radioaktivitit in cpm beriicksichtigt. Fiir die z. B. oben
beschriebene '*C-Maltoselosung ergibt sich bei einer Spezifischen Aktivitit von 610 mCi/mmol folgender Faktor F:

1 nmol "*C-Maltose = 0,61 uCi=1,34x 10° cpm
1 nmol "*C-Maltose + 50 nmol Maltose = 51 nmol Gesamtmaltose

d.h. 51 nmol Gesamtmaltose entspricht 1,34 x 10° cpm
also ist Faktor F: 38 x 10 nmol Maltose/cpm

® Die Zellzahlen von Actinoplanes sp. konnten aufgrund des pelletartigen Wachstums nicht iiber die Optische Dichte quantifiziert werden.
So war es weder moglich, die Suspensionen fiir die Messungen auf gleiche Zellmengen einzustellen noch die Transportraten auf Zellzahlen
zu beziehen. Da in Abhidngigkeit von Wachstumsmedium und Emntezeitpunkt pro 15 ml entnommener Kultur deutlich sichtbar variierende
Mengen an Zellen vorlagen, wurden die Volumina zur Resuspension der gewaschenen Zellen nun derartig angepasst, dass per Augenmaf in
etwa dhnliche Zelldichten entstanden. Trotz dieser Verfahrensweise ergaben die Doppelbestimmungen der Ganzzell-Proteine fiir jede Kultur
abweichende Werte, so dass im Riickschluss dennoch variierende Zellzahlen in den einzelnen Messansitzen vorhanden waren. Eine
Beeinflussung der Transportraten durch schwankende Zellzahlen konnte jedoch in einem Kontrollexperiment, in dem unterschiedliche
Zellmengen der selben Kultur eingesetzt wurden, ausgeschlossen werden.

5.7.8. Maltose-PTS-Test

Die Beteiligung eines Phosphoenolpyruvat (PEP)-abhingigen Phosphotransferase-Systems (PTS) am Import
von Maltose bei Actinoplanes sp. wurde iiber einen Test auf PEP-abhingige Phosphorylierung von [U-"*C]-
Maltose nach PARCHE ET AL. (1999) {iberpriift. Ahnlich wie unter 5.7.1.1 beschrieben wurden Zellaufschliisse
von Actinoplanes sp. hergestellt, lediglich der Aufschlusspuffer hatte eine andere Zusammensetzung: 10 mM
Tris/HCI, pH 7, 200 mM NacCl, 0,1 mM PMSF und 5 mM DTT. Nach Abzentrifugation der LSPs wurden die
membranenhaltigen, cytosolischen Uberstinde gegen 1000-faches Volumen 25 mM Tris/HCI, pH 7 dialysiert,
um metaboles ATP und PEP zu entfernen. In einem Endvolumen von 100 ul (aufgefiillt mit 25 mM Tris/HCl,
pH 7) wurden jeweils 200 ug dieser Proteinextrakte mit 50 ul PTS-Mix gemischt und fiir fiinf Minuten bei 30°C
vorinkubiert. Durch Zugabe von 10 ul [U-'*C]-Maltose (51 uM) wurden die Reaktionen gestartet und die

39



Ansitze weitere 30 Minuten inkubiert. Um schlieBlich vorhandene phosphorylierte [U-"*C]-Maltose aus den
einzelnen Extrakten zu separieren, wurden die Ansdtze auf Sdulen mit 1,5 ml Anionenaustauschmatrix (Dowex 1
x 2, equilibriert mit 2 ml 0,2 M HCI und dann gewaschen mit 2 ml A. dest) pipettiert. Nach Waschung mit
dreifachem Sdulenvolumen A. dest erfolgte die Elution mit 2 ml 0,2 M HCI. Die Eluatfraktionen wurden in
Szintillationsrohrchen aufgefangen und mit 3,5 ml Szintillationsfliissigkeit gemischt. Uber die Messung der
Radioaktivitdt (cpm) in einem Zdhlgerdt der Firma Packard GmbH (Modell 1600 TR) konnte dann das
Vorhandensein phosphorylierter [U-'*C]-Maltose iiberpriift werden.

Zur Uberpriifung des Gelingens dieser Methode wurden solche Experimente in gleicher Weise auch mit
Extrakten von E. coli K12 durchgefiihrt. Dabei wurde die Phosphorylierung von Methyl-a-D-[U-'*C]-
glukopyranosid (12,5 pM) durch Extrakte von Zellen nach Wachstum in M63 mit 0,5 % Glukose bzw.
vergleichend Maltose nachvollzogen.

PTS-Mix 5 mM DTT
5mM PEP
5mM MgCl,

25 mM Tris/HCI, pH 7

C-Lésung/Ansatz 0,1 nmol [U-"*C]-Maltose " (s. 5.7.7)
5 nmol kalte Maltose
ad 10 pl Tris/HCI, pH 7

5.7.9. Zuckerbindungsstudien in Fillungsexperimenten

Die Interaktion von Acarbose mit dem Maltose-Bindeprotein MalE (wt) aus E. coli K12 wurde in
Bindungsstudien mit '*C-Maltose nach RICHARME & KEPES (1983) untersucht. Fiir diese Studien wurden
Osmoschock-Uberstinde verwendet, die von Zellen von E. coli K12 nach Wachstum in Minimalmedium M63
mit 0,5 % Maltose bzw. alternativ 0,5 % Glukose prapariert wurden (s. 5.7.2). Die Fluids wurden durch Ultra-
filtration ankonzentriert und gegen 2000-faches Volumen 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 dialysiert. Von den so
gewonnenen periplasmatischen Fraktionen wurden je 120 pg Gesamtprotein fiir die Studien eingesetzt, daran
anteilig war MalE mit ca. 5 %. In einem Endvolumen von 100 pl (aufgefiillt mit 10 mM Tris/HCI, pH 7,5)
inkubierten diese einzelnen Ansitze zusammen mit 5 pM [U-'*C]-Maltose (300 nCi ", s. 5.7.7) bei 37°C. Nach
30 Sekunden wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 ml einer geséttigten NH;SO,-Losung gestoppt. Diese
Mischung wurde sofort in einem Vakuum-Filtrationsgerét bei 20 Torr iiber Membranen (s. 5.1) gefiltert. Die
Filter wurden dann noch mal mit 5 ml der geséttigten NH,SO,-Losung und anschliefend mit 5 ml A. dest
gewaschen. Fiir die Quantifizierung der in den Proteinaggregaten gebundenen [U-'*C]-Maltose wurde mit den
Filtern so wie bereits fiir die Transportmessungen (5.7.7) beschrieben verfahren. Um schlieBlich den Einfluss
von Acarbose zu testen, wurden einzelne Messansédtze zundchst mit verschiedenen Acarbose-Konzentrationen
fiir eine Minute, ebenfalls bei 37°C, vorinkubiert und dann erst die Reaktion durch Zugabe von [U-'*C]-Maltose
gestartet.

5.7.10. Zuckerbindungsstudien mittels Oberfléiichen-Plasmonresonanz

Die Suche nach Substraten des Bindeproteins AcbH aus Actinoplanes sp. erfolgte mit Hilfe einer Methode, durch
die es moglich ist, biomolekulare Interaktionen in Echtzeit zu beobachten und zwar ohne dass die beteiligten
Molekiile markiert sein miissen. Die Biomolekulare Interaktions-Analyse (BIA) macht sich dabei die
Oberflachen-Plasmonresonanz (SPR: Surface Plasmon Resonance) zunutze, mit der minimale Masseédnderungen
(< 1 pg/mm®) auf der Oberfliche eines Sensorchips detektiert werden konnen. Das daraus resultierende
Sensorgramm zeigt einen Plot des SPR-Signal in RU (Resonance Units) gegen die Zeit in Sekunden (s. Abb.
5.5). Das SPR-Signal und die an der Chip-Oberfldche gebundenen Makromolekiile stehen in enger Korrelation
zueinander (1000 RU = 1 ng/mm?) und verhalten sich bis zu 50 ng/mm?’ linear. Die Studien wurden an dem
Geridt BIACORE X der Firma BIACORE (Schweden) mit der dazugehdrigen Software und einem Ni-NTA-
Sensorchip, der speziell fiir die Immobilisierung von HisTag-Fusionsproteinen geeignet ist, bei 25°C
durchgefiihrt. Als Laufpuffer wurde der Puffer gewéhlt, in dem das gereinigte und renaturierte (His),o-AcbH
vorlag (s. 5.7.13).
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Zur Analyse wurde gereinigtes (His);o-AcbH auf der Oberflache eines zuvor nach Herstellerangaben aktivierten
Ni-NTA-Sensorchips immobilisiert. Bei einer Flufirate von 10 pl/min wurde das Protein in Etappen injiziert, so
dass sich eine Beschichtung von durchschnittlich 13.000 RU ergab. Die zu testenden Zuckersubstrate wurden als
verschieden konzentrierte Losungen (angesetzt in Laufpuffer) bei einer Flufirate von ebenfalls 10 pl/min
injiziert. Die Beobachtung von Assoziation und Dissoziation der Zucker an die immobilisierten Proteine erfolgte
jeweils fiir zwei Minuten.

Als Referenzprotein diente (His);o-MalK, das mir freundlicherweise von Bettina Bliischke zur Verfligung
gestellt wurde.

Die Regeneration des Sensorchips erfolgte nach Herstellerempfehlung mit SDS und EDTA.

Resonanzsignal
Lichtquelle Detektor —>
& P
polarisiertes ;
Licht A RU
Sensorgram
Sensorchip
8 8 &U mit Goldfilm
9 0 © b
%4 FluBzelle &
&
- a o o v =
@ immobilisiertes Molekiil
U Bindungspartner O A nicht bindende Molekiile

Abbildung 5.5: Prinzip der Biomolekularen Interaktions-Analyse

5.7.11. Freisetzung von Glukose aus Acarbose

Mit Hilfe zellfreier Extrakte der Stimme E. coli HS3018, CB39 und TK38, pripariert nach EHRMANN & BOOS
(1987), wurde die Aktivitit der beiden Enzyme MalQ und MalZ in Anwesenheit von Acarbose analysiert. Die
Zellen wurden wie unter 5.4.2 beschrieben in Vollmedium LB mit 0,2 % Maltose angezogen. Nach dem
Zellaufschluss in 100 mM NaPO,-Puffer und der Abtrennung des LSPs (s. 5.7.1) wurden die Extrakte iiber
Nacht gegen 1000-faches Volumen 100 mM NaPOg-Puffer dialysiert. In Messansédtzen von 100 pl wurden je
60 pg Extrakt zusammen mit verschiedenen Mixturen an Maltose, Maltotetraose und Acarbose in
unterschiedlichen Konzentrationen fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurden durch
zweiminiitiges Kochen gestoppt. Nach einer Zentrifugation (5 Minuten, 13 000g) wurde die im Uberstand
enthaltene Glukose mit Hilfe der GOD-POD-Methode quantifiziert (BERGMEYER, 1974).

5.7.12. Reinigung des AcbH-Proteins

Das Fusionsprotein (His);;-AcbH wurde nach Uberexpression des achH-Gens von pCBI10 in E. coli
BL21(DE3)<pLysS> mit Harnstoff aus dem LSP solubilisiert und iiber Nickel-NTA-A ffinitdtschromatographie
gereinigt. Dazu wurden die Zellen wie unter 5.4.2 beschrieben als Hauptkultur in Vollmedium LB mit den
Antibiotika Amp und Cam angezogen. Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODgso von 1 mit 0,1 mM
IPTG. Nach drei Stunden wurde die Kultur geerntet und einem Zellaufschluss unterzogen (s. 5.7.1). Das LSP
wurde abzentrifugiert, im selben Volumen Aufschlusspuffer resuspendiert und zu 5 mg Protein mit § M
Harnstoff (gelost in Aufschlusspuffer) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken
solubilisiert. Nach einer Ultrazentrifugation fiir 30 Minuten bei 200 000g wurde dann das Solubilisat mit 2 ml
Ni-NTA-Matrix ebenfalls bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. Es folgten Waschungen
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zundchst mit 10 ml reinem Harnstoffpuffer, dann mit zusitzlich 20 mM Imidazol. SchlieBlich wurde das Protein
mit 4 ml 150 mM Imidazol in Harnstoffpuffer eluiert.

Fir die Reinigung des (His);o-AcbH nach Expression des achH-Gens von pCB12 in S. lividans wurden die
Zellen wie unter 5.4.2 beschreiben mit dem Antibiotikum Thiostrepton fiir zwei Tage angezogen. Der Sdulenlauf
mit 0,5 ml Ni-Matrix wurde unter nicht denaturierenden Bedingungen mit der nach Zellfraktionierung erhaltenen
Cytosolfraktion (s. 5.7.1) analog dem oben beschriebenen Verfahren durchgefiihrt.

Die Reinigung des (His)s-MalE nach Uberexpression des malE-Gens von pCBS5 in E. coli IM109 wurde analog
dem oben beschriebenen Verfahren durchgefiihrt. Die Zellen wuchsen in Vollmedium 2YT, der Sdulenlauf
wurde unter nicht denaturierenden Bedingungen mit der nach Zellfraktionierung erhaltenen Cytosolfraktion (s.
5.7.1) durchgefiihrt.

5.7.13. Renaturierung des AcbH-Proteins

Die Renaturierung des denaturierend gereinigten (His);o-AcbH (s. 5.7.12) erfolgte mit Hilfe von Arginin iiber
zwel hintereinander geschaltete Gelfiltrationen mittels PD10-Saulen (DE BERNARDEZ CLARK, 1998;
MIDDELBERG, 2002). Im ersten Schritt wurde das nach der Reinigung in Harnstoffpuffer vorliegende Protein in
1 M Argininpuffer gemischt, auf eine PD10-S&ule pipettiert und mit 1 M Argininpuffer wieder eluiert. In einem
zweiten Schritt wurde das nun in Argininpuffer vorliegende AcbH direkt auf die ndchste PD10-S4ule gegeben
und auf Eis mit einem Puffer aus 20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 5 % Glycerin und 300 mM NacCl eluiert. Nach einer
Ultrazentrifugation bei 200 000g fir 30 Minuten bei 4°C wurde das lbsliche Protein sofort fiir die
Zuckerbindungsstudien (s. 5.7.10) verwendet.

Die Renaturierung des denaturierend gereinigten (His)s-AcbH erfolgte mit dem Renaturierungsreagenz Roti®-
Fold (8x) nach Angabe des Herstellers (Firma ROTH). Alternativ sollte in einem Verfahren das Protein durch
eine schnelle Dialyse gegen 1000-faches Volumen Puffer (50 mM Tris, pH7,2, 300 mM NacCl, 5 % Glycerin)
renaturiert werden. Die ,,Artificial Chaperon“-Methode wurde nach DAUGHERTY ET AL. (1998) durchgefiihrt.

5.7.14. CD-Spektrum des renaturierten Proteins AcbH

Der Nachweis einer a-helikalen Konformation des renaturierten Bindeproteins AcbH konnte in Zusammenarbeit
mit Frau Dr. Margitta Dathe und Frau Nikolenko (Forschungsinstitut fiir Molekulare Pharmakologie, Berlin-
Buch) durch die Aufnahme eines CD-Spektrums erbracht werden. Dariiber hinaus allerdings lieBen sich anhand
des Spektrogramms keine quantitativen Aussagen iiber die o-Helizitdt treffen, da bei den Messungen die
Anwesenheit von Chlorid-Ionen storend war, das Protein aber nicht ohne NaCl bzw. alternativ mit NaF
renaturiert werden konnte. Das Protein lag vor in 20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 5 % Glycerin, 150 mM NaCl,, das
Spektrum (260 nm bis 190 nm) wurde in dem Gerét Jasco 720 (Japan) aufgenommen.

5.7.15. Solubilisierung des WT-AcbH aus Membranen

Membranfraktionen von Zellen nach Anzucht in Minimalmedium mit 0,5 % Acarbose wurden zu 390 pg
Proteinanteil in 300 pl Solubilisierungspuffer (1,1 % Dodecyl-$-D-maltosid (DDM), 5 % Glycerin, 0,1 mM
PMSF in Minimalmedium) aufgenommen. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten auf Eis geriihrt und anschlieBend
ultrazentrifugiert (200 000 g, 30 Minuten). Das Membranpellet wurde im Ausgangsvolumen Solubilisierungs-
puffer resuspendiert. Durch den Auftrag gleicher Volumina auf SDS-Gele konnte die Solubilisierungseffizienz
nach Immunoblot-Analyse mit Anti-AcbH-Antiserum (s. 5.7.6) liberpriift werden.

Fiir einen ersten Reinigungsversuch iiber Anionen-Austauschmatrix (DEAE-Sepharose) wurde das Solubilisat
iiber Nacht gegen 2 Liter Sdulenpuffer (20 mM Tris/HCI, pH 7,5, | mM EDTA, 0,1 mM PMSF und 0,01 %
DDM) dialysiert und auf 0,5 ml DEAE-Sepharose-Matrix gegeben. Durch schrittweises Waschen mit steigenden
NaCl-Konzentrationen sollte das Protein von der Matrix eluiert werden.
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5.7.16. Reinigung eines potentiellen = Maltose/Maltodextrin-Bindeproteins aus dem

Kulturiiberstand von Actinoplanes sp.

Die Reinigung des potentiellen Maltose/Maltodextrin-Bindeproteins erfolgte affinititschromatographisch mittels
Amylose-Matrix nach FERENCI & KLOTZ, 1978. Nach Anzucht von Actinoplanes sp. in Minimalmedium MNS
mit verschiedenen Kohlenstoffquellen (s. 5.4.2) wurden die Proteine aus dem Kulturiiberstand in einer Amicon-
Riihrzelle (YM10-Filter, s. 5.1) bei einem Druck von 1 bar ankonzentriert. Nach Erreichen von ca. 1/50 des
Ausgangsvolumens wurde der Druck wieder abgebaut und das Riihren fiir weitere 30 Minuten fortgesetzt, um
Protein vom Filter zu 16sen. Anschlieend folgte eine Dialyse iiber Gelfiltration mittels PD10-S4ulen gegen 25
mM Tris/HCI, pH 7,2, ImM CaCl, und die Probe wurde auf eine Amylose-Séule (0,5 ml Bed) pipettiert. Nach
Waschungen mit sechs Sadulenvolumen Puffer wurde das Protein mit 20 mM Maltose oder Maltodextrinen
eluiert.

Analog wurde mit dem MalE von E. coli nach Uberexpression des Gens von pCB5 verfahren, die
Cytosolfraktion wurde iiber Nacht gegen 2000-faches Volumen 50 mM Tris/HCL, pH 7,2 dialysiert. Die
Zellanzucht erfolgte wie unter 5.7.12 beschrieben.

Analog wurde auch mit dem (His);o-AcbH nach Expression des Gens von pCB12 in S. lividans verfahren. Die
Zellanzucht und Fraktionierung erfolgte wie unter 5.7.12 beschrieben, die Cytosolfraktion wurde {iber Nacht
gegen 2000-faches Volumen 50 mM Tris/HCL, pH 7,2 dialysiert.

5.7.17. Massenanalyse und Peptidsequenzierung

Das im Kulturiiberstand gefundene, potentielle Maltose/Maltodextrin-Bindeprotein wurde einer MALDI-TOF
MS-Analyse (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight Massen Spektrometrie)
unterzogen. Die Arbeiten hierzu wurden freundlicherweise tiberwiegend von Frau Dr. Sophie Haebel (Max
Planck Institut, Potsdam) iibernommen. Die Sequenzen einzelner Peptide sind im Anhang aufgelistet.

AuBlerdem konnte das von pCB7 synthetisierte Protein, welches fiir die Immunisierung von Kaninchen zur
Gewinnung eines Anti-AcbH-Antiserums verwendet wurde (s. auch 5.7.5), durch MALDI-TOF-Analyse als
AcbH bestitigt werden.

Das Protein wurde in der ausgeschnittenen, Coomassie gefarbten Gelbande nach Entfarbung in einem Mix aus
40% Acetonitril und 60% 50 mM NH4HCO; und Trocknung durch Vakuumzentrifugation iiber Nacht bei 37°C
mit Trypsin verdaut (30 ng/ul in 50 mM NH4HCOs;). Dann wurden die Peptide durch Zugabe von 30 ul 0.1%
Trifluoressigsdure (TFA) und zehn Minuten spéter 50 pl Acetonitril aus den Gelfragmenten extrahiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und nach einer zweiten Extraktion wurden die Uberstinde vereinigt und
lyophilisiert.

Die MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Reflex II MALDI-TOF Instrument (Bruker-Daltonik,
Bremen) aufgenommen. Alle Spektren wurden im Reflektormodus mit o-Cyano-4-hydroxy-Zimtséure
(15 mg/ml in 60 % Acetonitril/40 % fliissiger TFA (0,1 % v/v) als Matrix aufgenommen.

Das Peptidgemisch wurde mit RP-HPLC (Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography, SMART
System, Pharmacia, Uppsala, Schweden) iiber eine Pharmacia C2/C18 SC 2.1/10-Sdule in einem linearen
Acetonitril-Gradienten (0 — 50 % in 0,1 % TFA in 50 Minuten) getrennt. Bei einer FuBirate von 100 pl/Minute
wurden die Peptide bei einer Wellenldnge von 214 nm detektiert. Die Fraktionen wurden manuell aufgefangen.
Peptidhaltige Fraktionen wurden mit nano-ESI (Elektrospray-Ionisierung) analysiert und MS/MS Spektren
wurden auf einem API QSTAR Pulsar I LC/MS/MS Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems/MDS
Sciex (Toronto, Kanada) aufgenommen. Die MS/MS Spektren lieferten die partielle oder vollstindige
Sequenzinformation der analysierten Peptide.
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6. ERGEBNISSE

6.1Einfluss von Acarbose auf den Maltose/Maltodextrin-Stoffwechsel von
Escherichia coli K12

Das von STRATMANN (1997) aufgestellte Modell des Acarbose-Metabolismus in
Actinoplanes sp. beschreibt neben einer Carbophor-Funktion der Acarbose auch die Rolle
dieses Molekiils als Inhibitor von a-Amylasen und a-Glukosidasen von Nahrungs-
konkurrenten im Habitat. Vor diesem Hintergrund und der strukturellen Ahnlichkeit des
Pseudotetrasaccharids Acarbose zu Maltotetraose (vgl. Seite 10, Abbildung 4.1) wurde der
Einfluss von Acarbose auf den Maltose- und Maltodextrinstoffwechsel von E. coli K12, der
durch Maltotriose induziert wird, untersucht (s. Abschnitt 4.2.4). Im Rahmen einer
Diplomarbeit (BRUNKHORST, 1998) konnte bereits dokumentiert werden, dass Acarbose
spezifisch sowohl das Wachstum von E. coli K12 mit Maltose als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle als auch den Maltoseimport iiber das Bindeprotein-abhingige ABC-
Transportsystem MalEFGK, hemmt (s. auch Abbildung 6.1). Wachstum der Zellen mit
Acarbose als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle war nicht moglich, dariiber hinaus
wurde aber bei Ko-Kultivierung von E. coli K12 mit Glycerin und Acarbose in Immunoblot-
Analysen eine erhohte Synthese des Maltose-Bindeproteins MalE festgestellt. Da auch das
Wachstum einer Bindeprotein-unabhéngigen Mutante (s. Abschnitt 4.2.3.1; malF500,
TREPTOW & SHUMAN, 1985) auf Maltose durch Acarbose beeintrichtigt war, wurde
spekuliert, dass Acarbose von individuellen Komponenten des Maltose- und

Maltodextrinstoffwechsels als Substrat erkannt wird.

In weitergehenden Untersuchungen wurde daher zu Beginn der vorliegenden Arbeit zunichst
das Vermdgen von Escherichia coli K12, ['*C]-Acarbose zu importieren, iiberpriift.
AuBerdem wurden die Interaktion von Acarbose mit dem Maltose-Bindeprotein MalE und der
Einfluss des Pseudozuckers auf den Maltose-Katabolismus mit Blick auf die intrazelluldren

Enzyme MalQ und MalZ differenziert.

6.1.1. Acarboseaufnahme in Zellen von Escherichia coli K12

Um zu tiberpriifen, ob Zellen von E. coli K12 die Kapazitét besitzen, liber das Maltose- und
Maltodextrintransportsystem MalEFGK, auch das Pseudotetrasaccharid Acarbose zu

importieren, wurden vergleichende Untersuchungen zur Aufnahme von [U-'*C]-Maltose bzw.
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['*C]-Acarbose (je 5,7 pM und 300 nCi, im Falle der radioaktiven Acarbose waren lediglich
die C-Atome des Acarviosyl-Restes durch das '*C-Isotop ersetzt) durchgefiihrt. Dafiir wurden
die Zellen in Minimalmedium M63 mit 0,5 % Maltose kultiviert und, wie unter 5.7.7
beschrieben, fiir die Messungen vorbereitet. Die Spezifitit des jeweiligen Transportprozesses
wurde in solchen Ansdtzen verglichen, in denen die Zellen vor dem Reaktionsstart durch
Zugabe der radioaktiven Zuckerldsung mit einem Uberschuss des entsprechenden
Strukturhomologen (0,1 mM) inkubiert worden waren. Die gewonnenen Werte (Abbildung

6.1) wurden jeweils auf 10° Zellen/min berechnet und gemittelt.

14.8
12.8

Transport [nmol/ 10° Zellen x min]

Abbildung 6.1: Aufnahme von Acarbose iiber das Maltosetransportsystem von E. coli K12. Die Zellen
wurden in Minimalmedium M63 mit 0,5 % Maltose kultiviert und bei Erreichen der spit exponentiellen
Wachstumsphase fiir die Messungen vorbereitet. Die Konzentration der radioaktiven Zuckerlosungen betrug
5,7 uM. Zur Uberpriifung der Spezifitit wurde den Ansitzen in einer anderen Messung zusitzlich je 0,1 mM des
Strukturhomologen zugegeben.

Uber den gesamten Messzeitraum von 40 Sekunden war eine Linearitit des Transports
gegeben. Der Acarboseimport wurde mit einer dem Maltosetransport dhnlichen Rate realisiert
und in Gegenwart von Maltose kompetitiv auf 10 % reduziert. Zusammen mit dem Befund,
dass Zellen aus Anzuchten mit Glycerin keine Acarbose-Transportaktivitit aufwiesen (nicht
gezeigt), lasst sich konstatieren, dass Acarbose liber das ABC-System MalEFGK; von E. coli

transportiert wird.

Das bei Ko-Kultivierung von E. coli K12 mit je 0,5 % Glycerin und Acarbose durch
Immunoblot-Analysen nachgewiesene erhohte Syntheselevel des Maltose-Bindeproteins
(BRUNKHORST, 1998) wurde mit Zellen solcher Anzuchten in  weiteren

Transportexperimenten ndher untersucht. Im Gegensatz zu Kontrollzellen, die mit 0,5 %
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Maltose angezogen wurden, konnte jedoch weder Maltose- noch Acarbose-Transportaktivitit

beobachtet werden (nicht gezeigt).

6.1.2. Interaktion von Acarbose mit dem Maltose-Bindeprotein MalE

Die Differenzierung der Interaktion von Acarbose mit einzelnen Komponenten des Maltose
und Maltodextrinstoffwechsels von E. coli K12 wurde zunichst in Kompetitionsexperimenten
mit MalE und gleichzeitiger Anwesenheit von Maltose und steigenden Acarbose-
Konzentrationen vorgenommen (s. 5.7.9). Dafiir wurde die Periplasmafraktion von Zellen aus
Anzuchten in Minimalmedium M63 mit 0,5 % Maltose prépariert (s. 5.7.2). Ein MalE-freier
Osmoschock-Uberstand wurde durch Kultivierung der Zellen mit 0,5 % Glukose gewonnen
und ebenfalls in die Messungen eingesetzt. In Abbildung 6.2 sind die gemittelten Daten einer

Doppelbestimmung zusammengefasst und in Prozent des Kontrollwertes angegeben.
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Abbildung 6.2: Einfluss von Acarbose auf die Bindung von Maltose an MalE von E. coli K12. Von den
periplasmatischen Fraktionen wurden je 120 pg Gesamtprotein fiir die Studien eingesetzt, daran anteilig war
MalE mit ca. 5 %. Mit Ausnahme der Kontrolle wurden die einzelnen Messansétze fiir eine Minute mit
verschiedenen Acarbose-Konzentrationen vorinkubiert und dann erfolgte der Reaktionsstart durch Zugabe von
[U-"*C]-Maltose. Die ohne zusitzliche Acarbose im Messansatz erreichte Bindung von radioaktiv markierter
[U-"*C]-Maltose (5 uM, 300 nCi) an das Protein MalE betrug 2,6 nmol/120 pg Gesamtprotein (= 100 %).

Die Abbildung 6.2 stellt die Interaktion von Acarbose mit dem Maltose-Bindeprotein von E.
coli deutlich dar. Bereits in Gegenwart von 0,001 mM Acarbose wurde die Maltose-
Bindeaktivitdt des Proteins zu 16 % gehemmt. Noch hdhere Acarbose-Konzentrationen

resultierten in Restaktivitidten von nur noch 25 % (0,1 mM Acarbose, vgl. Abbildung 6.1). Die
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Inhibition der Bindung von 5 pM ['*C]-Maltose war halb-maximal bei einer Acarbose-
Konzentration von 17 uM (nicht gezeigt).
Bei Verwendung des MalE-freien Osmoschock-Uberstandes wurde keine Maltose-

Bindeaktivitit beobachtet.

6.1.3. Acarbose als Substrat der cytoplasmatischen Enzyme MalQ und MalZ

Aufgrund der bisher beschriebenen Befunde zum Einfluss von Acarbose auf den Maltose- und
Maltodextrinstoffwechsel von E. coli sollte abschlieBend iiberpriift werden, inwieweit die
importierte Acarbose im Cytoplasma enzymatisch verwertet wird. Unter Verwendung von
Ganzzellextrakten der Stamme HS3018, der die mal/-Gene konstitutiv exprimiert, und TK38
(malQ" malZ) bzw. CB39 (malQ malZ) wurde bei Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen und Kombinationen an Maltotetraose, Maltose und Acarbose die Menge

freigesetzter Glukose quantifiziert (s. 5.7.11; s. auch 4.2.3.1 und Seite 89, Abbildung 7.1).

Aus Abbildung 6.3A ist zunidchst ersichtlich, dass Acarbose kein gutes Substrat der
Maltodextrin-metabolisierenden Enzyme Amylomaltase MalQ und Maltodextrin-Glukosidase
MalZ ist. Im Vergleich zur Freisetzung von Glukose aus Maltotetraose (Spur 1 ) entstanden
aus Acarbose lediglich 3 % freie Glukose (Spur 2). Dariiber hinaus wirkt Acarbose nur als
schwacher Inhibitor von MalQ und MalZ, denn die Verwertung von Maltotetraose (10 mM)
in Gegenwart von 1 mM Acarbose war kaum beeintrachtigt (Spur 3). Die Spuren 6 und 7
beschreiben, da MalQ als Glykosyldonor Maltotriose oder hohere Homologe bendtigt, dass
Acarbose bei Anwesenheit von Maltose (mit 10 mM im Uberschuss) als solch ein
Glykosyldonor (0,5 pmol freie Glukose/mg Protein), aber kaum als Akzeptor genutzt wurde.
Betrachtet man das gleiche Experiment unter Verwendung eines Ganzzellextraktes des
Stammes CB39 (Abbildung 6.3B), bestdtigt sich Acarbose als schwaches Substrat der
Maltodextrin-Glukosidase. Verglichen mit der Glukosefreisetzung aus Maltotetraose (Spur 1)
wurden aus Acarbose nur ca. 30 % Glukose abgespalten (Spuren 2 und 7). Die Hemmung
von MalZ durch Acarbose betrug bei verbleibender Restaktivitit von 0,24 pmol/mg Protein
40 % (Spur 3).

Fir die Aktivitit der Amylomaltase (Abbildung 6.3C) gilt ebenso die Eigenschaft der
Acarbose als schwacher Inhibitor der Freisetzung von Glukose aus Maltotetraose mit Maltose
als Maltotriosyl-Akzeptor (vgl. Spuren 4 und 5), nicht jedoch die als Substrat (Spuren 2
und 7).
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Abbildung 6.3: Freisetzung von Glukose durch die Amylomaltase MalQ und die Maltodextrin-
Glukosidase MalZ in Gegenwart von Acarbose. Die Menge an freier Glukose wurde mit der GOD-POD-
Methode quantifiziert (BERGMEYER, 1974).

Zusammenfassend geben diese Ergebnisse an, dass Acarbose in E. coli K12 intrazellulér

akkumuliert wird und wahrscheinlich aufgrund eines resultierenden toxischen Effektes das

Wachstum der Zellen bis hin zur Lyse beeintrachtigt.
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6.2Untersuchungen zur Transportkapazitit von Actinoplanes sp.

Actinoplanes sp. steht als Acarbose-Produzent und Angehoriger der groBBen Gruppe der
Actinomyceten, die sich durch die Synthese verschiedenster Sekundéirmetabolite mit
medizinischer und 6konomischer Bedeutung auszeichnen, in besonderem wissenschaftlichen
Interesse. Sekunddrmetabolismus arrangiert sich auf der Basis von Vorstufen aus dem
Primarmetabolismus. Ein wichtiger Schliissel zum Verstindnis der Entstehung von
sekunddren Metaboliten ist daher die Aufklirung des primdren Metabolismus dieser

Organismen.

Bereits 1979 wurde von PARENTI & CORONELLI fiir verschiedene Arten der Bakteriengattung
Actinoplanes eine Beteiligung am Abbau pflanzlicher Pentosane vorgeschlagen, da Xylose
und Arabinose gute Substrate darstellen. Weiterhin bekannt als Kohlenstoffquellen waren
z. B. Glukose, Fruktose, Saccharose, fiir einige Spezies auch Laktose und nur fiir zwei Arten
Cellulose (VOBIS, 1989).

Mit dem Ziel der Optimierung der Acarbosefermentation liegen nun seit einigen Jahren die
Schwerpunkte zu Arbeiten mit Actinoplanes sp. auf einer detaillierten Charakterisierung der
Biosynthese des Sekundédrmetaboliten Acarbose und seiner Funktion. Im Rahmen dieser
Studien sind als nutzbare Kohlenstoffquellen Glukose, Maltose so wie Maltotriose und auch
hohere Homologe bekannt geworden (STRATMANN, 1997, WEHMEIER, 2003). Zu Beginn
dieser Arbeit lagen dariiber hinausreichende Erkenntnisse zum Substratimport so wie zur
Nutzung weiterer Zuckersubstrate als Kohlenstoff- und Energiequelle im priméren

Metabolismus von Actinoplanes sp. nicht vor.

Das dieser Arbeit zu Grunde liegende Modell des Acarbose-Metabolismus (STRATMANN,
1997; WEHMEIER & PIEPERSBERG, 2004; s. Seite 11, Abbildung 4.2) involviert sowohl einen
extrazelluldren  Stirke/Maltodextrin-Stoffwechsel ~wie auch einen intrazelluldren
Maltodextrin/Maltose-Stoffwechsel. Postuliert sind dazugehorige Importsysteme fiir die
entsprechenden Substrate, darunter das Bindeprotein-abhéngige ABC-System AcbHFG.

Um nun diesen Substratimport zu belegen, des weiteren Hinweise auf Transport- so wie
Regulationsmechanismen zu erhalten und Einblicke in die Nutzung von Zuckern durch
Actinoplanes sp. zu gewinnen, wurden verschiedene in vivo Experimente zur Aufnahme von
radioaktiv markierter Maltose und Maltotriose (je 51 uM) und Acarbose (5,7 uM)
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen mit diesen und alternativen Kohlenstoffquellen

kultiviert. Das Wachstumsverhalten dieser Kulturen wurde untersucht und fir die
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Transportmessungen wurden Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase eingesetzt.
Diese dargestellten Experimente wurden fast ausschlieBlich mit dem Stamm 223/29
durchgefiihrt. Die Ergebnisse, die in den Abbildungen 6.4-6.10 gezeigt sind, konnten in
Stichproben mit Zellen des Stammes 50/110 bestétigt werden.

6.2.1 Wachstum von Actinoplanes sp. 223/29 mit verschiedenen Kohlenstoffquellen

Die Kulturen wurden, wie unter 5.4.2 beschrieben, iiber einen Zeitraum von 72 Stunden mit
verschiedenen Zuckern als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle angezogen. Die
Wachstumskurven, in Abbildung 6.4 dargestellt, wurden iiber die Bestimmung des
Proteingehaltes ganzer Zellen (s. 5.7.3) aufgestellt. Die Daten begriinden sich als Mittelwerte

auf jeweils zwei unabhéngigen Experimenten.

—e— Acarbose
—e— Glycerin
—e— MD50*
—=e— Maltodextrine
[ —e— Maltose
—e— Trehalose
—e— Saccharose
Laktose

mg Protein/ml Kultur

Zeit [Stunden]

Abbildung 6.4: Wachstum des Stammes Actinoplanes sp. 223/29 mit verschiedenen Kohlenstoffquellen.
Die Zellen wurden in Minimalmedium MNS mit den in der Legende angegebenen C-Quellen zu je 0,5 % tiiber
einen Zeitraum von drei Tagen angezogen.

Die Abbildung 6.4 zeigt einheitliches Wachstum der Zellen in statischer Kultur mit so
unterschiedlichen Substraten wie Glycerin, Trehalose, Saccharose und Maltooligo-

sacchariden. Bei einer Verdopplungszeit von ca. zehn Stunden erreichten die Zellen nach

etwa 28 — 30 Stunden (mit Trehalose nach 24 Stunden) jeweils die stationdre Phase.

* MD50 ist ein Gemisch aus Maltose und Maltotriose und zu 7 % Bestandteil des von STRATMANN (1997)
zusammengestellten Acarbose-Produktions-Mediums. Es enthélt auch Spuren von hoheren Homologen.
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Mit einer verringerten Verdopplungszeit von ungefdhr 17 Stunden wuchsen die Zellen
aullerdem auf Acarbose, nach 24 Stunden war aber ein abrupter Stillstand des Zellwachstums
zu beobachten. Von den tiberpriiften Kohlenstoffquellen konnte lediglich fiir Laktose kaum
Wachstum festgestellt werden.

Ebenfalls als gute Substrate dienten Xylose, Haferspelzen- und besser Birkenholzxylan
(eigene Beobachtung). Dieses Resultat unterstiitzt eine den Genen asp3.7 und asp3.2 aus dem
acb-Gencluster zugesprochene Funktion im Xylanabbau (M. Jarling, pers. Mitteilung). Von

STOLPE konnten 2001 Enzyme eines Trehalose-Metabolismus identifiziert werden

6.2.2 Maltoseaufnahme in Zellen von Actinoplanes sp. 223/29

Actinoplanes sp. ist in der Lage, auf verschiedenen Zuckern als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle zu wachsen (s. Abbildung 6.4). Dem Modell des Acarbose-Metabolismus
folgend sollte der Maltoseimport in intakte Zellen von Actinoplanes sp. nachgewiesen und in
einen Zusammenhang mit dem Wachstumssubstrat gebracht werden. Dafiir wurden Kulturen,
die in Minimalmedium mit simtlichen dieser getesteten Zucker so wie zusitzlich Glukose und
auch in Vollmedium TSB so wie Acarbose-Produktions-Medium angezogen wurden, in den
Transportmessungen eingesetzt.

Die Experimente zur Aufnahme von Maltose wurden mit Zellen durchgefiihrt, die aus der
spiaten exponentiellen Wachstumsphase (nach 24 Stunden) entnommen wurden. Die

Vorbereitung der Zellen und die Transportmessungen erfolgten wie unter 5.7.7 beschrieben.

100
E 90 -
g
E 80 —e— Acarbose
g’ Zg il —e— Glycerin
g i —e— Saccharose
g 501
£ 40 —e— Trehalose
g 30 | —e—TSB
5 201 Glukose
£ 10
<
= 0 —_— ‘
0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit [Minuten]

Abbildung 6.5: Aufnahme von Maltose in Zellen des Stammes Actinoplanes sp. 223/29 — Darstellung der
Linearitit. Die Zellen wurden Vollmedium TSB und Minimalmedium MNS mit den in der Legende
angegebenen Zuckern zu je 0,5 % angezogen und nach 24 Stunden Wachstum fiir die Messungen entnommen.
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Zu Beginn der Illustration der erzielten Ergebnisse soll die Abbildung 6.5 anhand einiger
Transportexperiment reprdsentieren, dass iiber den gesamten Messzeitraum von sieben
Minuten eine Linearitit des Transports gegeben war.

Hier ist bereits zu sehen, dass die Aufnahme radioaktiv markierter Maltose (51 pM) in Zellen
fast aller Kulturen, unabhédngig von der C-Quelle, prinzipiell nachgewiesen werden konnte.

Lediglich Wachstum mit Glukose erlaubte kaum einen Import dieses Zuckers.

Die folgende Abbildung 6.6 ist eine Zusammenfassung sdmtlicher Transportdaten aus bis zu
11 unabhédngigen Messungen (vgl. auch Abbildung 6.9). Fiir diese Darstellung wurden alle

gewonnenen Werte jeweils auf mg Protein/min bezogen und anschliefend gemittelt.

10.2

Maltosetransport [nmol/mg Protein x min]

Abbildung 6.6: Durchschnittliche Maltoseaufnahme in Zellen von Actinoplanes sp. 223/29. Die Zellen
wurden in Acarbose-Produktions-Medium, Vollmedium TSB bzw. Minimalmedium MNS mit den angegebenen
Zuckern zu je 0,5 % bzw. 7 % MDS50 kultiviert und nach 24 Stunden Wachstum fiir die Transportmessungen
eingesetzt.

Es =zeigten sich Unterschiede im Maltosetransport hinsichtlich der verwendeten
Kohlenstoffquelle bei Anzucht der Zellen. Die Transportaktivitdt wurde also abhingig vom
Wachstumszucker unterschiedlich reguliert. So erreichten Zellen aus Acarbose- bzw.
Glycerinkulturen deutlich die hochsten Raten. Hingegen resultierte Wachstum in sdmtlichen

Maltose- und Maltodextrin-haltigen Medien so wie in Laktose und TSB (enthélt herstellungs-
bedingt Glukose und Maltose, Firma OXOID) in den niedrigsten Transportaktivititen.
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Die Transportraten von TSB-Zellen lassen vermuten, dass die Mechanismen einer
Glukoserepression nicht nach dem Prinzip des Induktorausschlusses bei Enterobakterien wie
E. coli oder einer CcpA vermittelten Repression kataboler Operone bei grampositiven
Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt wie B. subtilis (Ubersicht: STULKE & HILLEN, 1999)
funktionieren (s. Abschnitt 4.2.4).

6.2.2.1.  Sperzifitit der beobachteten Maltosetransport-Aktivitiaten

Ausgehend von den obigen Befunden wurden die fiir den Acarbose-Metabolismus
wesentlichen Kohlenstoffquellen Acarbose und MD50 ausgewihlt, um im weiteren Verlauf
der Charakterisierung des Maltosetransports die Substratspezifitit des bzw. der beteiligten
Maltosetransporter(s) zu ermitteln. Die Zellen wurden in Minimalmedium mit den genannten
Zuckern kultiviert, fiir die Transportmessungen vorbereitet und vor Zugabe der radioaktiven
Maltose (51 puM) mit einem Uberschuss an verschiedenen Zuckern (1 mM) inkubiert
(s. 5.7.7). Fiir die Abbildung 6.7 wurden neun (Acarbose-Zellen) bzw. fiinf (MD50-Zellen)
unabhéngig durchgefiihrte Hemmstudien zusammengefasst. Alle gewonnenen Werte wurden
jeweils auf mg Protein/min berechnet und gemittelt und dann in Prozent des Kontrollwertes

angegeben.

Die Inkubation der Zellen von Actinoplanes sp. mit einem Uberschuss an Maltodextrinen,
Trehalose und Saccharose resultierte, unabhingig vom Wachstumssubstrat, in einer
drastischen Hemmung des Maltosetransports. Dieses Resultat wurde bei Zellen aus
Anzuchten mit Maltose und Maltodextrinen MD ebenfalls beobachtet (Daten nicht gezeigt).
Auffillig war, dass bei Acarbose-Zellen die Restaktivitit in Gegenwart von Maltodextrinen
ungefdhr doppelt so hoch lag wie in Gegenwart von Trehalose und Saccharose (28 % im
Vergleich zu 13 %), wihrend diese multiple Hemmung bei MD50-Zellen keine Unterschiede
zeigte und mindestens noch 21 % Restaktivitét erlaubte. Deutlich war weiterhin die 41 bzw.
34 %ige Inhibierung durch Glukose. Dagegen wurde die Maltoseaufnahme kaum durch
Laktose und nur bei MD50-Zellen durch Acarbose (unter Beachtung der Schwankungen
konstatiert) beeinflusst (vgl. auch Abbildung 6.10).

Mit Ausnahme des Acarbose-Effektes waren die Hemmmuster insgesamt &hnlich,
unterschieden sich aber im Hinblick auf die Wirkungen von Trehalose, Saccharose und
Maltodextrinen im Ausmall der Inhibition. Bei Acarbose-Zellen gar glich im Falle von

Trehalose und Saccharose die Hemmung dem Ausverdiinnungseffekt durch kalte Maltose als
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Ausdruck einer gleichwertigen Konkurrenz dieser drei Zucker um den Transport. So konnten
dieses unterschiedliche Ausmal} der Inhibition und der Acarbose-Effekt zwei Hinweise darauf
sein, dass die Maltosetransportaktivitidt von Zellen aus Acarbose- und MD50-Kulturen von

verschiedenen Transportsystemen realisiert wird.
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Abbildung 6.7: Inhibierung der Maltoseaufnahme durch verschiedene Zucker. Die Zellen wurden in
Minimalmedium MNS mit je 0,5 % Acarbose (A) bzw. MD50 (B) kultiviert und nach 24 Stunden Wachstum fiir
die Hemmstudien eingesetzt. Die Zucker, deren Einfluss auf den Transport {iberpriift werden sollte, sind jeweils
rechts neben den Kontrollen ( = 100 %) aufgefiihrt. Kontrollwerte sind die ohne zusdtzlichen Zucker im
Messansatz erreichten Transportraten. Sie lagen im Falle der Zellen, die mit Acarbose gewachsen waren, bei
11,1 nmol Maltose/mg Protein x min und bei solchen, die mit MD50 angezogen wurden, bei 2,3 nmol
Maltose/mg Protein x min.
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6.2.2.2.  Transportkinetik

Bei grampositiven Bakterien wurden verschiedene Energie-abhéngige Mechanismen fiir den
Transport von Maltose identifiziert. Zum Beispiel wird bei Bacillus licheniformis Maltose
iber einen Protonensymporter in die Zelle aufgenommen (TANGNEY ET AL., 1992; TANGNEY
ET AL., 1998), bei Streptococcus bovis hingegen iiber ein Phosphoenolpyruvat (PEP)-
abhingiges Phosphotransferasesystem (PTS) (MARTIN & RUSSELL, 1987). Bakterien wie
Streptomyces lividans oder Alicyclobacillus acidocaldarius wiederum nutzen fir die
Translokation von Maltose Bindeprotein-abhingige ABC-Transporter (SCHLOSSER ET AL.,
1997; HULSMANN ET AL., 2000; SCHEFFEL ET AL., 2004).

Diese nach verschiedenen Mechanismen funktionierenden Transportsysteme differenzieren
sich anhand der jeweils charakteristischen kinetischen Parameter. So lassen sich ganz klar die
primdren von den sekundédren Transportern abgrenzen. K,-Werte von ABC-Systemen oder
Phosphotransferasesystemen liegen im Bereich von 0,1 bis 10 uM, wihrend
Protonensymporter deutlich niedrigere Substrataffinititen aufweisen (10-100-fach)

(LENGELER, 1993).

Um Hinweise auf den Mechanismus des Maltoseimports zu erhalten und im weiteren zu
tiberpriifen, ob die unterschiedlichen Transportraten eventuell auf Systeme mit verschiedenen
Affinititen zurlickzufiihren sind, wurde der Maltosetransport von Zellen aus Anzuchten in
Minimalmedium mit je 0,5 % Acarbose, Glycerin, MD50 und Maltose hinsichtlich seiner
kinetischen Parameter K,, und V. charakterisiert. Dazu wurden die Transportraten bei
verschiedenen Substratkonzentrationen (1 — 61 pM Maltose) in jeweils zwei bzw. drei
unabhingigen Experimenten gemessen und gemittelt.

Beispielhaft sind in einem V/S-Diagramm in Abbildung 6.8A die Transportwerte von mit
Maltose kultivierten Zellen dargestellt. Zur Ermittlung der kinetischen Parameter des
Transports wurden die Werte der einzelnen Messungen jeweils in einem Lineweaver-Burk-
Diagramm analysiert (Abbildung 6.8B fiir Maltose-Zellen) und in der Tabelle 6.1

zusammengefasst.

Die Transportkinetiken zeigten geringe, aber deutliche Unterschiede. Festzustellen ist, dass
bei Glycerin-kultivierten Zellen der Maltosetransport mit hochster Substrataffinitét, aber
relativ langsam stattfand. Ahnlich schwach aktive Systeme hatten auch Zellen aus MD50
bzw. Maltose-Kulturen. Hingegen transportierten Zellen einer Acarbose-Kultur mit der

hochsten Geschwindigkeit, jedoch weniger affin. Die niedrigste Affinitét zu Maltose wies das
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Transportsystem von MD50-kultivierten Zellen. Der K, lag zehn- bzw. dreifach hoher als der

von Glycerin- bzw. Acarbose-Kulturen.
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Abbildung 6.8: Bestimmung der kinetischen Parameter des Maltosetransports. Die Zellen wurden in
Minimalmedium MNS mit 0,5 % Maltose kultiviert und nach 24 Stunden Wachstum fiir die Messung eingesetzt.
A: V/S-Diagramm, B: Lineweaver-Burk-Diagramm.

Tabelle 6.1: Kinetische Parameter des Maltosetransports bei Actinoplanes sp. 223/29

Medium 0,5 % Acarbose 0,5 % Glycerin 0,5 % MD50 0,5 % Maltose
MNS mit je

K (uM) 11,7 3,0 33,3 9,7

Vinax (nmol/mg x min) 17,9 6,0 34 3,5
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Insgesamt sprechen die kinetischen Daten in allen vier Féllen fiir den Import von Maltose
tiber einen priméren Carrier. Durch Experimente zur Phosphorylierung von radioaktiver
Maltose mit PEP in zellfreien Extrakten von Actinoplanes sp. konnte keine Aktivitit eines
PTS nachgewiesen werden (s. 5.7.8). So ist die Annahme vertretbar, dass die Maltose-

aufnahme iiber einen Bindeprotein-abhéngigen ABC-Transportmechanismus realisiert wird.

6.2.3 Maltotrioseaufnahme in Zellen von Actinoplanes sp. 223/29

Dem Modell des Acarbose-Metabolismus und der Feststellung, dass der Maltosetransport in
Zellen von Actinoplanes sp. neben anderen Zuckern auch durch Maltodextrine stark gehemmt
wurde, folgend (s. Abbildung 6.7), sollte auch der Maltotrioseimport in intakte Zellen von
Actinoplanes sp. untersucht werden. Dabei wurden in Anlehnung an die erzielten Daten des
Maltosetransports signifikante Experimente ausgewahlt, um die in vivo Studien abschlieBend
zu festigen.

So sollte die Maltotrioseaufnahme zunédchst in einen Zusammenhang mit dem
Wachstumssubstrat gebracht werden. Dafiir wurden Kulturen, die mit einer Auswahl der
bereits fiir die Maltosetransport-Messungen verwendeten Kohlenstoffquellen angezogen
wurden, in den Maltotriosetransport-Messungen eingesetzt. Die Zellen wurden aus der spéten
exponentiellen Wachstumsphase (nach 24 Stunden) entnommen und, wie unter 5.7.7
beschrieben, fiir die Messungen vorbereitet. Die Abbildung 6.9 ist eine Zusammenfassung
samtlicher Transportdaten aus bis zu 8 unabhingigen Messungen. Fiir diese Darstellung
wurden alle gewonnenen Werte jeweils auf mg Protein/min bezogen und anschlieend

gemittelt.

Prinzipiell war der Maltotriosetransport dhnlich dem Maltosetransport (vgl. Abbildung 6.6).
Die Aufnahme radioaktiv markierter Maltotriose (51 uM) konnte in Zellen fast aller Kulturen,
unabhingig von der C-Quelle, prinzipiell nachgewiesen werden konnte. Lediglich Wachstum
mit Glukose erlaubte auch hier kaum einen Import dieses Zuckers.

Es zeigten sich Unterschiede im Maltotriosetransport hinsichtlich der verwendeten
Kohlenstoffquelle bei Anzucht der Zellen. Die Transportaktivitit wurde also ebenfalls
abhingig vom Wachstumszucker unterschiedlich reguliert. So erreichten wieder deutlich die
hochsten Raten Zellen aus Acarbose-Kulturen, die Raten fiir Maltotrioseimport von Glycerin-
Kulturen lagen jedoch um ein Drittel niedriger als die Maltosetransport-Raten. Die niedrigste

Transportaktivitit fiir Maltotriose zeigten Zellen aus Minimalmedium mit 7 % MDS50, mit
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1,1 nmol Maltotriose/mg Protein x min gleichsam der Maltosetransport-Aktivitit. Auffallig
ist, dass bei Zellen aus Anzuchten mit MD50 sowohl der Maltotriose- als auch der
Maltosetransport bei steigender Substratkonzentration abnahm (1,1 nmol importierte

Maltotriose gegeniiber 3,2 nmol/mg Protein x min; vgl. Abbildung 6.6).
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Abbildung 6.9: Durchschnittliche Maltotrioseaufnahme in Zellen von Actinoplanes sp. 223/29. Die Zellen
wurden in Acarbose-Produktions-Medium bzw. Minimalmedium MNS mit den angegebenen Zuckern zu je
0,5 % bzw. 7 % MDS50 kultiviert und nach 24 Stunden Wachstum fiir die Transportmessungen eingesetzt.

6.2.3.1.  Spezifitit der beobachteten Maltotriosetransport-Aktivititen

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Spezifitit der beobachteten Maltotriosetransport-
Aktivititen untersucht. Als Kohlenstoffquellen zur Anzucht der Zellen in Minimalmedium
wurden Acarbose, Glycerin, Maltose und MD50 zu jeweils 0,5 % ausgewihlt. Die Zellen
wurden nach 24 Stunden Wachstum geerntet, fiir die Transportmessungen vorbereitet und vor
Zugabe radioaktiver Maltotriose (51 uM) mit einem Uberschuss an Acarbose und Maltose
(1 mM) inkubiert (s. 5.7.7). Fiir die Abbildung 6.10 wurden drei (Glycerin-, Maltose- und
MD50-Zellen) bzw. zwei (Acarbose-Zellen) unabhingig durchgefiihrte Hemmstudien
zusammengefasst (vgl. auch Abbildung 6.7). Alle gewonnenen Werte wurden jeweils auf mg

Protein/min berechnet und gemittelt und dann in Prozent des Kontrollwertes angegeben.

58



So wie Maltodextrine den Maltosetransport inhibierten, resultierte umgekehrt die Inkubation
der Zellen von Actinoplanes sp. mit einem Uberschuss an Maltose ebenfalls, unabhiingig vom
Wachstumssubstrat, in einer deutlichen Hemmung des Maltotriosetransports. Insgesamt
allerdings waren, mit Ausnahme der deutlich am stirksten inhibierten Transportraten von
Acarbose-Zellen (21 %), die Restaktivititen des Maltotriosetransports in Gegenwart von
Maltose in etwa doppelt so hoch wie die des Maltosetransports in Gegenwart von
Maltodextrinen (47 % bis 52 % gegeniiber 21 % und 28 %). Auffillig ist aulerdem, dass —
wiederum mit Ausnahme der Transportraten von Acarbose-Zellen — der Maltotriosetransport
wie der Maltosetransport sensitiv gegeniiber Acarbose war. Es wurde fiir den
Maltotriosetransport von Zellen aus Anzuchten mit 0,5 % MDS50 bzw. Maltose eine bis zu

41 %ige Hemmung durch Acarbose festgestellt.

100 95 100 100 100

Maltotriosetransport-Aktivitit in %

Abbildung 6.10: Inhibierung der Maltotrioseaufnahme durch verschiedene Zucker. Die Zellen wurden in
Minimalmedium MNS mit je 0,5 % Acarbose, Glycerin, MD50 bzw. Maltose kultiviert und nach 24 Stunden
Wachstum fiir die Hemmstudien eingesetzt. Die Zucker, deren Einfluss auf den Transport iiberpriift werden
sollte, sind jeweils rechts neben den Wachstumszuckern (Kontrollwerte = 100 %) aufgefiihrt. Kontrollwerte
waren die ohne zusétzlichen Zucker im Messansatz erreichten Transportraten. Sie lagen im Falle der Zellen, die
mit Acarbose gewachsen waren, bei 9,3 nmol Maltotriose/mg Protein x min und bei solchen, die mit Glycerin
angezogen wurden, bei 5,3 nmol Maltotriose/mg Protein x min. Die Kontrollwerte von Maltose- bzw. MD50-
Zellen betrugen 5,6 bzw. 3,5 nmol Maltotriose/mg Protein x min.
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6.2.4 Acarboseaufnahme in Zellen von Actinoplanes sp. 223/29

Das Modell des Acarbose-Metabolismus fordert neben einer Aufnahmekapazitit fiir Maltose
und Maltodextrine ebenso ein Acarbose-Transportsystem. Es konnte gezeigt werden, dass
Actinoplanes sp. in der Lage ist, mit dem Pseudotetrasaccharid als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle zu wachsen (s. Abbildung 6.4). Fiir Transportexperimente mit ['*C]-Acarbose
(5,7 uM) wurden Kulturen verwendet, die mit je 0,5 % Acarbose, Maltose, MD50,
Saccharose und Trehalose angezogen wurden. Die Zellen wurden nach 24stiindigem bzw.
dreitigigem (Kultivierung mit Acarbose) Wachstum geerntet und, wie unter 5.7.7
beschrieben, fiir die Messungen vorbereitet.

Bei Zellen aus Kultivierungen in Minimalmedium mit je 0,5 % Maltose, MD50, Saccharose
und Trehalose konnte nur eine geringe Menge intrazelluldr akkumulierter ['*CJ-Acarbose
festgestellt werden (0,1 nmol/mg Protein x min). Zellen aus der Kultivierung mit dem
Pseudotetrasaccharid hingegen erreichten Transportraten von 1,2 nmol/mg Protein x min.
Vergleichend wurden in Experimenten mit 6 uM [U-"*C]-Maltose Transportraten von
1,2 nmol/mg Protein x min (Maltose-kultivierte Zellen) und 0,6 nmol/mg Protein x min
(MD50-kultivierte Zellen) und 7,7 nmol/mg Protein x min (Acarbose-kultivierte Zellen)
festgestellt. Die Untersuchung der Transportaktivitit von Zellen aus der spéten stationéren
Wachstumsphase ergab Raten von lediglich 0,2 nmol Acarbose/mg Protein x min.

Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass Actinoplanes sp. die angebotene Acarbose
wihrend des Messzeitraumes enzymatisch degradiert und lediglich den unmarkierten
Maltosylrest importiert. In qualitativen Analysen der Cytosolfraktion per Diinnschicht-
Chromatographie (nicht gezeigt) konnte aber das Vorhandensein einer Tetraose detektiert

werden.

6.3 Identifizierung eines potentiellen Maltose/Maltodextrin-
Bindeproteins aus dem Kulturiiberstand von Actinoplanes sp.

Die nachgewiesene Maltose/Maltotriose-Transportaktivitidt der Zellen wird vermutlich liber
zwei Bindeprotein-abhdngige ABC-Transportsysteme realisiert (s. Abschnitt 6.2). Maltose
und Maltodextrin-Bindeproteine wie z. B. die Proteine MalE aus E. coli oder
A. acidocaldarius lassen sich charakteristischerweise durch Affinitdtschromatographie mittels

Agarose-gekoppelter Amylose reinigen (FERENCI & KLOTZ, 1978; HULSMANN ET AL., 2000).
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So wurde {iiberpriift, ob sich ein mogliches Maltose-Bindeprotein (MBP), vermutlich {iber
einen N-terminalen Lipidanker in der Membran fixiert (s. auch 4.2.3.2), nach Solubilisierung
via Amylose-Affinititschromatographie (analog 5.7.15 und 5.7.16) isolieren ldsst. Parallel
dazu wurde versucht, iiber DNA-DNA-Hybridisierungsexperimente mit Gensonden der
Maltose-Bindeproteine aus S. /ividans und A. acidocaldarius auf chromosomaler Ebene ein
homologes Gen bei Actinoplanes sp. zu finden. Beide Strategien verliefen jedoch erfolglos.
Im Zuge der Ermittlung der Synthesebedingungen fiir das Substratbindeprotein AcbH
(s. Abschnitt 6.7) bei Anzucht von Actinoplanes sp. in Maltodextrin-haltigen Medien aber fiel
in SDS-PAGE-Analysen von Kulturiiberstinden eine prominente Proteinbande bei einer fiir
Bindeproteine typischen Laufhéhe von entsprechender relativer molarer Masse zwischen 40
und 45 kDa auf. Damit erschien ein Kandidat fiir ein Maltose/Maltotriose-Bindeprotein

gefunden.

6.3.1 Isolierung eines potentiellen Maltose/Maltodextrin-Bindeproteins

Kulturiiberstinde aus 24 stiindigen Zellanzuchten in Minimalmedium mit je 0,5 % Maltose
und MD50 sowie in Acarbose-Produktions-Medium wurden, wie unter 5.7.16 beschrieben,
aufgearbeitet und einer Affinititschromatographie mit Agarose-gekoppelter Amylose

unterzogen. Die Abbildung 6.11 zeigt eine Zusammenfassung der hierzu erzielten Ergebnisse.
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Abbildung 6.11: Isolierung eines potentiellen Maltose/Maltodextrin-Bindeproteins. Die einzelnen Proben
wurden einer SDS-PAGE unterzogen. Fiir die Isolierung des potentiellen Maltose/Maltodextrin-Bindeproteins
wurden 2 ml konzentrierter Kulturiiberstand auf 0,5 ml Amylose-Matrix pipettiert. Im Anschluss an Waschungen
mit je 6 Sdulenvolumina Puffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,2, 1 mM CaCl,) wurde das Protein mit jeweils 0,5 ml
20 mM Maltose eluiert. Jeweils 36 pl der Proben des Sédulenlaufs wurden untersucht. Das betrachtete Protein ist
mit einem schwarzen Pfeilkopf (<) markiert.
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Mit 20 mM Maltose, oder auch Maltodextrinen (nicht gezeigt), konnte aus den Uberstinden
von Kulturen aus Anzuchten mit MD50 und Maltose, nicht jedoch aus Anzuchten in
Acarbose-Produktionsmedium, ein Protein mit Maltose/Maltodextrin-Bindeaktivitit isoliert
werden. In MALDI-TOF MS-Analysen (s. 5.7.17) konnte bestétigt werden, dass es sich bei
den betrachteten Banden der Kulturiiberstinde im SDS-Gel nicht um verschiedene Proteine
handelte, die sich wédhrend der Chromatographie unterschiedlich verhielten. Da sich das
potentielle MBP bei Kultivierung der Zellen in Acarbose-Produktions-Medium in einer
hochkonzentrierten Zuckerlosung befand (ca. 7 % MD50), wurde deshalb angenommen, dass
es auch nach der Dialyse gegen Tris-Puffer noch mit Maltose und/oder Maltotriose bzw.
langerkettigen Homologen ligandiert war, daher keine freie Bindekapazitit fiir die
Amylosematrix aufwies und unmittelbar im Durchlauf bzw. den Waschfraktionen wieder zu

finden war.

Alternativ konnte die wéhrend der Kultivierung von den Zellen synthetisierte Acarbose das
MBP iiber eine Dialyse hinaus blockieren (die im Rahmen der Transportexperimente
ermittelte Substratspezifitit eines der postulierten Maltosetransporter deutet auf die Existenz
eines Bindeproteins, das auch Acarbose akzeptiert). Um diese Vermutung zu iiberpriifen,
wurden die Proteine des Uberstandes von Kultivierungen mit 0,5 % MD50 zur Simulation der
hohen Zuckerkonzentration des Acarbose-Produktions-Mediums fiir je 15 Minuten mit
7 % Acarbose bzw. parallel 7 % MDS50 bei 30°C inkubiert. Nach exzessiver Dialyse gegen
Tris-Puffer konnte nur das MBP aus dem Ansatz, der mit Acarbose inkubiert worden war,
affinitdtschromatographisch isoliert werden. Das Protein aus dem Ansatz mit der hohen
MD50-Konzentration hingegen verhielt sich wie dasjenige aus dem oben beschriebenen
Saulenlauf mit Kulturiiberstand nach Anzucht der Zellen in Acarbose-Produktions-Medium.
Zusammen mit dem im weiteren Verlauf der Experimente erhaltenen Befund, dass 20 mM
Acarbose das MBP nicht von der Amylosematrix eluierten, erhirtete dies die Hinweise auf
die Identifizierung eines Acarbose-insensitiven Maltose/Maltodextrin-Bindeproteins.

Ein diesem potentiellen MBP entsprechendes Protein war auch in Kulturiiberstinden von
Zellanzuchten in Vollmedium TSB und in Minimalmedium mit 7 % MDS50 und je 0,5 %

Acarbose bzw. Glycerin vorhanden (nicht gezeigt).

Die durch die MALDI-TOF MS-Analyse des isolierte Proteins identifizierten Sequenzen
einzelner Peptide sind im Anhang aufgefiihrt. Die Arbeiten hierzu wurden in Zusammenarbeit

mit Frau Dr. Sophie Haebel, Universitit Potsdam, durchgefiihrt. Die Suche nach signifikanten
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Ubereinstimmungen zu anderen Proteinen mit Hilfe des erhaltenen Peptid-Massenspektrums,
das fiir das potentielle Maltose/Maltotriose-Bindeprotein eine relative molare Masse von
51,3 kDa angibt, und den Peptidsequenzen in Datenbanken erbrachte leider keine Hinweise

auf die Funktion dieses Proteins von Actinoplanes sp..

6.3.2 Klonierung des Gens eines potentiellen Maltose/Maltodextrin-Bindeproteins

Fiir die Identifizierung eines Maltose-Bindeproteins auf chromosomaler Ebene wurden in
verschiedenen DNA-DNA-Hybridisierungen (s. 5.6.9) mit chromosomaler DNA von
Actinoplanes sp. 50/110 zunidchst DIG-markierte Sonden der malE-Gene aus S. lividans und
A. acidocaldarius verwendet. Die Amplifikationen per PCR und anschlieBenden
Modifizierungen mit DIG sind unter 5.6.3 und 5.6.9.4 beschrieben. Die Amplifikation des
malE-Gens von S. lividans erfolgte dabei mit Primern, die von der Sequenz des malE-Gens
von S. coelicolor abgeleitet wurden (VAN WEZEL ET AL., 1997b). In keinem der Verfahren
konnte eine Hybridisierung der Sonden mit chromosomaler DNA von Actinoplanes sp.

detektiert werden.

SchlieBlich gelang es, mit zwei weiteren DIG-markierten Oligos Hybridisierungssignale zu
erhalten. Deren Nukleotidsequenzen wurden anhand der Peptidsequenzen des in 6.3.1
charakterisierten potentiellen Maltose/Maltotriose-Bindeproteins unter Beriicksichtigung der
bisher flir Actinoplanes sp. ermittelten ,,codon usage* (STRATMANN, 1997) generiert. Dabei
gab die Verwendung des degenerierten Oligos ,,fishingMBP2* (s. Seite 29, Tabelle 5.3),
welches aufgrund eines im zugehdrigen Peptid hohen Anteils an Aminosduren mit relativ
invarianten Kodons (W, Y, D, F und N) ausgewdhlt wurde, sehr distinkte
Hybridisierungssignale. Hierfiir wurde chromosomale DNA von Actinoplanes sp. iber Nacht
mit den Restriktionsenzymen BamHI, Sall und Smal behandelt. Nach einem Southern-Blot-

Verfahren (s. 5.6.9) wurden die Signale mittels Hyperfilm sichtbar gemacht (Abbildung 6.12).

Fir die weitere Analyse der identifizieren DNA-Fragmente sollten die nach erneuter
Restriktion der DNA mit Sa/l und Smal und Auftrennung in einem Agarosegel
entsprechenden Banden bei ~ 5,5 kB und ~ 3 kB aus dem Gel eluiert und in geeignete
Vektoren, z. B. pUC18 und pUCI19, subkloniert werden. Jedoch konnte bislang im weiteren
Verlauf des Verfahrens keine ausreichende Anzahl an Transformanten fiir

Koloniehybridisierungen erhalten werden.
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Abbildung 6.12: DNA-DNA-Hybridisierung. Dargestellt ist die Hybridisierung der DIG-markierten Sonde
,»fishingMBP2* mit Fragmenten chromosomaler DNA von Actinoplanes sp. 50/110. Nach dem Verdau der DNA
mit verschiedenen Restriktionsenzymen wurden die Fragmente in einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt. Die
Hybridisierung erfolgte mit 50 ng Sonde/ml Hybridisierungslosung iiber Nacht bei 56°C. Die erhaltenen Signale
liegen bei DNA-Fragmenten mit den GréBen ~ 10 kB (BamHI), ~ 5,5 kB (Sall) und ~ 3 kB (Smal).

6.3.3 Zusammenfassung

Actinoplanes sp. ist in der Lage, so unterschiedliche Substanzen wie Glycerin, Trehalose,
Saccharose und Maltooligosaccharide als Kohlenstoffquellen zu nutzen. Auch der durch
dieses Bakterium synthetisierte Sekundidrmetabolit Acarbose konnte als C-Quelle verwertet
werden, loste aber nach 24stiindiger Kultivierung einen abrupten Stillstand des
Zellwachstums aus.

Sédmtliche dieser Zucker fiihrten zur Ausbildung von Transportkapazititen fiir Maltose und
Maltotriose. Wiahrend die hochsten Transportraten bei Zellen nach Anzucht mit Acarbose
oder Glycerin beobachtet wurden, zeigten Zellen aus Maltose- und Maltodextrinhaltigen
Medien die niedrigsten Raten. Der Maltoseimport war durch Maltodextrine, Trehalose und
Saccharose inhibierbar. Fiir den Maltotriosetransport wurde eine Hemmung durch Maltose
nachgewiesen. Darliber hinaus hemmte auch Acarbose die Aufnahme von Maltose und
Maltotriose. Eine Ausnahme bildet das Transportsystem von Zellen, die mit dem
Pseudotetrasaccharid kultiviert wurden. Hier konnte keine Sensitivitit gegeniiber Acarbose
festgestellt werden. Die unterschiedlichen Spezifititen der erfassten Transportaktivititen
deuten an, dass Actinoplanes sp. iiber zwei verschiedene Systeme zum Import von Malto-

oligosacchariden verfiigt. Die ermittelten kinetischen Daten des Maltosetransports von Zellen
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aus Kultivierungen mit Acarbose, Glycerin, Maltose und dem Maltose/Maltotriose-Gemisch
MDS50 erlauben keine eindeutige Differenzierung der involvierten Transporter. Die hohen
Substrataffinititen von Ky, =3 uM — 33 uM lassen sich jedoch mit der Annahme vereinbaren,
dass der Maltoseimport iiber einen Bindeprotein-abhéngigen ABC-Transportmechanismus
realisiert wird. Die Beteiligung eines Phosphotransferase-Systems kann ausgeschlossen
werden. Ein potentielles Maltose/Maltodextrin-Bindeprotein konnte aus Kulturiiberstinden
nach Zellanzuchten mit Maltose und MD50 isoliert werden. Dieses Protein hat keine

Sensitivitit gegeniiber Acarbose.

Der Import von Acarbose konnte deutlich nur bei solchen Zellen nachgewiesen werden,
denen das Pseudotetrasaccharid auch zum Wachstum angeboten wurde. Sowohl die
Wachstums- als auch die Transportraten waren im Vergleich zu Verwertung und Import von

Maltose vermindert.
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6.4 Heterologe Synthese und Reinigung des Proteins AcbH

Innerhalb des Acarbose-Biosynthese-Genclusters von Actinoplanes sp. liegt das Gen acbH,
welches fiir ein potentielles Zucker-Bindeprotein der CUTI1-Familie (s. 4.2.3.2) als
Komponente eines ABC-Importers kodiert. Hinweise zum Substratspektrum gab es aufgrund
der Hypothese zum Acarbose-Metabolismus, die den Import von Maltose und Maltodextrinen
sowie Acarbose und seinen Derivaten fordert (s. 4.1). Fiir Experimente zur Ermittlung der
Substratspezifitit dieses Proteins AcbH war es zundchst notwendig, ein Expressionssystem
fiir acbH zu etablieren, um ausreichende Mengen des Proteins reinigen zu konnen. Daher
wurden verschiedene Plasmide fiir die heterologe Synthese von Strep-Tagll- bzw. (His)s -und
(His);o -AcbH-Fusionsproteinen in E. coli und S. lividans TK23 konstruiert (s. 5.6.8), um
diese schlieBlich mittels Strep-Tactin- bzw. Ni-NTA- Affinitdtschromatographie zu reinigen.
Fiir die Verwendung der zuvor aufgefiihrten Expressionsstimme galten gleichgewichtige
Argumente, denn der hohere Verwandtschaftsgrad von S. lividans zu Actinoplanes sp. bot
Vorteile im Hinblick auf die ,,codon usage®. Dem gegeniiber standen die Vorziige einer
einfacheren Handhabung von E. coli-Zellen.

Aufgrund der Absicht, das Bindeprotein aus dem Cytosol des jeweiligen Wirtsstammes zu
reinigen, fehlt den Klonen der fiir das Signalpeptid kodierende Sequenzabschnitt. Das
Signalpeptid von AcbH bilden die 29 N-terminalen Aminosduren des Prelipoproteins mit
einer typischen Lipobox (27LAA3K30C) fiir die Prozessierung durch die Signalpeptidase 11
(FEKKES & DRIESSEN, 1999; TIALSMA ET 4L., 2000). Die vermutete Spaltstelle wurde durch

Analyse mit dem SignalP V1.1-Programm (http://www.cbs.dtu.dk/services/) (NIELSEN ET AL.,
1999) bestitigt. Aulerdem wurde das Cystein, an dem das native Protein die N-terminale
Lipidmodifikation erfdhrt, durch ortsspezifische Mutagenese zu Alanin oder Methionin
umgewandelt. Dadurch sollte ein lethaler Effekt einer mdglichen Lipidmodifikation
vermieden werden (KEMPF ET AL., 1997). In einem alternativen Ansatz sollte eine mit dem
Signalpeptid PelB fusionierte AcbH-Variante in einer Anreicherung des Proteins im

Periplasma von E. coli resultieren.

6.4.1 Klonierungen von achH

Subklonierung von acbH auf Grundlage eines fehlerhaften Template: Mit dem Ziel der
heterologen Expression in E. coli wurde das achbH-Gen in die Expressionsvektoren

pBAD/HisA und pASK-IBA7 kloniert, um AcbH N-terminal mit einem (His)s-Tag bzw.
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einem Strep-Tagll zu fusionieren. Als Template fiir die Amplifikation von acbH mittels PCR
diente das Plasmid p103B3.1 (M. Jarling, AG Prof. Piepersberg, Wuppertal). Die Induktion
der Genexpression von den als pCB2 und pCB3 bezeichneten Plasmiden durch Arabinose
bzw. Anhydrotetracyclin fithrte in beiden Féllen zu einer sehr schwachen Synthese
iiberwiegend unldslicher Proteinaggregate in den E. coli-Stimmen TOP10 und LMG194 bzw.
JM109. Der Nachweis wurde durch eine Western-Blot-Analyse mit einem Anti-(His)s-
Antikorper bzw. Streptavidin-konjugierter alkalischer Phosphatase gefiihrt. Auch durch
Variation der Kultivierungs- und Induktionsparameter wie Verwendung verschiedener
Néhrmedien (LB, 2 x LB, 2YT, NB und TPi), Wachstumstemperaturen (26, 30 und 37°C) und
Induktorkonzentrationen sowie Induktions- und Erntezeitpunkte lie sich keine Optimierung

der Synthese erreichen.

Darauthin wurde mit pQE9 als Vektorhintergrund ein weiteres Expressionssystem fiir achH
konstruiert, das an den N-Terminus des Proteins die Sequenz RGS(His)sGS fusioniert. Nach
Induktion der Genexpression vom resultierenden Plasmid pCB4 durch IPTG konnte in diesem
Fall die starke Synthese eines Proteins als N-terminale (His)s-Fusion iiber die
immunologische Analyse eines Western Blots mit Anti-RGS-Antikérpern nachgewiesen
werden. Das Protein lag allerdings ebenfalls in aggregierter Form vor. In diesem Fall gelang
es jedoch, durch sukzessives Kombinieren einzelner Kultivierungs- und Induktionsparameter
den 16slichen Anteil von AcbH im Cytosol von E. coli JIM109 entscheidend zu erhdhen. Dabei
wurde neben den fiir die Expression des acbH-Gens von pCB2 und pCB3 erwéhnten
Variationen auch die Ko-Expression mit einem Chaperon getestet (von pOFX-tac-SL1). So
konnte eine Reinigung des Proteins iiber Ni-NTA-Chromatographie und anschlieende
Ionenaustauschchromatographie erreicht werden. Es folgten Experimente zur Aufklarung der
Substratspezifitidt durch Amylose-Affinitdtschromatographie (Methodik entspr. 5.7.16), durch
Féllungsexperimente mit radioaktiv markierter —Maltose (analog 5.7.9) sowie
Immobilisierungsversuche auf dem BIAcore-Sensorchip Ni-NTA (s. 5.7.10). Des weiteren
wurden mit dem von pCB4 synthetisierten Protein polyklonale Antikorper hergestellt,
woraufhin mit der Eruierung des Syntheseprofils des wt-AcbH in Actinoplanes sp. begonnen
wurde. Entgegen der Erwartung fiihrten Western-Blot-Analysen (s. 5.7.6) unter keinen
Bedingungen zur Detektion des Proteins in Zellfraktionen. Diese Tatsache veranlasste zur
Kontrolle der bisher angewandten Klonierungsstrategien. Da hierbei keine Fehler unterlaufen
waren, wurde das klonierte Gen in pCB4 durch Sequenzierung analysiert. Fiir eine

Uberpriifung des Plasmids pCB4 gab es zuvor keinerlei Motivation, da dass synthetisierte
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Protein im SDS-Gel die erwartete Grofle von ca. 46 kDa zeigte und zudem die N-terminale
(His)s-Fusion an diesem Protein mit einem Anti-His-Antikdrper nachgewiesen werden
konnte. Es stellte sich heraus, dass ab dem fiinften Nukleotid der acbH-Sequenz keine weitere
Ubereinstimmung mit der Nukleotidsequenz des klonierten Fragmentes vorhanden war.
Zumindest die Fusion und die korrekte Klonierung im Hinblick auf die Einhaltung des
Leserahmens und den Austausch von Cystein zu Methionin wurden durch die Sequenzierung
bestitigt. Somit ist zu erkldren, warum die Western-Blot-Analysen nicht gelingen konnten,

denn im Antiserum waren keine Antikdrper gegen AcbH vorhanden.

Als Kontrolle fiir den Erfolg der angewandten Methoden zur Charakterisierung des AcbH-
Proteins sollte das Maltose-Bindeprotein MalE aus E. coli dienen, das ebenfalls als (His)s-
Fusionsprotein rekombiniert wurde (malE ohne Sequenz fiir das Signalpeptid in pQE9,
s. 5.6.8.1). Nach Induktion der Genexpression vom resultierenden Plasmid pCBS5 durch IPTG
konnte das Protein leicht sowohl iiber Ni-NTA- als auch Amylose-Affinitidtschromatographie
(analog 5.7.12 und 5.7.16) gereinigt werden. Die in diesem Falle homologe Expression verlief
quantitativ und qualitativ dulerst erfolgreich, das Protein lieB3 sich sauber in hohen Mengen

und aktiv reinigen.

Zu dieser Zeit traten korrigierte Sequenzdaten zu acbH vom Kooperationspartner auf.
Anstelle der viert- und drittletzten Kodons fiir die Aminosduren Thr und Ile zeigte die neue
Sequenz die Aminosduren Ala und Asp. Fiir die sukzessive Konstruktion sdmtlicher neuer
Expressionssysteme (pCB6 — pCB9) wurde chromosomale DNA von Actinoplanes sp. 50/110
prapariert (s. 5.6.1.2) und anstelle des bisher eingesetzten p103B3.1 als Template fiir die
Amplifikation des achH-Gens verwendet. pCB6 wurde unter Einsatz eines fiir die PCR neu
generierten 3-Primers entsprechend der Strategie fiir pCB4 hergestellt. pCB7 stellt eine
Variante von pCB6 dar, in der das Cystein nicht wie bisher durch Methionin sondern durch
Alanin ausgetauscht ist. Im Rahmen der weiteren Optimierung der Synthese in Richtung eines
l6slich im Cytosol vorliegenden Proteins wurde auBlerdem ein AcbH-Fusionsprotein mit
C-terminalem (His)e-Tag entwickelt (in pQE60, pCB8). Da die zwischenzeitlich
unternommenen Versuche zur Immobilisierung des (His)e-MalE an die Sensor-Chips CM5
und Ni-NTA unbefriedigend verliefen, in letztgenanntem Fall vermutlich aufgrund
mangelnder Affinitdt zur Ni-Matrix, wurde des weiteren eine Variante von AcbH mit einem
langeren (His)o-Tag rekombiniert (pCB9, acbH in pET19b). Die Sequenzanalyse dieser vier

neuen Expressionssysteme identifizierte nach dem Nukleotid 288 des achH-Gens jeweils stets
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einen zusétzlichen Sequenzbereich von 48 Nukleotiden. Parallel zu dieser Feststellung ergab
sich in Kommunikation mit der Wuppertaler Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Piepersberg, dass
im selben Zeitraum ebenfalls Sequenzunstimmigkeiten innerhalb des ach-Genclusters erkannt
wurden, die der weiteren Analyse bedurften. Darauthin wurde dort begonnen, eine erncute
Sequenzanalyse des gesamten Acarbose-Biosynthese-Genclusters durchzufiihren.
Unterdessen, in Abwartung eines Konsens der Sequenzdaten, wurden die Arbeiten mit pCB6
— pCB9 fortgesetzt. Dies schien gerechtfertig, denn die identifizierten Sequenzbereiche waren
fiir die Richtigkeit der heterolog synthetisierten Proteine nicht von Bedeutung. Sie
verursachten keinen frame shift und waren nicht durch die Klonierungsstrategien beeinflusst.
Da hier fiir die Amplifikationen von achbH chromosomale DNA als Template eingesetzt
wurde, spiegelten die identifizierten Bereiche vielmehr die tatsidchliche Sequenz des acbH-
Gens wider und somit lagen dem Wildtyp entsprechende AcbH-Varianten vor. AuBlerdem galt
es, neues Anti-AcbH-Antiserum fiir die Aufkldarung des Syntheseprofils des wt-AcbH in
Actinoplanes sp. zu erhalten. Zusammenfassend beschrieben, konnte durch Expressions-
analysen dieser vier neuen Klone per SDS-PAGE mit Ausnahme des pCBS8 eine starke
Uberproduktion der jeweiligen AcbH-Varianten durch die E. coli-Stimme JM109 (pCB6,
pCB7 und pCBS8) und BL21(DE3)<pLysS> (pCB9) gezeigt werden, die erneut fast
ausschlieBlich als unlosliche Aggregate im LSP vorlagen.

Die Optimierung der Synthese eines (His)s-AcbH-Fusionsproteins in Richtung einer
Erhohung des Anteils 16slichen Poteins wurde mit den fiir die Expressionssysteme pCB2 —
pCB4 beschriebenen Methoden (s. Seite 67) versucht. Um die Expression der GC-reichen
DNA des acbH-Gens zu unterstiitzen, erfolgten aulerdem Untersuchungen zur heterologen
Synthese von AcbH in dem Expressionsstamm £E. coli BL21-CodonPlus-RP, der
plasmidkodierte Kopien der argU und proL tRNA-Gene enthélt. Des weiteren wurde mit zwei
Expressionsstimmen (BB4564 und BB4565) mit einem GroEL Phinotyp gearbeitet, um in
Anlehnung an Ergebnisse von MAR CARRIO & VILLAVERDE (2003) eine mogliche Chaperon-
vermittelte Aggregation von AcbH zu reduzieren. Aufgrund der insgesamt nur geringen
Proteinausbeuten wurde alternativ zu den Modifikationen der Expressionsparameter dazu
iibergegangen, das aggregierte AcbH nach einer Solubilisierung mit 8 M Harnstoff und
anschlieender Renaturierung zu nutzen. Zur Renaturierung des gereinigten Proteins wurden
verschiedene Methoden angewandt (s. 5.7.13). Dabei erbrachten weder die langsame Dialyse
mit Hilfe des Renaturierungsreagenz Roti®-Fold (8x) der Firma ROTH noch eine schnelle

Dialyse gegen 1000-faches Volumen Puffer (50 mM Tris, pH7,2, 300 mM NacCl,
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5 % Glycerin) den gewiinschten Erfolg. In einem weiteren Verfahren wurde unter Zusatz von
4,8 mM B-Cyclodextrin die ,,Artificial Chaperon““-Methode nach DAUGHERTY ET AL. (1998)
versucht. Diese Methodik verlief ebenfalls erfolglos, schlieflich konnte aber durch Einsatz
des ,low molecular weight additive* Arginin eine zufriedenstellende Renaturierung von
AcbH erzielt und auch im Falle des (His);o-AcbH nach Expression von pCB10 angewandt
werden (Abschnitt 6.4.3).

Die endgiiltigen Sequenzdaten nach Resequenzierung des gesamten acbh-Genclusters
bestitigten die durch die vorliegende Arbeit gefundenen Insertionen. Jedoch waren die beiden
Aminosduren Thr und Ile, die zuvor Anlass gaben, die neuen Plasmidkonstrukte pCB6 —
pCB9 mit Ala und Asp zu erzeugen, durchaus korrekt. Fiir die Experimente zur
Substratspezifitdt jedoch war es unerldsslich, ein Protein mit fehlerfreier Sequenz einzusetzen.
Daher wurden drei weitere Klone (pCB10 - pCB12, s. 5.6.8.2 — 5.6.8.4) fiir die Synthese von
ausschlieBlich (His);o-AcbH-Fusionsproteinen hergestellt. Hierbei wurden zur Generierung
der jeweiligen 3-Primer fiir die Amplifikationen des achH-Gens vom Chromosom die
Sequenzen so ausgewdhlt, dass das Anlagern an das Template auBlerhalb des acbH-Gens
erfolgte. So sollte in diesem kritischen Bereich der Sequenzvariationen jeglicher Einfluss
vermieden werden. Nach Sequenzanalyse dieser Klone konnten Thr und Ile tatsdchlich als die
viert- und drittletzten Aminosduren von AcbH verifiziert werden (Manuskript zur

Veroftentlichung der ach-Gene in Vorbereitung; U. Wehmeier, pers. Mitteilung) .

Da zwei Aminosduren fiir ein polyklonales Antiserum kein relevantes Epitop darstellen,
wurde davon ausgegangen, dass die beiden Aminosdureaustausche nicht storend waren. Um
absolute Sicherheit zu erreichen, wurde das Aliquot gereinigten (His)s-AcbH von pCB7,
welches fiir die erneute Immunisierung von Kaninchen verwendet wurde (s. 5.7.5), zusétzlich
einer MALDI-TOF MS-Analyse unterzogen und konnte damit als das Protein AcbH bestitigt
werden (s. 5.7.17).

Die Herstellung der drei neuen Plasmidkonstrukte pCB10 — pCB12 sowie die Synthese und
Reinigungen der (His),o-Fusions-Proteine sind auf den folgenden Seiten unter 6.4.2 und 6.4.3

beschrieben.
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6.4.2 Heterologe Synthese von AcbH in S. lividans TK23 und Reinigung

Fiir die Reinigung des AcbH aus S. lividans per Ni-Affinitdtschromatographie musste vorab
ein geeignetes Expressionssystem konstruiert werden, das N-terminal an das Protein einen
(His)o-Tag fusioniert. Dafiir wurde zundchst das Plasmid pCB10 (s. Abschnitt 6.4.3) einer
ortsspezifischen Mutagenese unterzogen, um die Restriktionsschnittstelle fiir Ndel
unmittelbar vor dem Gen zu eliminieren (= pCB11, s. 5.6.8.3). Von diesem Template wurde
dann das acbH-Gen zusammen mit der Sequenz fiir den His-Tag in einer PCR amplifiziert
und schlieBlich iiber die durch die mismatch-Primer vorgegebenen Schnittstellen Ndel/BamHI
in den Shuttle-Vektor pPWW49-GenPoly kloniert (= pCB12, s. 5.6.8.4). Durch die
Klonierung ist N-terminal an AcbH die Sequenz MH;(SSGHIDDDDKH fusioniert. Die
Anzucht von S. lividans TK23 <pCB12> erfolgte, wie unter 5.7.12 beschrieben. Nach einer
Zellfraktionierung (s. 5.7.1.2) wurde die Lokalisation des Expressionsproduktes durch
Western Blot-Analysen analysiert (s. 5.7.6) (nicht gezeigt). Das 16sliche Protein AcbH befand
sich innerhalb der Cytosolfraktion.

Das gewonnene Cytosol wurde mit der Absicht verwendet, das (His);o-AcbH {iber eine Ni-
NTA-Affinitdtschromatographie (s. 5.7.12) zu reinigen. Da hier wie auch bei der Darstellung
des Gesamtproteins in einer SDS-PAGE keine fiir AcbH prominente Proteinbande
identifiziert werden konnte (nicht gezeigt), wurde der Verlauf der Chromatographie in einem

Western Blot nachgepriift (Abbildung 6.13A und B).
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Abbildung 6.13: Nachweis der heterologen Expression von acbH in S. lividans TK23 <pCB12> und
Reinigung des (His),;-AcbH-Fusionsproteins iiber Ni-Affinititschromatographie. Die einzelnen Proben
wurden einer SDS-PAGE unterzogen und anschlieBend auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der
immunologische Nachweis des (His),p-AcbH (47,3 kDa) mit Anti-AcbH-Antiserum (<) wurde durch Detektion
der Chemilumineszenz gefiihrt. Als Blotkontrolle diente das (His)s-AcbH von pCB7 (44,8 kDa). A: Fiir den
Nachweis der Expression von achH wurden 30 pg (20 pl) Gesamtprotein von S. lividans TK23 <pCB12> bzw.
von Zellen ohne Plasmid (Kontrolle) analysiert. B: Fiir die Reinigung von (His);;-AcbH wurden 4 ml
Cytosolfraktion mit 0,5 ml Ni-Matrix fiir eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Nach Waschungen mit
4 Saulenvolumina MNS-Medium pur und mit 20 mM Imidazol erfolgte die Elution mit jeweils 0,5 ml 150 mM
Imidazol. Jeweils 30 pl der Proben des Séulenlaufs wurden untersucht.
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Festgestellt werden konnte, dass der {iberwiegende Teil von (His);o-AcbH an die Ni-Matrix
gebunden und mit Imidazol wieder eluiert wurde. Jedoch war der Reinigungseffekt
unbefriedigend, da im zugehdrigen SDS-Gel zahlreiche weitere Proteine in den FEluat-
fraktionen sichtbar waren, die AcbH gegeniiber quantitativ dominant unspezifisch an die Ni-

Matrix gebunden hatten.

Im Rahmen der Ermittlung der Substratspezifitit wurde das Potential des Proteins AcbH zur
Bindung an Maltodextrine iiber die Affinitit zu einer Amylose-Matrix {iberpriift
(s. 5.7.16 und vgl. Abschnitt 6.3.1). Nach Anzucht von S. lividans TK23 <pCB12> und
Zellfraktionierung wurden 1.5 ml Cytosol iiber 20 Stunden gegen 1000-faches Volumen
MNS-Medium dialysiert und auf eine Sdule mit 0,5 ml Amylose-Matrix gegeben, um
schlieBlich (His);o-AcbH mit 20 mM Maltodextrinen eluieren zu konnen. Der Verlauf der

Chromatographie wurde nach Entwicklung eines Western Blots iiberpriift (Abbildung 6.14).
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Abbildung 6.14: Uberpriifung einer Maltodextrin-Bindeaktivitiit von (His),-AcbH. Die einzelnen Proben
wurden einer SDS-PAGE unterzogen und anschlieBend auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der
immunologische Nachweis des (His);;-AcbH mit Anti-AcbH-Antiserum (<€) wurde durch Detektion der
Chemilumineszenz gefiihrt. 1,5 ml dialysiertes Cytosol wurden mit 0,5 ml Amylose-Matrix gut durchmischt,
anschliefend erfolgten vier Waschungen und vier Elutionsschritte mit 20 mM Maltodextrinen. Jeweils 30 pl
dieser Proben wurden untersucht.

Dieses Experiment hat gezeigt, dass AcbH nicht iiber die Eigenschaft verfiigt, Maltodextrine
zu binden. Sémtliches auf die Siule pipettierte Protein wurde nicht von der Matrix
zurlickgehalten, sondern befand sich unmittelbar im Durchlauf oder in den ersten beiden

Waschfraktionen.
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6.4.3 Heterologe Synthese von AcbH in E. coli und Reinigung

Das acbH-Gen wurde fiir eine Uberexpression in E. coli BL21(DE3) <pLysS > ohne die fiir
das Signalpeptid kodierende Sequenz nach Amplifikation durch PCR iiber die durch die
mismatch-Primer vorgegebenen Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor pET19b
kloniert (= pCBI10, s. 5.6.8.2). Dabei wurde das Cys-Kodon durch das Met-Kodon
ausgetauscht, um eine mogliche Lipidmodifikation zu vermeiden. Durch die Klonierung ist
N-terminal an AcbH die Sequenz MGH10)SSGHID4KH fusioniert. Die Anzucht von E. coli
BL21(DE3) <pLysS, pCB10> erfolgte, wie unter 5.7.12 beschrieben.

Das Protein AcbH befand sich, wie aufgrund der Vorversuche erwartet (s. Seite 69), in
aggregierter Form innerhalb der LSP-Fraktion (Abbildung 6.15). Die Lokalisation des
Expressionsproduktes wurde durch Western Blot-Analysen verifiziert (s. 5.7.6) (nicht

gezeigt).
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Abbildung 6.15: Nachweis der heterologen Expression von acbH in E. coli BL21(DE3) <pLysS, pCB10>.
Die einzelnen Proben wurden einer SDS-PAGE unterzogen. Die Lokalisation des (His);o-AcbH (47,3 kDa) ist
mit einem schwarzen Pfeilkopf (<) markiert. Jeweils 15 pl der Proben wurden untersucht. Hinweis: die in der
Cytosolfraktion aufféllige, vielversprechende Proteinbande auf der Hohe von 45 kDa (*) ist durch
Immunoblotting nachweisbar nicht AcbH!.

Neben dem Ziel der intrazelluldren Anreicherung des Proteins wurde auch versucht, durch
Fusion mit dem PelB-Signalpeptid den Export in das Periplasma zu erreichen. Dafiir wurde
das acbH-Gen in den Expressionsvektor pET22b kloniert (= pCB14) und in den Stimmen
E. coli C41 und C43 mit C-terminalem (His)¢s-Tag exprimiert. Leider konnte in diesen Féllen
keinerlei AcbH-Synthese beobachtet werden. Aufgrund der bisherigen Erfahrungen mit den
AcbH-Varianten der Expressionssysteme pCB6 — pCB9 wurden weitere Bemiihungen, die

Gewinnung des AcbH-Proteins im Hinblick auf seine Ldslichkeit zu optimieren,

vernachléssigt.
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In Orientierung an Vorschldge von DE BERNARDEZ CLARK (2001) und MIDDELBERG (2002)
wurde (His)jo-AcbH mit einer 8 M Harnstofflosung aus dem LSP solubilisiert und
denaturierend tliber Ni-Affinitdtschromatographie gereinigt (s. 5.7.12; Abbildung 16A).
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Abbildung 6.16: Denaturierende Reinigung und Renaturierung des (His),(-AcbH-Fusionsproteins aus
E. coli BL21(DE3) <pLysS, pCB10>. Die einzelnen Proben wurden einer SDS-PAGE unterzogen. A: Fiir die
Reinigung von (His),p-AcbH wurden 5 mg LSP (4 ml) 1:10 in 8 M Harnstofflosung fiir 30 Minuten solubilisiert.
Nach Ultrazentrifugation wurde das Solubilisat mit 2 ml Ni-NTA-Matrix inkubiert. Im Anschluss an
Waschungen mit je 5 Séulenvolumina Puffer pur und mit 20 mM Imidazol wurde das Protein mit jeweils 1 ml
150 mM Imidazol eluiert. Jeweils 15 pl der Proben des Siulenlaufs wurden untersucht. B: Die Renaturierung
wurde mit dem in Eluatfraktion 3 aus (A) enthaltenen AcbH durchgefiihrt. Nach einer 1,5:1 Verdiinnung mit
2,5 M Arginin wurde das Protein {iber zwei hintereinandergeschaltete PD10-Séulen zunéchst nach 1 M Arginin,
dann nach Tris-Puffer umgesetzt. Durch abschlieBende Ultrazentrifugation konnte das im Uberstand befindliche
16sliche AcbH-Protein (0,23 pg/pl) fiir weitere Experimente genutzt werden. Jeweils 10 pl der Proben der
Renaturierungsprozedur wurden untersucht.

Anschlielend erfolgte eine Renaturierung zu 16slichem Protein in zwei Schritten (Abbildung

16B), durch Austausch des Denaturierungsagens zunéchst gegen 1 M Argininlésung und dann
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gegen Tris-Puffer mittels Gelfiltrationen (PD10-Séule) (s. 5.7.13). Nach einer abschlieenden
Ultrazentrifugation wurde reines AcbH aus dem resultierenden Uberstand fiir die
Substratbindestudien an einem BIAcore-Gerit verwendet (s. Abschnitt 6.5). Trotz der relativ
hohen Verluste war die Ausbeute an 16slichem Bindeprotein AcbH enorm: umgerechnet etwa

14 mg/1 Liter Kultur.

Durch die Aufnahme eines CD-Spektrums (s. 5.7.14) konnte eine o-helikale Konformation
des renaturierten Bindeproteins AcbH und damit die Voraussetzung fiir Aktivitit
nachgewiesen werden. Die Spektralcharakteristik entspricht der einer dominierenden

helikalen Struktur mit Elliptizitaitsminima bei 222 nm und 207 nm (Abbildung 6.17).
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Abbildung 6.17: CD-Spektrum des renaturierten AcbH. Die Messung wurde mit einer Proteinkonzentration
von 150 pg/ml durchgefiihrt. Das Protein lag vor in 20 mM Tris/HCI, pH 7,2, 5 % Glycerin, 150 mM NacCl,. Die
Anwesenheit von Chlorid-lonen bei den Messungen war zwar storend, das Protein konnte aber nicht ohne NaCl
bzw. alternativ mit NaF renaturiert werden.

Mit E. coli als heterologem Expressionsstamm konnten unter den Aspekten Ausbeute und
Reinheit weitaus befriedigendere Ergebnisse erzielt werden, zumal durch das CD-Spektrum

eine a-Helizitét als Zeichen einer Riickfaltung nach der Renaturierung bestétigt wurde.

Im Rahmen der Optimierung der Renaturierung und nachdem bekannt war, dass AcbH keine
Maltodextrin-Bindeaktivitdt besitzt (s. Abschnitt 6.4.2), wurde auch ein Ansatz gewihlt, in
dem wihrend des Umpufferungsverfahrens Acarbose zu 20 mM in den jeweiligen Losungen
vorhanden war. In Abbildung 6.18 ist zu sehen, dass durch den Zusatz von Acarbose

tatsichlich eine Verbesserung der Riickfaltung erzielt werden konnte. Dieses Experiment gab
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einen ersten Hinweis darauf, dass vielmehr Acarbose zu den potentiellen Substraten dieses

Proteins gehort.

MG +Acarbose - Acarbose
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Abbildung 6.18: Wirkung von Acarbose auf den Renaturierungserfolg von (His);,-AcbH. Die
Renaturierungen wurden wie fiir Abbildung 16B beschrieben durchgefiihrt. Im parallelen Ansatz enthielten
sowohl die Arginin- als auch die Tris-Losung Acarbose (20 mM). Nach abschlieBender Ultrazentrifugation
wurden die Anteile des in den jeweiligen Uberstinden befindlichen 16slichen AcbH-Proteins in einer SDS-
PAGE analysiert.

6.5 Substratbindungsstudien mittels Oberflichen-Plasmonresonanz

Die aufgrund der bisherigen Experimente gefundenen Hinweise auf mogliche Substrate des
potentiellen Zucker-Bindeproteins AcbH sollten in Biomolekularen Interaktions-Analysen
(BIA) an einem BlAcore-Gerit iiberpriift werden. Unmittelbar nach der Reinigung und
Renaturierung von (His)jo-AcbH (s. 5.7.12, 5.7.13) wurde das Protein, wie unter 5.7.10
beschrieben, auf einem Ni-NTA-Sensorchip immobilisiert. Als Referenzprotein fiir
unspezifische Interaktionen der zu testenden Substrate diente (His);p-MalK, das ABC-Protein
des Maltosetransporters von S. #yphimurium, welches mir freundlicherweise von Bettina
Bliischke zur Verfiigung gestellt wurde. Im Falle von MalK ergab sich eine Beschichtung von
6.000 RU (0,15 pmol), von AcbH konnten 13.000 RU (0,273 pmol) immobilisiert werden. Da
davon ausgegangen werden kann, dass unspezifische Zucker-Protein-Interaktionen wenn
iiberhaupt in einem Malstab grofer als 1:1 (mehrere Zuckermolekiile pro ein Proteinmolekiil)
stattfinden, war dieser Beladungsunterschied nicht von Belang.

Als Zuckersubstrate wurden Acarbose sowie im Zuge der Acarbose-Biosynthese durch
Actinoplanes sp. entstehende Derivate (Tabelle 6.2), aber auch Maltose, Maltodextrine und
Saccharose getestet. Die daraus resultierenden Sensorgramme sind in den Abbildungen 6.19

und 6.20 dargestellt.
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Tabelle 6.2: Strukturelle Unterschiede der Nebenkomponenten im Vergleich zu Acarbose.

Bezeichnung Komposition

Acarbose Acarviosyl-1,4-Maltose

Nebenkomponente 4A Acarviosyl-1,4-Maltose- 1,4-Fruktose
Nebenkomponente 4B Acarviosyl-1,4-Maltose- 1,4-Glukose
Nebenkomponente 4C Acarviosyl-1,4-Maltose-1,1-Glukose
Nebenkomponente 5C Acarviosyl-1,4-Maltose- 1,4-Glukose-1,1-Glukose
Nebenkomponente 6A Acarviosyl-1,4-Maltose-1,4-Maltose-1,4-Fruktose
Nebenkomponente 6B Acarviosyl-1,4-Maltose-1,4-Maltose-1,4-Glukose

Die strukturellen Unterschiede untereinander und zu Acarbose sind fett gedruckt. Diese hier dargestellten, aus
der Kulturbriihe von Actinoplanes sp. isolierten und freundlicherweise von Herrn Dr. Wehlmann (Bayer AG) zur
Verfiigung gestellten Nebenkomponenten der Acarbose-Biosynthese wurden in den Substratbindestudien an
einem BIAcore-Gerdt verwendet. Nebenkomponentengemisch 4A, 4B, 4C: Priaparat LEJ 3333/3,
Nebenkomponente 5C: Priparat LEJ 3333/6, Nebenkomponentengemisch 6A, 6B: Praparat LEJ 3333/5.

Die Bindung von Acarbose und seinen Derivaten an das Protein AcbH wurde ganz klar
nachgewiesen, hingegen konnten bei Substraten wie Maltodextrinen oder auch Maltose und
Saccharose (nicht gezeigt) keine Interaktionen beobachtet werden. Von den
Pseudooligosacchariden assoziierte Acarbose am stdrksten, gefolgt von den langerkettigen

Nebenkomponenten 5C und 6AB, die gegeniiber Acarbose wiederum schneller dissoziierten.
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Abbildung 6.19: Sensorgramme der Interaktion von AcbH mit Acarbose und Nebenkomponenten. Im
linken Bild ist die Bindung verschiedener Konzentrationen von Acarbose an AcbH vergleichend dargestellt. Die
rechte Darstellung zeigt das unterschiedliche Bindungsvermdgen der Acarbosederivate in Relation zu Acarbose
bei Konzentrationen von jeweils 10 mM. Hier ist auch zu sehen, dass Maltodextrine (ebenfalls 10 mM) keinerlei
Affinitdit zu AcbH aufwiesen. Die Bezeichnung der Nebenkomponenten ist in Kurzform angegeben
(Komponentengemisch 4ABC, Komponente 5C, Komponenten 6AB). Der weile Pfeil kennzeichnet den
Injektionsstart und den Beginn der Assoziationsphase, der schwarze Pfeil das Injektionsende und die
Dissoziationsphase.
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Nur relativ wenig Interaktion gab es mit den Nebenkomponenten 4ABC. Legt man den
optimalen Fall einer 1 : 1 Bindung von Acarbosemolekiil zu Protein zugrunde ist theoretisch,
unter Einberechnung der molaren Massen der beteiligen Partner und bei System-gegebener
Korrelation von 1000 RU = 1 ng Makromolekiil, eine Anderung der Response Units RU von
176 moglich. Bei Injektion von 10 mM Acarbose (645 g/mol) und einer resultierenden
RU-Differenz von bis zu 130 waren somit 74 % von AcbH mit Zucker belegt, was fiir einen
guten Renaturierungserfolg spricht. Fiir die Affinitdt des Zucker-Bindeproteins zu Acarbose
wurde durch die BIAcore-Software in einem Fit nach Langmuir (1 : 1) eine Konstante Kp =

3,8 x 10 M ermittelt.

Die Affinitit von AcbH zu der Nebenkomponente 5C betrug Kp = 1,2 x 10° M, fiir das
Nebenkomponentengemisch 6AB wurde die Kp = 1,8 x 10 M berechnet.
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Abbildung 6.20: Sensorgramme der Interaktion von AcbH mit den Nebenkomponenten 5C, 6AB. Im
linken Bild ist die Bindung verschiedener Konzentrationen des Acarbosederivates 5C mit AcbH vergleichend
dargestellt, im rechten Bild ist es das Gemisch der Acarbosederivate 6A und 6B. Der weile Pfeil kennzeichnet
den Injektionsstart und den Beginn der Assoziationsphase, der schwarze Pfeil das Injektionsende und die
Dissoziationsphase.
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6.6 Heterologe Synthese und Reinigung der Proteine AcbFG und MsiK

Das Gen fiir das Acarbose-Bindeprotein AcbH (s. Abschnitt 6.5) bildet zusammen mit den
acbFG-Genen, die fiir die zwei Membrankomponenten eines ABC-Importers kodieren,
innerhalb des Acarbose-Biosynthesegenclusters eine Transkriptionseinheit. Das Gen fiir ein
den Transporter komplettierendes ABC-Protein zur notwendigen Energetisierung des
Transportvorgangs hingegen ist, wie bei grampositiven Bakterien durchaus iiblich, nicht in
diesem Cluster vertreten (s. 4.2.3.2). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zur
Identifizierung eines moglicherweise assistierenden ABC-Proteins (MsiK) und zur
heterologen Synthese der Membranproteine AcbFG sowie zu Reinigungsversuchen des
Komplexes AcbFG-MsiK, zwei Diplomarbeiten angefertigt (SCHAFER, 1999; ELVERS, 2002).

Deren Ergebnisse werden hier zusammenfassend dargestellt.

6.6.1 Identifizierung, heterologe Synthese in E. coli und Reinigung von MsiK

Mit Hilfe der Verwendung des msiK-Gens aus S. /ividans als DIG-markierte Sonde in DNA-
DNA-Hybridisierungsexperimenten wurde in chromosomaler DNA von Actinoplanes sp.
50/110 ein Leserahmen identifiziert, dessen abgeleitetes Genprodukt die charakteristischen
Kriterien eines ABC-Proteins der CUT1-Familie zeigte (SCHAFER, 1999). Das ebenfalls als
msiK bezeichnete Gen wurde in geeignete Vektoren kloniert und in verschiedenen E. coli-
Stimmen exprimiert (SCHAFER, 1999; ELVERS, 2002). Wie auch fiir das Acarbose-
Bindeprotein AcbH beobachtet, resultierte die heterologe Synthese von (His)s-MsiK stets in
einer Anreicherung aggregierten Proteins (Abbildung 6.21A). Bemiihungen im Hinblick auf
eine Erhohung des 16slichen Anteils von MsiK (exprimiert von pDEO03, msiK auf pQE9)
fiihrten ebenso zu keinem Erfolg. Dabei wurden einige der fiir AcbH beschriebenen Strategien
getestet (s. Abschnitt 6.4.1) und dariiber hinaus auch Ko-Synthesen mit den Chaperonen
DnaK, DnalJ und GrpE (CASTANIE ET AL., 1997) sowie ecine Ko-Induktion chromosomal
kodierter Chaperonsysteme durch 2 % Ethanol. Aulerdem wurde nach MAR CARRIO &
VILLAVERDE (2000) versucht, aggregiertes MsiK durch Abbruch der Proteinbiosynthese in
dem Expressionsstamm E. coli IM109 nach Zugabe von Chloramphenicol zu remobilisieren.

Nachdem mit dem nur diirftig im Cytosol vorliegenden (His)s-MsiK Reinigungsversuche iiber
Ni-Affinitidtschromatographie durchgefiihrt und beziiglich Ausbeute und Reinheit als

unzufriedenstellend bewertet wurden, erfolgte die Reinigung unter denaturierenden

79



Bedingungen. Das MsiK-Protein konnte nach Solubilisierung aus dem LSP mit 8 M Harnstoff
in  hinreichenden Mengen erhalten und durch schnelles Ausverdiinnen des
Denaturierungsagens renaturiert werden (Abbildung 6.21B). Die im Rahmen der
Charakterisierung von MsiK in einem ersten Versuch durchgefiihrten ATPase-
Aktivitdtsmessungen zeigten allerdings keine ATPase-Aktivitit des Proteins. Als
naheliegendste Ursache hierfiir wurde die Moglichkeit einer groftenteils inkorrekten
Riickfaltung diskutiert.

Des weiteren wurde fiir die Gewinnung eines polyklonalen Anti-MsiK-Antiserums das
Antigen MsiK analog der fiir AcbH beschriebenen Methode unter 5.7.5 aus Polyacrylamid-

Gelen eluiert.
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Abbildung 6.21: Nachweis der heterologen Synthese von MsiK in E. coli JM109 <pDE03> sowie
denaturierende Reinigung und Renaturierung (verindert nach ELVERS, 2002). Die einzelnen Proben
wurden einer SDS-PAGE unterzogen. Die Lokalisation des (His)s-MsiK (40,8 kDa) ist mit einem schwarzen
Pfeilkopf (<) markiert. A: Zum Vergleich wurden je 30 pg der Proteine des LSPs und der Cytosolfraktion
untersucht. B: Fiir die Reinigung von (His)s-MsiK wurden 5 mg LSP mit 8 M Harnstofflosung fiir 30 Minuten
solubilisiert. Nach Ultrazentrifugation wurde das Solubilisat (8§ ml) mit 1 ml Ni-NTA-Matrix inkubiert. Im
Anschluss an Waschungen mit 10 Séulenvolumina Puffer wurde das Protein mit 50 mM Imidazol eluiert. Jeweils
15 pl der einzelnen Proben wurden untersucht. Die anschlieBende Renaturierung erfolgte durch schnelles
Ausverdiinnen (1 : 50) des Denaturierungsagens. Nach 45 miniitiger Inkubation auf Eis wurde das Volumen des
Ansatzes eingeengt, durch abschlieBende Ultrazentrifugation konnte das im Uberstand befindliche 16sliche
MsiK-Protein nach einer Umlagerung in einen geeigneten Messpuffer fiir die ATPase-Aktivititsmessungen
genutzt werden. Weitere Details sind der Originalarbeit zu entnehmen.

6.6.2 Heterologe Ko-Synthese und Reinigung des Komplexes AcbFG-MsiK;

Fiir eine sichere Charakterisierung eines Transportsystems ist es unerldsslich, den
vollstindigen Komplex in der definierten Umgebung von Proteoliposomen zu rekonstituieren.
Als Voraussetzung dafiir muss es gelingen, die Membranproteine in Solubilisierungsverfahren

aus den Ursprungsmembranen herauszulésen und zu reinigen. Gleichzeitig kénnen im
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Rahmen der Reinigung durch Ko-Elutionsstudien Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen

Proteinen gefunden werden.

Indizien fiir eine Interaktion der Membranproteine AcbFG mit dem ABC-Protein MsiK
zeigten sich in Wachstumsversuchen, da die toxische Wirkung der Synthese der
Membrankomponenten, die zu einer Stagnation des Kulturwachstums fiihrte, durch Ko-
Expression des msiK-Gens zum Teil aufgehoben wurde (SCHAFER, 1999). Dieser Befund
wurde von ELVERS (2002) bestétigt und durch Ko-Elutionsstudien weiter unterstiitzt. Dafiir
wurde mit einem zwei-Plasmid-System in E. coli IM109 <pGEO4, pGEO7> gearbeitet, das
acbFG von pQE9 und msiK von pSU18 ko-exprimiert. AcbF wurde dabei N-terminal mit
einem (His)s-Tag fusioniert, iiber den in Immunoblots mit Anti-RGS-Antiserum dieses
Membranprotein detektiert werden konnte. Da die Synthese von AcbFG vermutlich
translational gekoppelt ist, wurde auch von einer AcbG-Synthese ausgegangen. Das MsiK-

Protein hingegen lag unfusioniert vor.

Die sich nach einer Solubilisierung der Membranproteine mit 1,1 % Dodecyl-f-D-maltosid
und anschlieBender Reinigung des Komplexes iiber eine Ni-Sdule in den Eluatfraktionen
befindenden Proteine AcbF und MsiK konnten in einem Immunoblot detektiert werden
(Abbildung 6.22). Die Darstellung der Prozedur in einer SDS-PAGE sagte allerdings aus,
dass fiir eine Rekonstitution des AcbFG-MsiK;-Komplexes die Reinigung optimiert werden

muss, da zahlreiche weitere Proteine in den Eluaten enthalten waren.
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Abbildung 6.22: Ko-Elution des Komplexes AcbFG-MsiK, (verindert nach ELVERS, 2002). Die einzelnen
Proben wurden einer SDS-PAGE unterzogen und anschlieBend auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der
immunologische Nachweis des (His)s-AcbF (39,1 kDa) wurde mit Anti-RGS-Antiserum, der des MsiK
(39,2 kDa) mit Anti-MsiK-Antiserum gefiihrt. Die Detektion des MsiK zusammen mit AcbF erfolgte in
unabhéngigen Immunoblot-Analysen. Weitere Details sind der Originalarbeit zu entnehmen.
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6.7 Immunochemische Analyse des Syntheseprofils von AcbH und
MsiK in Actinoplanes sp.

Fiir die ebenfalls im Acarbose-Biosynthesegencluster codierten extrazelluldren Proteine AcbE
(a-Amylase) und AcbD (Acarviosyl-Transferase) wurden Kultivierungsbedingungen
ermittelt, die eine Synthese dieser Enzyme induzieren (STRATMANN, 1997) (s. Abschnitte 4.1
und 4.2.4). Dabei konnten Maltose und Maltotriose, insbesondere im Acarbose-
Produktionsmedium, als Molekiile mit solch einer Wirkung identifiziert werden. Diese
Untersuchungen wurden mit Zellen aus dreitdgiger Anzucht unternommen. Wie auch fiir den
Maltosetransport beschrieben (s. Abschnitt 6.2.2), hatte der Zusatz von Glukose keinen

reprimierenden Effekt im Sinne einer Katabolitrepression.

6.7.1 Das Syntheseprofil von AcbhH

Um nun die Synthesevoraussetzungen fiir ein weiteres Protein aus dem ach-Gencluster,
namlich AcbH, aufzukliren und in einen Kontext mit dem Modell des Acarbose-
Metabolismus zu bringen, wurden Zellen von Actinoplanes sp. mit verschiedenen
Kohlenstoffquellen (Acarbose-Produktionsmedium, TSB-Vollmedium und Minimalmedium
mit je 0,5 % Maltodextrinen MD, MD50, Maltose, Acarbose, Glukose und Glycerin)
angezogen. Wiéhrend des Wachstums (nach 24, 48 und 72 Stunden) wurden Proben
entnommen, in die Zellbestandteile fraktioniert (s. 5.7.1) und Western Blot-Analysen mit
Anti-AcbH-Antiserum (s. 5.7.6) unterzogen. Fiir simtliche Analysen wurden jeweils 30 pg

Protein eingesetzt

Abbildung 6.23 zeigt, dass die Synthese von AcbH (44,5 kDa ohne Lipidmodifizierung) nach
24 stiindigem Wachstum immunologisch noch nicht nachzuweisen war. Hingegen waren zwei
prominente Proteinbanden im Kulturiiberstand zu finden, die aufgrund ihrer Grof3e als AcbE
(107 kDa) und AcbD (76 kDa) benannt werden konnten (entsprechende Antiseren stehen
nicht zur Verfiigung). Dieser Befund lies auf eine unterschiedliche Regulation der Synthese

schlieBen.

Bestitigt und sogar noch erweitert wird diese Spekulation durch das Bild bei Wachstum der
Zellen von zwei bzw. drei Tagen mit 0,5 % Maltodextrinen (Abbildung 6.24). Es scheint als
wiirden auch AcbE und AcbD unabhingig voneinander reguliert. In dieser Abbildung ist zu

erkennen, dass nach zweitdgiger Anzucht nur AcbD und weder die a-Amylase noch das
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Bindeprotein vorhanden waren. Wiederum unabhéngig wurde das Protein AcbH nur von drei

Tage alten Zellen produziert.

Wachstum in Acarbose Produktionsmedium
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Abbildung 6.23: Expression von wt-acbH in Actinoplanes sp. bei Anzucht in Acarbose-
Produktionsmedium. Die einzelnen Proben wurden einer SDS-PAGE unterzogen (oberes Bild) und
anschlieBend auf Nitrocellulosemembranen geblottet (unteres Bild). Der immunologische Nachweis des
wt-AcbH mit Anti-AcbH-Antiserum (<) wurde durch Detektion der Chemilumineszenz gefiihrt. Als
Blotkontrolle diente das (His)s-AcbH von pCB7 (45,8 kDa). Das Protein AcbD ist durch einen wei3en, das
Protein AcbE durch einen schwarzen Pfeil markiert.
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Abbildung 6.24: Expression von wt-achH in Actinoplanes sp. bei Anzucht in 0,5 % Maltodextrinen. Die
einzelnen Proben wurden einer SDS-PAGE unterzogen (oberes Bild) und anschlieBend auf
Nitrocellulosemembranen geblottet (unteres Bild). Der immunologische Nachweis des wt-AcbH mit Anti-AcbH-
Antiserum (<) wurde durch Detektion der Chemilumineszenz gefiihrt. Als Blotkontrolle diente das (His)s-AcbH
von pCB7 (45,8 kDa). Das Protein AcbD ist durch einen schwarzen Pfeil markiert.
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Da, wie auch in Abbildung 6.24 zu sehen, die Lokalisation von AcbH auf die Membranen
beschriankt war und des weiteren frithestens (unter den gewéhlten Erntezeitpunkten) nach 48
stiindiger Kultivierung detektierbar, wurden fiir die Abbildung 6.25 alle weiteren

Induktionsmuster geschmélert zusammengefasst.
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Abbildung 6.25: Expression von wt-achH in Actinoplanes sp. bei Anzucht mit verschiedenen
Kohlenstoffquellen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Vollmedium TSB und Minimalmedium mit je
0,5 % Glukose, MD50, Acarbose, Maltose und Glycerin. Die einzelnen Proben wurden einer SDS-PAGE
unterzogen und anschliefend auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der immunologische Nachweis des wt-
AcbH mit Anti-AcbH-Antiserum (<) wurde durch Detektion der Chemilumineszenz gefiihrt. Als Blotkontrolle
dienten ca. 0,1 pg des (His)s-AcbH von pCB7 (45,8 kDa).

Die Kohlenstoffquellen Glukose und Glycerin fiihrten nicht zu einer Produktion von AcbH.
Uberraschenderweise  fiihrte jedoch Acarbose zur ausgeprigtesten Synthese des
Bindeproteins, und zwar gegeniiber allen anderen getesteten Substraten schon nach zwei
Tagen Kultivierung der Zellen. Ebenfalls eine Wirkung auf die Expression von achH hatten,
nach dreitdgiger Anzucht, die fiir die Expression von achD und achE beschriebenen Zucker
Maltose und Maltotriose. Der hier erbrachte Nachweis einer AcbH-Synthese in Vollmedium
TSB (enthélt 0,25 % Glukose und Maltose) nach drei Tagen spiegelt, wie schon bei den
Transportexperimenten unter 6.2.2 und fiir AcbD und AcbE (STRATMANN, 1997) gefunden,
keine Glukoserepression wider. Das von den Zellen produzierte AcbH lag in quantitativer
Hinsicht stets weit unter dem Level der beiden extrazelluliren Enzyme, welche zu allen drei
Erntezeitpunkten (Abbildungen 6.23 und 6.24 sowie STRATMANN, 1997) bereits in
Coomassie-Blue —gefarbten SDS-Gelen deutlich sichtbar waren.

Unterstiitzend fiir die hier dargebrachten Ergebnisse sind Analysen auf mRNA-Basis.
Transkripte von acbH sind ebenfalls in nur geringen Mengen und erst nach zwei bis drei

Tagen nachzuweisen (U. Wehmeier, pers. Mitteilung).
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Um die Befunde einer Lokalisation des AcbH in den Membranen von Actinoplanes sp. zu
unterstiitzen und einen falsch positiven Befund durch Pelletierung aggregierten Proteins
auszuschlieBen, wurde versucht, das wt-Protein aus Membranen von Zellen nach Kultivierung
mit 0,5 % Acarbose mit 1,1 % des Detergenz Dodecyl-$-D-maltosid (DDM) zu solubilisieren
(s. 5.7.15). Die Abbildung 6.26 stellt dar, dass unter den gewéhlten Bedingungen das gesamte
in den Membranen enthaltene Protein herausgelost werden konnte. Einen gleichwertigen

Effekt erzielte auch die Verwendung von 0,1 % des Detergenz TritonX-100 (nicht gezeigt).

45 - @ s o | g Anti-AcbH
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Abbildung 6.26: Solubilisierung des wt-4chH aus Membranen von Actinoplanes sp. Die einzelnen Proben
wurden einer SDS-PAGE unterzogen und anschlieBend auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Der
immunologische Nachweis des wt-AcbH mit Anti-AcbH-Antiserum (<€) wurde durch Detektion der
Chemilumineszenz gefiihrt. Als Blotkontrolle diente das (His)¢-AcbH von pCB7 (45,8 kDa). Der
Solubilisierungsansatz enthielt Membranen mit 390 pg Proteinanteil. Nach einer 40miniitigen Inkubation unter
vorsichtigem Riihren auf Eis wurde der Ansatz ultrazentrifugiert, das Solubilisat vom Pellet getrennt und dieses
im Ausgangsvolumen Solubilisierungspuffer (1,1 % Dodecyl-f-D-maltosid (DDM), 5 % Glycerin, 0,1 mM
PMSF in Minimalmedium MNS) resuspendiert.

Erste Reinigungsversuche iiber Anionen-Austauschmatrix (DEAE-Sepharose), bei einem fiir
AcbH errechneten pl von 5,2 unter pH-Bedingungen von 7,5 durchgefiihrt, hatten leider
keinen Erfolg.

6.7.2 Das Induktionsprofil von MsiK

Die Wachstumsexperimente sowie die Ko-Elutionsstudien aus Abschnitt 6.6.2 gaben
Hinweise darauf, dass das ABC-Protein MsiK moglicherweise dem Transportsystem
AcbHFG als energetisierende Doméne assistiert. So wurden in Zusammenarbeit mit
D. ELVERS (2002) die Zellfraktionen auch auf Vorhandensein von MsiK mit Anti-MsiK-
Antiserum {iberpriift, zu dieser Zeit allerdings lediglich aus Kulturen nach 24 stiindiger
Anzucht. Dabei wurden zusétzlich Fraktionen von Zellen nach Wachstum in Minimalmedium
mit 0,5 % Cellobiose untersucht, da das homologe, multiple ABC-Protein MsiK aus

S. lividans den Maltose- und den Cellobiosetransporter bedient.
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Die Synthese von MsiK war unabhéngig vom Wachstumszucker in allen getesteten Kulturen
in etwa gleichen Mengen nachzuweisen, und zwar iiberwiegend in den Membranen und zu
einem geringen Anteil im Cytosol. Dieses Induktionsprofil deckt sich nicht mit dem des
Zucker-Bindeproteins AcbH, welches weder nach 24 Stunden Kulturwachstum noch bei
Anzucht der Zellen mit Glukose oder Glycerin detektierbar war. Die vorwiegende
Lokalisation des betrachteten Proteins in den Membranen deutet auf eine Assoziation an

membranintegrale Komponenten eines Transportkomplexes.

6.7.3 Zusammenfassung

Zur Charakterisierung des im Acarbose-Biosynthese-Genclusters kodierten, Bindeprotein-
abhingigen ABC-Importsystems AcbHFG wurden die entsprechenden Gene heterolog in
E. coliund S. lividans exprimiert und z. T. gereinigt.

Wihrend in S. lividans nur eine schwache Synthese des AcbH-Proteins beobachtet wurde,
konnte in E. coli eine starke Anreicherung erzielt werden. Da das (His),o-Fusionsprotein hier
in aggregierter Form vorlag, wurde es unter denaturierenden Bedingungen iiber Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie gereinigt und anschlieend renaturiert. Durch die Aufnahme eines
CD-Spektrums wurde eine a-helikale Konformation des renaturierten Proteins nachgewiesen.
In Substratbindungsstudien mittels Oberflichen-Plasmonresonanz konnte eine Interaktion von
AcbH mit Acarbose und ldngerkettigen Derivaten, nicht jedoch mit Maltose, Maltodextrinen
und Saccharose gezeigt werden.

Durch Immunoblot-Analysen mit Anti-AcbH-Antiserum wurde das Syntheseprofil des
Bindeproteins in Actinoplanes sp. untersucht. AcbH wurde nur bei Zellen aus der stationiren
Wachstumsphase detektiert, denen Acarbose oder Maltose/Maltodextrine als Kohlenstoft-
quelle angeboten wurden. Dem vorhergesagten Lipoprotein-Charakter entsprechend wurde

eine ausschlieBliche Lokalisation in den Membranfraktionen festgestellt.

Im acb-Gencluster ist kein Gen fiir ein ABC-Protein kodiert, das den Komplex AcbFG
komplettiert. Durch SCHAFER (1999) wurde das Gen einer mdglicherweise assistierenden
ABC-Domine (MsiK) identifiziert. In Ko-Expressions- und Ko-Elutionsstudien (ELVERS,
2002) konnten Hinweise auf eine Komplexbildung der Membranproteine AcbFG mit MsiK
erhalten werden. Die im Gegensatz zu AcbH konstitutive Synthese von MsiK erlaubt jedoch

keinen Riickschluss auf die Zusammengehorigkeit der Komponenten in Actinoplanes sp..
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7 DISKUSSION

7.1 Wirkung von Acarbose auf den Maltose/Maltodextrin-Stoffwechsel
von Escherichia coli K12 und resultierende Konsequenzen fiir das
Modell zum Acarbose-Metabolismus von Actinoplanes sp.

Angeregt durch die strukturelle Ahnlichkeit des Pseudotetrasaccharids Acarbose zu dem
natiirlichen Substrat Maltotetraose des Enterobakteriums Escherichia coli K12, wurde der
Einfluss des a-Glukosidase-Hemmers auf einzelne Komponenten des Maltose/Maltodextrin-
Stoffwechsels differenzierend untersucht. Die so erzielten Befunde sollten in das zu Beginn

dieser Arbeit bestehende Modell zum Acarbose-Metabolismus integriert werden (s. Seite 9,

Abschnitt 4.1).

7.1.1 Einfluss von Acarbose auf den Maltose/Maltodextrin-Stoffwechsel von

Escherichia coli K12

Bisherige Studien zur Wirkung von Acarbose beschriankten sich auf Untersuchungen zu
Interaktionen mit vornehmlich extrazelluldren und intestinalen Enzymen diverser pro- und
eukaryotischer Organismen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Effekte des
Pseudotetrasaccharids auch auf das Verhalten intakter Zellen von E. coli K12 in Kultur
ausgeweitet. Nachfolgend wurde der Einfluss von Acarbose auf einige der Komponenten, die
an  Substraterkennung bzw. -transport und Substratverwertung wihrend des
Maltose/Maltodextrin-Stoffwechsels beteiligt sind, differenziert.

Zunichst konnte festgestellt werden, dass radioaktiv markierte Acarbose (nur die C-Atome
des Acarviosyl-Restes sind durch das '*C-Isotop substituiert) in Zellen von E. coli
aufgenommen wird und dass dieser Import bei Anwesenheit von Maltose inhibiert ist
(s. 6.1.1). E. coli synthetisiert eine periplasmatische a-Amylase MalS (SCHNEIDER ET AL.,
1992), die gegeniiber Acarbose bis zu einer Konzentration von 0,1 mM insensitiv ist (Spiess
& Ehrmann, pers. Mitteilung). MalS katalysiert die Abspaltung von Maltohexaosen aus
langerkettigen Dextrinen. Daher kann angenommen werden, dass unter den experimentellen
Bedingungen der Transportmessungen (5,7 uM radioaktive Acarbose) keine Hydrolyse-
produkte sondern Acarbose selbst transportiert wird. Zusammen mit den Ergebnissen einer
Diplomarbeit (BRUNKHORST, 1998) ldsst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass Acarbose ein
Substrat des Bindeprotein-abhdngigen ABC-Transportsystems MalEFGK, ist. Bereits hier

konnte dokumentiert werden, dass Acarbose spezifisch sowohl das Wachstum von
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E. coli K12 mit Maltose als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle als auch den

Maltoseimport hemmt.

Zundchst wurde erwogen, dass Acarbose durch das periplasmatische Maltose-Bindeprotein
MalE als Substrat erkannt wird. In Féallungsexperimenten mit MalE-haltigen Osmoschock-
Uberstanden und [U-"*C]-Maltose bei Anwesenheit von Acarbose konnte diese Spekulation
bestdtigt werden (s. 6.1.2). Beide Zucker konkurrieren um die Bindetasche des MalE. Fiir das
grampositive Bakterium Alicyclobacillus acidocaldarius wurde ebenfalls eine Hemmung des
Maltose-Transports und der [U-'*C]-Maltose-Bindung an das Maltose-Bindeprotein MalE
durch Acarbose beschrieben (HULSMANN ET AL., 2000).

Das Wachstum einer Bindeprotein-unabhéngigen Mutante (malF500, TREPTOW & SHUMAN,
1985) auf Maltose war durch Acarbose weniger beeintrachtigt (BRUNKHORST, 1998). Die
Eigenschaft solcher Mutanten liegt neben anderen darin, dass sie nur Maltose (K, = 2 mM),
aber keine Maltodextrine transportieren (TREPTOW & SHUMAN, 1985). In diesem Fall ist die
Substratspezifitit durch die Membranproteine MalFG bestimmt (MERINO & SHUMAN, 1997;
s. auch Seite 17, Abschnitt 4.2.3.1). Als weitere am Import beteiligte Komponente ist auch
das Maltoporin in der duBeren Membran von E. coli ein Angriffspunkt der Acarbose

(BRUNKHORST ET AL., 1999).

Der Befund, dass durch 100 uM Acarbose die Bindung von Maltose an MalE zu 75 %, der
Maltose-Transport jedoch zu fast 100 % gehemmt wurde, spiegelt die Summierung der
aufgefiihrten, unabhingigen Interaktionen des Pseudotetrasaccharids mit den an der
Substraterkennung  beteiligten Bausteinen des Maltose-Transportsystems wider. Das
Wachstum der Zellen von E. coli K12 wird erst bei flinffach hoheren Acarbose-
Konzentrationen deutlich geghemmt (BRUNKHORST, 1998). Hier sind bei der zur Kultivierung
angebotenen Menge an Maltose (13,8 mM) die unspezifischen Porine OmpF und OmpC fiir
eine  Substratversorgung  ausreichend, wéhrend unter den Bedingungen der
Transportmessungen mit 5,7 uM Maltose das Maltoporin beteiligt ist. Insgesamt deuten die
Ergebnisse an, dass die N-glykosidische Bindung des Acarviosyl-Restes der Acarbose,
welche die inhibitorische Wirkung auf Hydrolasen determiniert (s. Seite 10, Abschnitt 4.1),
keine Relevanz fiir den Transportvorgang hat und Acarbose bis hierher strukturell als

Maltotetraose betrachtet wird.
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Zellen von E. coli K12 vermdgen nicht mit Acarbose als einziger Kohlenstoff- und
Energiequelle zu wachsen. Bei Ko-Kultivierung der Zellen mit Glycerin und Acarbose jedoch
konnte in Immunoblot-Analysen eine erhohte Synthese des Maltose-Bindeproteins MalE
festgestellt werden (BRUNKHORST, 1998). Das erreichte Induktionslevel erwies sich
allerdings als unzureichend fiir den Nachweis jeglicher Transportaktivitit. Da fiir die
Induktion des Maltoseregulons die Aktivierung des positiven Regulators MalT durch
Maltotriose essentiell ist (BOOS & SHUMAN, 1998; s. Seite 21, Abschnitt 4.2.4), miissen
Hydrolyseprodukte der Acarbose als Effektoren gewirkt haben. Unter Schlussfolgerung, dass
Acarbose moglicherweise auch von den cytoplasmatischen Enzymen des Maltodextrin-
Katabolismus als Substrat erkannt und umgesetzt wird sowie dem Interesse folgend, den
Verbleib der intrazelluldr akkumulierten Acarbose nachzuvollziehen, wurden Experimente zur
Quantifizierung freigesetzter Glukose mit Ganzzellextrakten durchgefiihrt (s. 6.1.3). Sowohl
die Amylomaltase MalQ als auch die Maltodextrin-Glukosidase MalZ von E. coli
hydrolysieren a-1,4-glykosidische Bindungen von Maltodextrinen (BOOS & SHUMAN, 1998)
und sind damit potentiell durch Acarbose beeinflussbar (Abbildung 7.1; s. auch Seite 18,
Abschnitt 4.2.3.1).
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Abbildung 7.1: Maltodextrinabbau durch die zytoplasmatischen Enzyme MalQ, MalP und MalZ
(verindert nach BOOS & SHUMAN, 1998). Die drei Enzyme sind farbig wiedergegeben: MalQ: Amylomaltase,
MalZ: Maltodextrin-Glukosidase, MalP: Maltodextrin-Phosphorylase. Aus diesem Schema wird deutlich, dass
der Abbau von Maltose nur in Gegenwart eines Maltosyl-Donors (Minimum Maltotriose) stattfinden kann.
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In Ganzzellextrakten des E. coli Stammes CB39 (malQ malZ") konnte eine geringe Menge
freier Glukose, entlassen aus Acarbose durch die Aktivitit der Maltodextrin-Glukosidase,
nachgewiesen werden. Diese Beobachtung konnte auf das Induktionspotential einer aus
Acarbose resultierenden Pseudotriose hinweisen. Damit wiirde auch das Aktivatorprotein
MalT einen Pseudozucker als Substrat erkennen. Moglicherweise ist auch eine aus den
Glukoseeinheiten formierte Maltotriose durch ein bisher hypothetisches Enzym (EHRMANN &
B0OOS, 1987; DECKER ET AL., 1993) der Induktor der Expression des malE-Gens. Um die
chemische Natur des Induktors zu verifizieren, sollte das Syntheselevel des MalE-Proteins
nach Ko-Kultivierung des Stammes TK38 (malQ" malZ) mit Glycerin und der Pseudotriose
Komponente 2 (Acarviosyl-1,4-Glukose; vgl. Tabelle 6.2 auf Seite 77) tiberpriift werden. Mit
diesem Stamm konnte eine Degradation der Acarbose durch die Amylomaltase nicht
festgestellt werden. Dariiber hinaus kann angenommen werden, dass Acarbose auch nicht von
der ebenfalls in den verschiedenen Ganzzellextrakten enthaltenen MaltodextrinPhosphorylase
MalP als Substrat erkannt wird. MalP katalysiert die Freisetzung von Glukose-1-Phosphat aus
Maltopentaose und ldngerkettigen Maltodextrinen durch Phosphorolyse. Ob Acarbose hier,
wie im Falle der Glykogen-Phosphorylase (GOLDSMITH ET AL., 1987), als Inhibitor wirkt,
bleibt offen.

Entgegen der Feststellung, dass Acarbose allein nicht durch die Amylomaltase hydrolysierbar
ist, konnte in Gegenwart von Tlberschiissiger Maltose als Maltosyl- oder
Pseudomaltotriosylakzeptor jedoch ein Umsatz von Acarbose als Glykosyl- oder
Maltosyldonor durch MalQ bestimmt werden. MalQ transferiert Maltosyl- und Dextrinylreste
auf das nicht reduzierende Ende eines Akzeptormolekiils (BOOS & SHUMAN, 1998). Anders
als die oben aufgefiihrte Deutung, dass die N-glykosidische Bindung des Acarviosyl-Restes
der Acarbose keine Relevanz fiir den Transportvorgang hat, verhindert diese Struktur des
Acarviosins am nicht reduzierenden Ende der Acarbose dagegen einen enzymatischen
Umsatz, da sie keine Akzeptorfunktion einnehmen kann. Dies ist anders bei der
Cyclomaltodextrin-Glukanyltransferase (CGTase) aus Bacillus macerans. Ahnlich MalQ und
MalZ sind auch CGTasen durch Acarbose hemmbar (STROKOPYTOV ET AL., 1995), das
Enzym von B. macerans nutzt aber trotzdem das nicht reduzierende Ende der Acarbose als

Empféanger fiir Maltohexaose (YOON & ROBYT, 2002).

Die lediglich durch die Aktivitdt von MalZ zur Verfiigung stehenden Glukosemolekiile waren

insgesamt nicht ausreichend, Wachstum von E. coli K12 mit Acarbose als einziger
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Kohlenstoffquelle zu ermoglichen. Im Gegenteil, der iiberwiegende Anteil der importierten
Acarbose wird nicht abgebaut und fiihrt durch Akkumulation zu einem cytotoxischen Effekt

dhnlich der Anhdufung von Maltose in malQ-Mutanten (BOOS & SHUMAN, 1998).

Im Hinblick auf den Einsatz von Acarbose als Wirkstoff zur Behandlung des Diabetes
mellitus, begleitet von einer stirkehaltigen Didt, muss neben der pharmakokinetischen und
therapeutischen Eigenschaft dieser Substanz auch der Einfluss auf die Zusammensetzung der
Darmflora des Patienten von Bedeutung sein. Fiir das Darmbakterium E. coli konnte eine
spezifische Hemmung des Wachstums mit Maltose belegt werden, die bei Acarbose-
Konzentrationen iiber 0,5 mM sogar zu einer Lyse der Zellen fiihrte. Dies betrifft sicherlich
auch andere Mikroorganismen des Intestinaltraktes. Daher wére es von therapeutischem

Interesse, die Entwicklung der Darmflora unter Acarboseanwendung zu verfolgen.

7.1.2 Bedeutung der Befunde fiir den Acarbose-Metabolismus von Actinoplanes sp.

Die von STRATMANN (1997) formulierte Hypothese zur Bedeutung von Acarbose im
Okosystem von Actinoplanes sp. beschreibt einen intra- und extrazelluldren
Acarbosekreislauf, der gemeinsam mit den Aktivititen der extrazelluldiren a—Amylase AcbE
und der Acarviosyl-Transferase (ATase) AcbD der ErschlieBung von Kohlenstoffquellen
dient. Dabei soll die Acarbose neben der Carbophor-Funktion auch eine Rolle als Inhibitor

von maltolytischen Enzymen von Nahrungskonkurrenten {ibernehmen (s. Seite 12, Abschnitt

4.1).

Dieses zu Beginn der vorliegenden Arbeit bestehende Modell zur Bedeutung von Acarbose
warf Fragen auf, die nun beantwortet werden konnen (s. auch Seite 109, Abschnitt 7.3.3).
Trotz der Funktion von Acarbose als Inhibitor maltolytischer Enzyme von
Nahrungskonkurrenten wiirden die im Habitat vorkommenden Mikroorganismen anderer
Arten ausreichend mit den Produkten einer Stirkehydrolyse versorgt, ndmlich durch die
Aktivitdt von AcbE. So kann allein die Inhibition von Exoenzymen konkurrierender Bakterien
oder Pilze keine befriedigende Erklirung zur Rolle von Acarbose liefern. Effektiver fiir
Actinoplanes sp. wire ein Inhibitionsmechanismus, der auch die Maltose/Maltodextrin-

Transportsysteme und den dazugehorigen Katabolismus von Nahrungskonkurrenten betrifft.
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Abgeleitet aus den Ergebnissen dieser Arbeit, kann die Hypothese zur Funktion von Acarbose
im natiirlichen Habitat um diesen Aspekt erweitert werden. Die Befunde zum Einfluss von
Acarbose auf den Maltose/Maltodextrin-Stoffwechsel von Escherichia coli sollten auch auf
andere Mikroorganismen mit Stirke-Metabolismus {ibertragbar sein. SchlieBlich reicht das
Spektrum der durch Acarbose und seine ldngerkettigen Derivate inhibierten Hydrolasen
a-1,4-glykosidischer Bindungen von intestinalen o-Glukosidasen wie Glukoamylasen,
Saccharasen und Maltasen bis zu extrazelluliren o-Glukosidasen und o-Amylasen
verschiedener Pilze und Bakterien wie Saccharomyces sp. und Bacillus subtilis (TRUSCHEIT
ET AL., 1981; MULLER, 1989). Der Vorteil, den sich Actinoplanes sp. durch den sehr
energicaufwendigen Acarbose-Metabolismus verschafft, beruht also wahrscheinlich auch auf
der Inhibierung der Aufnahmesysteme fiir Maltose und Maltodextrine. Mdglicherweise
geschieht dies so wie bei E. coli durch effektiven Import von Acarbose, der zu einer
Wachstumsbeeintrachtigung bis hin zur Lyse der Zellen fiihren kann. Neben dem dadurch
entstehenden Defizit im Energiehaushalt des Nahrungskonkurrenten aufgrund eines Mangels
an Maltooligosacchariden, die fiir den Katabolismus bereit stehen sollten, kdnnte die
intrazelluldre Akkumulation von Acarbose auch toxische Effekte haben. Im Fall von E. coli
werden die cytoplasmatischen Enzyme MalQ und MalZ nur leicht in ihrer Aktivitit gehemmt,
Acarbose selbst wird nur schwach als Substrat erkannt und reichert sich im Cytosol an. Ein zu
Hydrolyseprodukten der Stéarke alternatives Wachstum mit dem Pseudotetrasaccharid ist nicht
moglich.

Moglicherweise entsteht eine hemmende Wirkung von Acarbose und seinen Derivaten auch
ohne tatsidchlichen Import, sondern lediglich durch eine Art Verstopfung der
Translokationspore. Dies konnte durch eine Interaktion mit dem Substrat-Bindeprotein
realisiert werden, die nicht zur Initiation des Transportvorganges flihrt (s. auch Seite 15,
Abschnitt 4.2.2). Einen solchen Einfluss zeigt z. B. die Bindung von -Cyclodextrinen an das
Maltose-Bindeprotein von E. coli. Ein Transport dieser Substanz findet nicht statt (HALL ET
AL., 1997a; 1997b; 1997c¢), da sie nicht in der Lage ist, die geschlossene Konformation des
MBP zu induzieren. Dabei entspricht die Bindungsaffinitit derjenigen fiir Maltose und
Maltotriose (THOMSON ET AL., 1998). Fiir den Maltosetransport in Zellen von Alicyclobacillus
acidocaldarius konnte ebenfalls eine Hemmung durch Acarbose belegt werden. Dabei
kompetitiert Acarbose mit Maltose um die Bindung an das Maltose-Bindeprotein MalE
(HUOLSMANN ET A4L., 2000). Ein tatsdchlicher Import von Acarbose wurde hier nicht

untersucht.
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7.2  Charakterisierung des Maltose/Maltotriose-Transports bei
Actinoplanes sp.

Wiéhrend der Suche nach effizienten Acarbose-Produktionsstimmen, abgeleitet von
Actinoplanes sp. SES50, zeigte sich, dass der Maltose- und Maltodextringehalt des
Kulturmediums die Produktivitit determiniert (FROMMER ET AL., 1975; FROMMER ET AL.,
1977a; 1977b; RAUENBUSCH & SCHMIDT, 1987). Die kommerzielle Acarbose-Fermentation
(Bayer AG, Wuppertal) bendtigt hoch konzentriertes (10 % oder mehr) Stirkehydrolysat. Des
weiteren gibt es Evidenzen fiir eine positive Beeinflussung durch Maltose und Maltodextrine
aufgrund des Vorkommens einer Konsensus-Sequenz und einer moglichen MalT-Box in den
Promotorbereichen einiger der Schliisselgene der Acarbose-Biosynthese. Solche Sequenzen
wurden auch in den regulatorischen Regionen von Genen des Stirke- bzw. Maltose-
Stoffwechsels verschiedener anderer Bakterien identifiziert, z. B. bei malP aus E. coli oder
malE aus S. coelicolor (SCHWARTZ, 1987; VAN WEZEL ET AL., 1997b; STRATMANN, 1997,
s. auch Seite 21, Abschnitt 4.2.4).

Diese Befunde und das unter anderem darauf aufbauende Modell des Acarbose-Metabolismus
fordern Aufnahmesysteme sowohl fiir Maltose und/oder Maltodextrine als auch fiir Acarbose
und/oder die langerkettigen Homologe. Von STRATMANN (1997) wurde eine Beteiligung des
im acb-Gencluster vertretenen ABC-Transporters AcbHFG diskutiert. Die Charakteristik des
Maltose-, Maltotriose- und Acarbosetransports in Zellen von Actinoplanes sp. sollte einen
weiteren Aspekt zum Verstindnis des Acarbose-Metabolismus liefern (s. auch Seite 109,
Abschnitt 7.3.3). Ein Modell der gefundenen Transportkapazititen ist in Abschnitt 7.2.3

beschrieben.

7.2.1 Die Transportaktivititen von Actinoplanes sp.

Zunichst wurde die generelle Fihigkeit der Zellen zum Maltose- und Maltotriose-
Transport in Abhdngigkeit von der zur Kultivierung angebotenen Kohlenstoff-Quelle
tiberpriift (s. Abbildungen 6.6 und 6.9). Es zeigte sich iiberraschenderweise, dass die
Transportraten in Zellen aus Anzuchten in Acarbose-Produktions-Medium oder anderen
Maltose/Maltodextrin-haltigen Ndhrmedien relativ am niedrigsten waren. Hohere Raten
erzielten die Zellen nach Wachstum in Saccharose und Trehalose. Die effizienteste Maltose-
und Maltotriose-Transportaktivitit wiesen Zellen aus Acarbose- und Glycerin-Kulturen auf.

Die Translokation der Substrate Ttiber das ABC-Transportsystem AcbHFG kann
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ausgeschlossen werden, da zum Zeitpunkt der beschriebenen Messungen die extrazelluldre
Komponente AcbH nicht zur Proteinausstattung von Actinoplanes sp. gehort (s. 6.7.1).
Dartiiber hinaus ist fiir AcbH ein anderes Substratspektrum ermittelt worden (s. 6.5). Dafiir
konnte aus Kulturiiberstinden nach Anzucht der Zellen in Maltose/Maltodextrin-haltigen

Medien ein potentielles Maltose/Maltodextrin-Bindeprotein isoliert werden (s. 6.3).

Fir die Aufnahme von Maltose iiber einen Bindeprotein-abhingigen ABC-
Transportmechanismus sprechen die kinetischen Parameter, die mit K,-Werten zwischen
3 uM und 33,3 uM im charakteristischen Konzentrationsbereich von ABC-Systemen liegen
(s. Tabelle 7.1). Unterstiitzend ist der Befund, dass in Experimenten zur Phosphorylierung
von radioaktiver Maltose mit PEP in zellfreien Extrakten von Actinoplanes sp. keine Aktivitét
eines Maltose-PTS nachgewiesen werden konnte. Der erfolgreiche Nachweis einer Aktivitét
des Glukose-PTS (POSTMA ET AL., 1993) durch Phosphorylierung von Methyl-o-D-[U-"*C]-

glukopyranosid in Zellextrakten von E. coli K12 wurde als Positivkontrolle herangezogen.

Tabelle 7.1: Kinetische Parameter verschiedener ABC-Transportsysteme fiir Maltose/Maltodextrine. Die
angegebenen Parameter zeigen Zellen nach Anzuchten mit Maltose.

Organismus Kinetische Parameter des Maltosetransports Referenz

Actinoplanes sp. Kn=9,7 uM Vinax = 3,5nmol/mg Protein x min diese Arbeit

S. lividans Kn=4,5 uM Vinax = 0,8 nmol/mg Trockengewicht x min ~ SCHLOSSER ET AL., 1997

S. reticuli Kn=15uM Vimax = 1,3 nmol/mg Trockengewicht x min ~ SCHLOSSER ET AL., 1997

A. acidocaldarius K,=1uM Vmax = 0,6 — 3,7 nmol/mg Protein x min HULSMANN ET 4L., 2000

E. coli Kn=1pM Vinae = 20 nmol/10° Zellen x min SZMELCMAN ET AL., 1976
Viax = 3 nmol/ mg Protein x min*

* Berechnet auf der Basis von 10° Zellen = 150 pg Protein (MILLER, 1972; XAVIER ET AL., 1996)

Die Anzucht von Actinoplanes sp. mit Glukose fiihrt nicht zur Ausbildung einer
Transportkapazitit fiir Maltose/Maltotriose. Der Einfluss der anderen verwendeten
Kohlenstoffquellen beruht vermutlich auf einem Aktivierungsmechanismus. Moglicherweise
wird ein Repressorprotein bei Anwesenheit der jeweiligen Induktoren ungleich effizient
inaktiviert. Bei dem gramnegativen Bakterium Sinorhizobium meliloti wird die Synthese der
redundanten, multiplen ABC-Transporter ThuEFGK und AglEFGK, die beide Maltose,

Trehalose und Saccharose importieren, durch die einzelnen Substrate unterschiedlich stark
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induziert (JENSEN ET AL., 2002). Im Fall der Zellen aus Anzuchten mit Acarbose oder
Glycerin ist eine induzierende Wirkung entweder dieser Substanzen oder aber von
Folgeprodukten des Stoffwechsels denkbar. In die bisherigen Kenntnisse zum Habitus von
Actinoplanes sp. ist die Bedeutung des fiir den Maltodextrin-Metabolismus als neutral zu
beschreibenden Glycerins nicht integrierbar. Aus Fiitterungsexperimenten mit ['*C]-Glycerin
ging hervor, dass diese Substanz in den Valienamin-Rest der Acarbose eingebaut wird
(DEGWERT ET AL., 1987). Weiterhin gibt es lediglich den durch diese Arbeit erhaltenen
Befund, dass Glycerin ebenso effektiv als Kohlenstoff- und Energiequelle wie Maltose,
Maltodextrine, Trehalose und Saccharose genutzt werden kann. Bei A. acidocaldarius
(HULSMANN ET 4L., 2000) und E. coli fungiert Glycerin nicht als Induktor einer Maltose-
Transportaktivitit. Bei der Bewertung der Transportdaten muss auch beriicksichtigt werden,
dass innerhalb des Zeitraumes der Transportmessungen ein unbekannter, aber wahrscheinlich
durchaus betrichtlicher Anteil der intrazellulir angereicherten Maltose bzw. Maltotriose
verstoffwechselt wird. Die Radioaktivitdt geht dann durch Eintritt in die Atmosphére in Form
von ['*C]-CO, der Quantifizierung verloren. Verfolgt man diese Anmerkung, so lisst sich
festhalten, dass die Verluste an Radioaktivitét in Zellen aus Maltose/Maltodextrin-gefiitterten
Kulturen sowie aus TSB-Vollmedium (enthélt Maltose) am groften sind. Daran muss eine
Enzymausstattung beteiligt sein, die bei Zellen aus Kultivierungen mit Acarbose oder
Glycerin moglicherweise nicht vorhanden ist. Ein radioaktives, nicht verstoffwechselbares
Maltose-Analogon zur Uberpriifung dieses Sachverhaltes steht nicht zur Verfiigung.

Sobald genetische Manipulationen von Actinoplanes sp. realisierbar sind, konnten hier auch
Transportexperimente mit Knock-out-Mutanten, z. B. im Gen der Maltase, aufschlussreich
sein. Die Maltase von Actinoplanes sp. ist ein durch Acarbose hemmbares Enzym (DREPPER,
1997). Hierin ist moglicherweise auch eine Ursache filir die hohen Mengen der intrazellulér
nachgewiesenen [U-'*C]-Maltose, zumindest im Fall der mit Acarbose kultivierten Zellen, zu
sehen. Es liegen bisher keine Informationen dariiber vor, ob unter diesen
Wachstumsbedingungen die Acarbose-Kinase aktiv ist und die Hemmwirkung der Acarbose
durch Phosphorylierung abschwicht (s. auch Seite 11 und Abbildung 4.2). Ein Hinweis auf
fehlende Kinase-Aktivitit konnte sein, dass das Wachstum von Actinoplanes sp. mit Acarbose
als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle nach ca. 24 Stunden zum Erliegen kommt und,
dhnlich den Befunden fiir E. coli (s. Abbildung 6.4 und Abschnitt 7.1.1), aufgrund toxischer
Effekte sogar zur Zelllyse fiihrt.
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Alternativ kann auch folgendes Szenario zum Maltose/Maltotriose-Transport von
Actinoplanes sp. entworfen werden: Ein System erlaubt Transportaktivitit bei Anzucht der
Zellen mit Acarbose (und unter Vorbehalt mit Glycerin). Ein zweites System wird
transkriptionell unterschiedlich effizient durch Saccharose, Trehalose, Maltose und
Maltodextrine aktiviert. Hinweise darauf, dass zur Ausstattung von Actinoplanes sp.
mindestens zwei verschiedene ABC-Transportsysteme gehoren, die dariiber hinaus ein
multiples  Substratspektrum aufweisen konnten, geben die ermittelten spezifischen
Eigenschaften der Transportaktivitdt fiir Maltose/Maltotriose. Der Maltosetransport von
Zellen aus Kultivierungen mit Acarbose, MD50, Maltose oder Maltodextrinen wird durch
Trehalose, Saccharose und Maltodextrine und z. T. auch Acarbose inhibiert. Eine Auswahl
der Befunde wurde ebenfalls fiir den Maltotriosetransport beobachtet (s. Abbildungen 6.7 und
6.10). Relevant fiir die Differenzierung von zwei Transportsystemen sind drei Auffalligkeiten
der jeweiligen Hemmmuster. Sowohl der Maltose- als auch der Maltotriosetransport von
Zellen aus Anzuchten mit Maltose oder Maltodextrinen werden durch Acarbose zu ca. 40 %
inhibiert, hingegen findet man keine Einschrinkungen beider Transportaktivitdten bei Zellen,
die mit diesem Pseudotetrasaccharid kultiviert wurden. Damit ldsst sich die in Acarbose-
Zellen (und in Glycerin-Zellen) erfasste Transportaktivitit von der in Maltose/Maltodextrin-
Zellen vorhandenen Aktivitdt abgrenzen. Eine zweite, unterstiitzende Besonderheit beruht auf
einem unterschiedlichen Ausmall der Hemmung. Das bei Acarbose-Zellen involvierte System
zeigt bei Anwesenheit von Trehalose und Saccharose nur noch halb so viel Restaktivitét der
Maltoseautnahme (13 %) wie dasjenige von Zellen aus MD50-Kulturen (ca. 25 %).
Wesentlich fiir eine Diskriminierung der jeweiligen Spezifititen sind drittens auch die
ungleichen Restaktivititen nach Ausverdiinnung des radioaktiven Substrats durch die
homologe Zuckerstruktur: Mit Ausnahme der Aktivititen von Acarbose-Zellen (Hemmung zu
80 %) wird der Maltotriosetransport von restlichen iiberpriiften Kulturen durch Maltose nur
zu ca. 50 % inhibiert. Der Maltosetransport wiederum ist bei Acarbose-Zellen durch
Maltodextrine weniger gehemmt (Restakkumulation ca. 30 %) als die durch Ausverdiinnung
durch kalte Maltose erreichte Menge messbarer akkumulierter radioaktiver Maltose. So
scheint es nicht abwegig, aus den Ergebnissen der Hemmstudien neben dem Vorhandensein
zweier Maltose/Maltodextrin-Transportsysteme auBBerdem abzuleiten, dass das System in
Acarbose-Zellen eher Maltose als Maltodextrine bevorzugt, wahrend der zweite Transporter
gegenteilige Priaferenz zeigt. Das Maltose/Maltodextrinsystem von S. lividans weist solche

Priferenzen nicht auf (SCHLOSSER ET AL., 2001). Die beiden multiplen ABC-Transporter
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ThuEFGK und AglEFGK aus S. meliloti tavorisieren Trehalose und Saccharose (JENSEN ET
AL., 2002). Wie auch bei Actinoplanes sp. fir den Maltoseimport beobachtet, haben Glukose
und Laktose ebenfalls einen negativen Effekt auf den Trehalose- und Saccharose-Import. Die
Autoren sprechen aber nicht von einer Hemmung und beziehen diese Zucker nicht in das
Substratspektrum mit ein. Der durch die vorliegende Arbeit gefundene Sachverhalt, dass
Zellen von Actinoplanes sp. aus Trehalose- und Saccharose-Kulturen hdhere Maltose-
Transportraten aufweisen als Zellen aus Maltose- oder Maltodextrin-Kulturen (s. Abbildung
6.6), gleicht den Befunden zu S. meliloti. Damit wird die Annahme untermauert, dass
Actinoplanes sp. ebenfalls liber zwei Transportsysteme mit multiplem Substratspektrum
verfiigt. Diese postulierten Systeme zeigen eine liberlappende Spezifitit, unterscheiden sich
aber in ihrer Sensitivitdt gegeniiber Acarbose. Ein bekannter ABC-Transporter mit multipler
Funktion von grampositiven Bakterien ist das Msm-System (multiple sugar metabolism,
Import von Melibiose, Raffinose und Isomaltotriose) von Streptococcus mutans (RUSSELL ET
AL, 1992). Auch fir S. coelicolor und S. lividans werden redundante, multiple
Transportsysteme fiir B-Xyloside und a-Glukoside vorausgesagt (BERTRAM ET AL., 2004). Die
Autoren sprechen dem agll/ EFG-Cluster von S. coelicolor die Kodierung einer Permease mit

breitem Spektrum fiir Trehalose, Saccharose, Maltose und zusétzlich Trisacchariden zu.

Die Gene eines der postulierten, multiplen Transportsysteme konnten durch die Substrate
Saccharose, Trehalose, Maltose und Maltodextrine unterschiedlich effizient induziert werden.
Regulationsmechanismen, basierend auf der Inaktivierung eines Repressorproteins kataboler
Operone, gibt es bei dem Msm-System von S. mutans (RUSSELL ET AL., 1992) und den
Maltose/Maltodextrin-Transportern von S. pneumoniae (PUYET ET AL., 1993; NIETO ET AL.,
2001), S. coelicolor (VAN WEZEL ET AL., 1997a) oder auch S. lividans (SCHLOSSER ET AL.,
2001).

Betrachtet man die Maltose- und Maltotriose-Transportaktivitdt in Abhidngigkeit von der zur
Kultivierung der Zellen angebotenen Substratkonzentration (s. Abbildungen 6.6 und 6.9),
erscheint ein alternativer Regulationsmechanismus vorstellbar. Im Vergleich zu Wachstum
mit 0,5 % MDS50 erreichten Zellen nach Anzucht mit 7 % MD50 lediglich Transportraten von
50 % ([""C]-Maltose) bzw. 30 % (['*C]-Maltotriose). Eine Regulation, basierend auf
Repression durch Substrat, findet man bei Thermotoga maritima. Die Maltose-Bindeaktivitét
von Periplasmaextrakten ist bei Anzucht der Zellen in Maltose schwicher als die Glukose-
Bindeaktivitdt, wahrend umgekehrt bei Anzucht in Glukose die Maltose-Bindeaktivitét hoher
ist als die Glukose-Bindeaktivitdit (NANAVATI ET AL., 2002). Bei T. maritima existieren
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interessanterweise zwei ORFs, annotiert als Maltose-Bindeproteine (NELSON ET AL., 1999;
2001), fiir die durch WASSENBERG ET AL. (2000) und NANAVATI ET AL. (2002) eine Maltose-
Bindeaktivitdit nachgewiesen wurde. Bei E. coli wird das Bindeprotein-abhéngige
Glukosetransportsystem Mgl bei mikromolaren Glukosekonzentrationen aktiviert, bei
millimolaren Konzentrationen aber wieder reprimiert (DEATH & FERENCI, 1993). Bei
A. acidocaldarius (HULSMANN ET AL., 2000) befindet sich im Operon fiir die Aufnahme und
Verwertung von Maltodextrinen das Gen malR, welches fiir ein Repressorprotein der Lacl-
GalR-Familie kodiert. Die Repressorfunktion von MalR wird durch die Induktoren des
Systems Maltose und Maltotriose inaktiviert (ZIELINSKI, 2003). Da das malR-Gen iiber keine
eigene Promotorstruktur verfiigt, wird dessen Expression moglicherweise wie die der {ibrigen
Gene induziert. Vielleicht gibt es bei Actinoplanes sp. innerhalb eines noch zu
identifizierenden mal-Operons (s. auch 6.3 und 7.2.2) ein Repressorgen, dessen Expression
ebenfalls durch Maltose und/oder Maltodextrine induziert wird und bei hohem
Substratangebot schlieBlich fiir eine Abschaltung des Systems sorgt. Diese Art der Regulation
hoch affiner Transportsysteme ist 6konomisch sinnvoll. Die von Actinoplanes sp. im Falle der
Anzucht mit 7 % MDS50 erreichten Transportraten von ca. 1 nmol/mg Protein x min sind fiir
das beobachtete Wachstum offenbar ausreichend, die Energie fiir eine aufwendige Produktion
iiberschiissiger Translokationssysteme bleibt konserviert. Hiervon abgeleitet konnten die
hohen Transportraten der Acarbose- und Glycerin-Zellen auch auf geringen Mengen
intrazelluldr formierter Maltose beruhen, die insgesamt nicht ausreichen, das Gen eines

potentiellen Repressors zu induzieren.

Die Analyse des TSB-Vollmediums durch Diinnschicht-Chromatographie zur Uberpriifung
eines etwaigen Vorkommens von Zuckern in dieser Substanz enthiillte Glukose und Maltose
als Bestandteile. Das Auftreten einer Maltose-Transportaktivitit bei Actinoplanes sp. nach
Anzucht in TSB ldsst vermuten, dass Mechanismen einer Glukoserepression nicht nach dem
Prinzip des Induktorausschlusses wie bei Enterobakterien wie z. B. E. coli (BOOS & SHUMAN,
1998) oder einer CcpA vermittelten Repression kataboler Operone wie bei grampositiven
Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt wie z. B. B. subtilis (SCHONERT ET AL., 1998; REIZER ET
AL., 1998) funktionieren (Ubersicht STULKE & HILLEN, 1999; TITGEMEYER & HILLEN, 2002;
s. auch 4.2.4). Vielmehr gleicht der Befund, dass Maltosetransport in Actinoplanes sp. auch
bei gleichzeitiger Anwesenheit von Maltose und Glukose wéhrend des Wachstums stattfindet,
den Ergebnissen von Transportstudien, die mit 4. acidocaldarius (HULSMANN ET 4L, 2000)

oder S. lividans (SCHLOSSER ET AL., 2001) erzielt wurden. Obwohl die Synthese von CebE,
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des Cellobiose-Bindeproteins aus S. reticuli, insgesamt anders reguliert wird als die der dem
Transport-System assistierenden ABC-Komponente MsiK, koénnen beide Proteine bei Ko-
Kultivierung der Zellen in Cellobiose und Glukose nachgewiesen werden (SCHLOSSER ET AL.,
1999). Bei der Glukose-Katabolitrepression in gramnegativen wie in grampositiven Bakterien
mit niedrigem GC-Gehalt spielen Proteine des Phosphotransferase-Systems (PTS) nach
einem jeweils eigenen Mechanismus eine zentrale Rolle. Als weiteres regulatorisches
Element findet man bei grampositiven Bakterien mit niedrigem GC-Gehalt cre-Boxen vor
oder auch innerhalb der Gene kataboler Enzyme (TITGEMEYER & HILLEN, 2002). Solche
Elemente wurden fiir das analysierte Gencluster der Acarbose-Biosynthese nicht beschrieben
(STRATMANN, 1997). In der Tat ist auch die Synthese der extrazelluliren Enzyme AcbD und
AcbE von Actinoplanes sp. nach Anzucht in Vollmedium TSB oder auch in Acarbose-
Produktions-Medium mit Glukosezusatz nachweisbar. Gleiches gilt fiir die in dieser Arbeit
dokumentierte Synthese des Proteins AcbH durch Zellen wihrend der Kultivierung in TSB-
Vollmedium (s. 6.7.1). Bei Actinomyceten ist bisher kein Glukose-spezifisches PTS gefunden
worden, dem HPr-Protein des Fruktose-PTS von S. lividans wird keine Funktion innerhalb
einer Katabolitrepression zugesprochen (NOTHAFT ET AL., 2003). Wihrend die Synthese der
a-Amylase in S. venezuelae durch Glukose reprimiert wird (VIROLLE ET 4L., 1988), agiert bei
S. limosus und S. thermoviolaceus Mannitol als Effektor (VIROLLE & BIBB, 1988; BAHRI &
WARD, 1990). Durch weitere Transportexperimente mit Zellen aus Kultivierungen mit z. B.
Mannitol, Mannose oder Fruktose etc. konnte eine reprimierende Kohlenstoffquelle

identifiziert werden.

7.2.2 Charakterisierung eines potentiellen Maltose-Bindeproteins

Der fiir Actinoplanes sp. nachgewiesene und charakterisierte Maltose- und Maltotrioseimport
impliziert die Beteiligung zweier Bindeprotein-abhidngiger ABC-Transporter. Anhand der
Befunde zur Substratspezifitdt und zum Syntheseprofil des Bindeproteins AcbH (s. 6.5 und
6.7.1) kann eine Beteiligung des im Acarbose-Biosynthese-Gencluster vertretenen ABC-
Systems AcbHFG ausgeschlossen werden. Mit Hilfe von Gensonden der Maltose-
Bindeproteine aus S. [lividans und A. acidocaldarius wurde in DNA-DNA-
Hybridisierungsexperimenten versucht, ein homologes Gen im Chromosom von Actinoplanes
sp. zu finden. Vor allem aufgrund eines dhnlich hohen GC-Gehaltes der DNA von S. lividans

und Actinoplanes sp. (69 % - 70 %) sowie einer aus den Leserahmen des ach-Genclusters
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ermittelten, flir Streptomyceten typischen Kodon-Verwendung durch Actinoplanes sp.
(STRATMANN, 1997), schien dieses Verfahren vielversprechend. Dennoch konnte unter
verschiedenen Bedingungen mit keiner der verwendeten Sonden ein Hybridisierungssignal
detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurde mit einer Sonde des msiK-Gens aus S. lividans
das Gen fiir ein ABC-Protein in Actinoplanes sp. und A. acidocaldarius identifiziert (s.
Abschnitt 6.6.1, SCHAFER, 1999; SCHEFFEL ET AL., 2004). Dabei waren vermutlich die hohen
Sequenzéhnlichkeiten zwischen ABC-Proteinen der CUTI1-Familie (SAIER, 2000;
SCHNEIDER, 2001) von Vorteil. Der Verwandtschaftsgrad von Actinoplanes und Streptomyces
ist offensichtlich fiir die Identifizierung eines Substrat-Bindeproteins nicht ausreichend, zumal
Bindeproteine neben der varianten Signatursequenz (vgl. Seite 20, Abbildung 4.5) keine
weiteren charakteristischen Konsensussequenzen aufweisen. Das von STRATMANN (1997)
gefundene Gen der dTDP-Glukose-4,6-Dehydratase (achB) wurde unter Einsatz einer Sonde
des verwandten Gens strE aus dem Streptomycin-Biosynthese-Gencluster von S. griseus
detektiert. Hier reichte eine Identitit von 66,3 % aus, wihrend mit dem Gen der dTDP-
Glukose-Synthase s#D das spiter anderweitig gefundene homologe Gen ach4 in
Hybridisierungsexperimenten nicht erfasst wurde (Identitit 59 %).

Wie bei grampositiven Bakterien iiblich, sind Substrat-Bindeproteine iiber einen N-terminalen
Lipidanker in der Membran fixiert (s. 4.2.3.2). In einem alternativen Ansatz wurde daher
versucht, ein Maltose-Bindeprotein nach Solubilisierung von Membranen aus Zellen nach der
Anzucht mit Maltose und Maltodextrinen {iiber Amylose-Affinitdtschromatographie zu

isolieren. Jedoch auch dieses Verfahren verlief ohne Erfolg.

Fiir Actinoplanes sp. hat sich im weiteren Verlauf dieser Arbeit der Befund ergeben, dass ein
potentielles Maltose-Bindeprotein im Uberstand von Zellkulturen vorhanden ist. Auch MsmE,
das Bindeprotein fiir multiple Zucker aus S. mutans, ist frei im Kulturiiberstand nachzuweisen
(SUTCLIFFE ET AL., 1993). Auf einen dhnlichen Sachverhalt st63t man bei A. acidocaldarius
(HULSMANN, 2000). Der groBte Teil des MalE-Proteins konnte hier aus dem Kulturiiberstand
gewonnen werden. Dabei ist dieses Bindeprotein inklusive des Lipidankers N-terminal um 23
Aminosduren verkiirzt, vermutlich durch die Aktivitdt einer extrazelluldren Protease. Eine
Einschrankung der biochemischen Eigenschaften in vitro ist nicht beobachtet worden. Das
identifizierte Protein von Actinoplanes sp. konnte ebenfalls nach Proteolyse aus der
Membranfixierung entlassen werden, wobei die Aktivitit offensichtlich erhalten bleibt. Ein

experimenteller Beleg dafiir ist das Bindungsvermdgen an eine Amylose-Matrix und die
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spezifische Elution des Proteins durch Maltose und Maltodextrine (s. 6.3.1). Demgegeniiber
konnte mit Acarbose keine Ablosung des Proteins erreicht werden.

Zusammenfassend unterstiitzen diese Resultate die aus den Maltose-Transportmessungen
abgeleiteten Annahmen, dass es sich bei den Maltosetransportern um Bindeprotein-abhangige
ABC-Systeme handelt, von denen das eine insensitiv gegeniiber Acarbose ist. Das aus dem
Kulturiiberstand isolierte potentielle Maltose-Bindeprotein konnte die dazugehorige extra-
zelluldre Komponente sein. AbschlieBend ist jedoch kein Beweis erbracht, dass es sich bei
dem diskutierten Protein tatsdchlich um das Maltose/Maltodextrin-Bindeprotein eines ABC-
Transporters handelt. Es konnte gleichermaflen eine a-Amylase mit Affinitdt zur Amylose-
Matrix sein. In der Regel aber haben solche Enzyme eine groBBere molare Masse, z. B. AcbE
(107 kDa) von Actinoplanes sp. (STRATMANN, 1997). Mit 51,3 kDa ist das isolierte Protein
allerdings auch groBer als die Mehrzahl der bekannten Bindeproteine (40 — 43 kDa). Mit den
nach einer MALDI-TOF MS-Analyse erhaltenen Sequenzinformation der analysierten
Peptide (s. Anhang ) konnte in Datenbanken keine Ubereinstimmung zu bekannten Proteinen
gefunden werden. Ein Abgleich mit den Sequenzdaten der Genprodukte des achb-Genclusters
erbrachte ebenfalls keinerlei Ubereinstimmung (pers. Mitteilung

U. Wehmeier).

Weitere Erkenntnisse zu diesem Sachverhalt konnen nur auf Basis von Arbeiten mit
geeigneten Mutanten oder rekonstituierten Transportsystemen gewonnen werden. Eine bisher
nicht realisierbare Strategie wére die Deletion des Gens fiir das aus dem Kulturiiberstand
isolierte Maltose-Bindeprotein. Voraussetzung fiir eine Rekonstitution ist die Klonierung der
beteiligten Gene. Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit einer degenerierten DIG-markierten
DNA-Sonde, abgeleitet aus der Sequenz eines der Peptide, zumindest ein
Hybridisierungssignal detektiert werden (s. 6.3.2). Leider ist es bislang nicht gelungen, das
entsprechende chromosomale Fragment zu klonieren. Es ist anzunehmen, dass toxische
Genprodukte des rekombinierten Fragments wie z. B. die Membranproteine des erfassten
Transportsystems oder ein Regulatorprotein den Wirtsstamm der Vektorkonstrukte (E. coli)
schiadigen. Eine Losung dieses Problems konnte die allerdings verhdltnisméBig aufwendige
Nutzung von S. lividans als Empfingerstamm der Vektorkonstrukte sein. Ahnliche
Schwierigkeiten treten bei der Klonierung des Gens fiir ein potentielles Regulatorprotein des
acb-Genclusters auf (pers. Mitteilung U. Wehmeier). Regulatorische Gene sind oft in der

Néhe von Operons lokalisiert, die fiir die Komponenten von Transportkomplexen kodieren, so

101



z. B. bei den Maltose-Transportsystemen von S. coelicolor, S. lividans und Streptococcus
pneumoniae (VAN WEZEL ET AL., 1997a; SCHLOSSER ET AL., 2001; NIETO ET AL., 2001). Im
Fall von A4. acidocaldarius ist das Gen fiir einen moglichen Transkriptionsregulator innerhalb

der Operonstruktur lokalisiert (HULSMANN ET 4L., 2000).

7.2.3 Modell der Kapazitiiten fiir die Aufnahme von Maltose und Maltotriose durch

Actinoplanes sp.

Die Aufnahme von Maltose und Maltotriose wird wahrscheinlich {iber zwei Bindeprotein-
abhingige ABC-Importsysteme realisiert, die in Abhdngigkeit von der zum Wachstum
angebotenen Kohlenstoffquelle exprimiert sind (Abbildung 7.2). Das System von mit
Acarbose (und vermutlich Glycerin) kultivierten Zellen ist Acarbose-insensitiv. Das aus dem
Kulturiiberstand isolierte potentielle Maltose/Maltodextrin-Bindeprotein konnte die dazu
gehorige extrazellulire Komponente sein. Die Transportaktivitdt des zweiten Systems ist
durch die Kohlenstoffquellen Saccharose, Trehalose, Maltose und Maltodextrine induzierbar
und Acarbose-sensitiv. Beide Systeme verfligen moglicherweise iiber ein multiples

Substratspektrum fiir Saccharose, Trehalose und Maltooligosaccharide.

Wie bei E. coli (BRUNKHORST, 1998; s. auch 6.1) und A. acidocaldarius (HULSMANN ET AL.,
2000) findet man bei Actinoplanes sp. nach Anzucht mit Maltose oder MD50 eine Hemmung
des Maltose- und Maltotriosetransports durch Acarbose. Fiir solche Zellen konnte nur eine
geringe Menge intrazelluldr akkumulierter, radioaktiver Acarbose nachgewiesen werden (0,1
nmol/mg Protein x min). Ob die Acarbose tatsichlich, wie im Falle von E. coli, liber dasselbe
Transportsystem aufgenommen wird, bleibt unklar. Ebenso ist noch nicht bewiesen, dass
Trehalose und Saccharose zusammen mit Maltose und Maltotriose iiber dasselbe System
importiert werden. Trehalose z. B. induziert auch das Mal-System von E. coli, ohne durch
dieses transportiert zu werden (KLEIN & BOOS, 1993). Das Substrat-Bindeprotein stellt die
primére Erkennungsstelle bakterieller Importsysteme dar und bestimmt dadurch die Spezifitét.
Substanzen, die mit dem natiirlichen Substrat um die Bindestelle konkurrieren, werden nicht
zwangslaufig auch transportiert. So wurde z. B. die Bindung von B-Cyclodextrinen und
langerkettigen Maltodextrinen (> Heptaosen) an das Maltose-Bindeprotein von E. coli
gezeigt, ein Transport dieser Substanzen findet jedoch nicht statt (HALL ET AL., 1997a; 1997b;
1997¢c; BOOS & SHUMAN, 1998).

102



Ausgeschlossen jedoch ist, dass das in Acarbose-Zellen aktive Maltosetransportsystem als
Vehikel fiir den Import von Acarbose, der deutlich nur bei solchen Zellen nachgewiesen
werden konnte (1,2 nmol/mg Protein x min), fungiert. Die Insensitivitit des Systems
gegeniiber Acarbose deutet an, dass das Pseudotetrasaccharid iiber einen weiteren, bisher
unbekannten Transporter aufgenommen wird. Moglicherweise dient dieser Komplex einem
unspezifischen Eintritt ins Zellinnere, welcher Actinoplanes sp. langsames Wachstum mit
dem Sekundédrmetaboliten (s. Seite 50, Abbildung 6.4) vor Beginn der Synthese des AcbHFG-

Transporters erlaubt.

C-Quelle Acarbose Saccharose
Glycerin Trehalose
Maltose

Maltodextrine

Substrate Maltose = Saccharose = Maltodextrine > Maltose, Saccharose,
Trehalose > Maltotriose Trehalose, Acarbose

ATP ATP ATP ATP
Multipler Zucker-Transporter Maltodextrin-Transporter

Abbildung 7.2: Mogliche Ausstattung von Actinoplanes sp. mit ABC-Transportern fiir Maltose und
Maltodextrine. Das Transportsystem in mit Acarbose kultivierten Zellen préferiert Maltose gegeniiber
Maltodextrinen. Das andere System zeigt gegenteilige Priferenz. MBP: Maltose-Bindeprotein, das mit *
gekennzeichnete MBP konnte das aus dem Kulturiiberstand isolierte sein. MP: Membranprotein, ABC-P: ABC-
Protein.
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7.3 Charakterisierung des potentiellen Acarbose-ABC-Transporters
AcbHFG-MsiK,

Zur Aufklarung der Substratspezifitit der Genprodukte eines Operons (acbHFG) aus dem
acb-Gencluster, das vermutlich die Komponenten eines Bindeprotein-abhingigen ABC-
Importers kodiert, wurden die Gene heterolog in E. coli und S. lividans exprimiert und die
synthetisierten Proteine z. T. gereinigt (s. 6.4.3 und 6.6.2). So sollten Grundlagen fiir eine
Rekonstitution des isolierten Transportkomplexes in Liposomen geschaffen werden. Da im
ach-Gencluster kein Gen fiir ein den Transportkomplex komplettierendes ABC-Protein
vorhanden ist, wurde das Produkt des msiK-Gens als potentiell zugehdrige ATPase angeboten
(SCHAFER, 1999; ELVERS, 2002). Fiir ABC-Proteine grampositiver Bakterien ist bekannt,
dass sie mehreren Transportkomplexen assistieren konnen (SCHLOSSER ET AL., 1997;
SCHLOSSER, 1999; SCHEFFEL ET AL., 2004) und das zugehorige Gen einer getrennten
Lokalisation auf dem Chromosom und Regulation unterliegt (HORLACHER ET AL., 1998;
GRELLER ET AL., 1999; HULSMANN ET 4L., 2000). AuBerdem war es ein besonderes Ziel, das
Substratspektrum von AcbH aufzukldren (s. 6.5) sowie immunologisch das Induktionsprofil

von AcbH in Actinoplanes sp. zu bestimmen (s. 6.7.1).

7.3.1 Der potentielle Transportkomplex AcbFG-MsiK,

Die Uberexpression der Gene der Membranproteine AcbFG fiihrte zunichst zu einer
Wachstumsbeeintrachtigung des Expressionsstammes E. coli JM109. Durch Ko-Synthese mit
dem von SCHAFER (1999) identifizierten ABC-Protein MsiK jedoch konnten die nachteiligen
Wachstumseffekte z. T kompensiert werden. Dadurch war es moglich, im Rahmen der
Reinigung der Membranproteine hohere Ausbeuten zu erzielen (ELVERS, 2002). Dariiber
hinaus wurde in Ko-Elutionsstudien ein weiterer Hinweis auf eine Komplexbildung der
Membranproteine AcbFG mit dem ATP-Bindeprotein MsiK, zumindest in E. coli, erhalten
(s. 6.6.2).

Mit einem gegen MsiK gewonnenen Antiserum konnten fiir ein erstmalig identifiziertes
ABC-Protein aus Actinoplanes sp. immunologische Analysen mit Zellfraktionen unter-
nommen werden. Es sollte gelingen, einen Hinweis auf die Ausbildung eines AcbFG-MsiK;-
Komplexes im Acarboseproduzenten zu finden und einen Kontext mit dem Acarbose-
Metabolismus herzustellen (s. auch 6.7.2). Die fiir das ABC-Protein MsiK ermittelten

konstitutiven Synthesebedingungen durch ELVERS (2002) geben jedoch keinen weiteren

104



Hinweis auf eine den Membrankomplex AcbFG komplettierende Funktion in vivo. Im
Gegensatz zum Induktionsprofil des achH-Gens (vgl. 6.7.1) konnte unter den getesteten
Wachstumsbedingungen weder eine repressive noch eine induzierende Substanz fiir das msiK-
Gen gefunden werden. Das MsiK-Protein aus S. reticuli assistiert im Maltose- Cellobiose-
und wahrscheinlich Trehalose-Transport. Bei einer basalen Genexpression wéhrend des
Wachstums in Minimalmedium mit Glukose fiihrt die Zugabe der zuvor erwéhnten
Disaccharide zur Induktion der Proteinsynthese. Das homologe Protein von S. /ividans, mit
dessen Gen das ABC-Protein in Actinoplanes sp. identifiziert wurde, ist nicht am Trehalose-
Import beteiligt, erfihrt dementsprechend nur Induktion durch Maltose und Cellobiose
(SCHLOSSER ET AL., 1999; SCHLOSSER, 1999). Da Zellen von Actinoplanes sp. das MsiK-
Protein iiber einen Zeitraum von 72 Stunden, zumindest bei Kultivierung mit 0,5 % Acarbose
oder MD50, synthetisieren (eigene Beobachtung), ist eine Zusammengehorigkeit von MsiK
zu AcbHFG aber auch nicht auszuschlieBen. Ob das betrachtete Protein tatséchlich

physiologisch relevant ist, kann nur durch eine Deletionsmutante geklart werden.

Fiir zukiinftige Arbeiten sollte ein Expressionssystem entwickelt werden, das eine der
Stochiometrie des Komplexes AcbFG-MsiK, entsprechende Syntheserate der Einzel-
komponenten ermdglicht. Sowohl fiir solch ein System als auch fiir die Expression von achH
konnten bei Verwendung der zugehdrigen Promotorstrukturen auch Expressionsstudien in
S. lividans sinnvoll sein. Dabei jedoch muss darauf spekuliert werden, dass die Promotoren
von Actinoplanes sp. durch die Regulations- und Transkriptionsmaschinerie in S. /lividans
erkannt werden. Im Fall der a-Amylase AcbE, nicht jedoch bei AcbD und AcbC, erwies sich
diese Strategie als erfolgreich (STRATMANN, 1997). Als induzierende Effektoren kdnnten
Maltose, Maltodextrine oder Acarbose eingesetzt werden (s. 6.7.1). WEHMEIER ET AL. (pers.
Mitteilung) ist es mittlerweile gelungen, durch Expression eines das gesamte ach-Gencluster

enthaltenen Cosmids die heterologe Acarbose-Produktion in S. /ividans zu erzielen.

7.3.2 Das Substrat-Bindeprotein AcbH

Von insgesamt neun Plasmidkonstrukten zur Expression von acbH in E. coli mit dem Ziel
einer Lokalisation des Genproduktes im Cytosol, fithrten sechs zu einer betrdchtlichen
Synthese von Proteinen mit verschiedenen Histidin-Tag-Fusionen, die jedoch alle als
unlosliche Aggregate vorlagen. Ein dhnliches Resultat wurde fiir die Proteine AcbD, AcbE
und AcbC erhalten (STRATMANN, 1997). Im Hinblick auf die Sequenzproblematik (s. 6.4.1)
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und die Substratbindungsstudien mittels Oberflichen-Plasmonresonanz (s. 6.5) war
letztendlich nur das (His);o-AcbH-Fusionsprotein (Plasmid pCB10) zur weiteren Verwendung
geeignet. Eine heterologe Uberproduktion von Lipoproteinen fiihrt in vielen Fillen zu
Problemen fiir das Zellwachstum des Wirtsstammes (MARTIN ET AL., 1989; SUTCLIFFE ET
AL., 1993; SCHNEIDER & HANTKE, 1993). Samtlichen Klonen fehlt daher der fiir das
Signalpeptid kodierende Sequenzabschnitt. Dariiber hinaus wurde ein lethaler Effekt fiir die
Expressionsstimme durch eine mogliche Lipidmodifikation am Cystein-1 des reifen Proteins

durch Austausch dieser Aminosdure gegen Alanin oder Methionin vermieden.

Ein alternativer Ansatz, in dem es gelingen sollte, durch ein dem Protein vorgeschaltetes
PelB-Signalpeptid aus E. coli eine Translokation des Proteins mit C-terminaler HistidinFusion
in das Periplasma zu erreichen, schlug ginzlich fehl. In den dazu verwendeten Stimmen C41
und C43 konnte keine Proteinsynthese nachgewiesen werden. Es gibt Hinweise darauf, dass
fiir eine erfolgreiche Translokation und Prozessierung neben dem Signalpeptid auch die
Sequenz des reifen Proteins von Bedeutung ist (SIMONEN & PALVA, 1993; FEKKES &
DRIESSEN, 1999). Moglicherweise wurde das mit dem PelB-Signalpeptid synthetisierte
AcbH-Fusionsprotein vom Sec-System des Wirtsstammes (ECONOMOU, 1999) nicht erkannt
und unterlag einer vollstindigen proteolytischen Degradation. Durch Substitution der
Signalsequenzen der Maltose- und Trehalose- bzw. Maltose-Bindeproteine von 7. litoralis
bzw. A. acidocaldarius durch die entsprechende Sequenz des MalE von E. coli wurde
ebenfalls keine korrekte Prozessierung erreicht (HORLACHER ET AL., 1998; HULSMANN ET
AL., 2000).

Im Gegensatz zur Verwendung von E. coli als Wirtsstamm konnte mit S. /ividans TK23
l6sliches Protein erhalten werden (s. 6.4.2). Hierbei erwies sich jedoch die Ausbeute als zu
gering flir weitere Untersuchungen. Deshalb wurde das Protein schlielich in denaturierter
Form gereinigt und anschlieend renaturiert. Die Vorteile unldslicher Proteinaggregate liegen
darin, dass die Proteine bereits angereichert vorliegen und oft nach geeigneten
Zentrifugationen kaum noch mit anderen Proteinen verunreinigt sind. Uberdies sind die
Proteine, fixiert in den unldslichen Aggregaten, meist geschiitzt vor proteolytischem Abbau

(DE BERNARDEZ CLARK, 2001).

So wurde ein Protokoll zur Reinigung von AcbH unter denaturierenden Bedingungen und zur
anschlieBenden Renaturierung entwickelt (s. 6.4.3) und der Erfolg mittels CD-Spektroskopie

tiberpriift. Mit Elliptizitdtsminima bei 222 nm und 207 nm ist deutlich eine a-helikale
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Konformation und damit die Voraussetzung fiir eine Aktivitit des (His);o-AcbH-
Fusionsproteins nachgewiesen (s. Seite 75, Abbildung 6.17). Diese Aktivitét spiegelt sich in
den Sensorgrammen in Abschnitt 6.5 wider. Insgesamt konnten trotz der Unterschiede im
GC-Gehalt der DNA sowie bei der Kodon-Verwendung und der geringen
Verwandtschaftsndhe in E. coli die besseren Ausbeuten an gereinigtem AcbH-Protein erzielt

werden.

Hinweise auf mogliche Substrate von AcbHFG ergaben sich zu Beginn der vorliegenden
Arbeit lediglich aus der Hypothese eines intra- und extrazelluldren Acarbose-Kreislaufs
(s. Abschnitt 4.1). Die Befunde einiger in dieser Arbeit beschriebener Experimente wie die
verbesserte Renaturierung von AcbH in Gegenwart von Acarbose (s. Seite 76, Abbildung
6.18) oder die Feststellung, dass das Protein nicht iiber eine Bindekapazitit fiir Amylose
verfiigt (s. Seite 72, Abbildung 6.14), gaben weitere Anhaltspunkte. Mittels Oberflichen-
Plasmonresonanz konnten fiir Acarbose und die ldngerkettigen Nebenkomponenten, nicht
jedoch fiir Maltose, Maltodextrine und Saccharose Assoziation an (His);o-AcbH beobachtet
werden (s. Abschnitt 6.5). Insgesamt wurde fiir Acarbose die stirkste Assoziation (hdchste
RU-Differenz), gefolgt von den lingerkettigen Nebenkomponenten 5C und 6AB, festgestellt.
Hingegen gab es nur eine sehr schwache Interaktion mit dem Komponentengemisch 4ABC.
Die Ursachen hierfiir bleiben unbekannt. Obwohl die geséttigte Belegung mit Acarbose von
74 % und ein deutlicher Anteil a-helikaler Strukturen fiir eine erfolgreiche Renaturierung des
AcbH-Proteins sprechen, geben die ermittelten Affinitdtskonstanten (Kp) von 1,2 mM bis
3,8 mM nicht die fiir Substrat-Bindeproteine von ABC-Importern typischen Werte (0,01 pM
bis 10 uM; s. Abschnitt 4.2.2) an. Man konnte spekulieren, dass die fiir die Substratbindung
essentiellen Aminosiduren nach der Renaturierung ungewohnlich exponiert vorliegen und
deshalb eine physiologisch gute Bindungsrate iiber die RU-Differenz nur suggeriert wird. Die
hohen Kp-Werte wiirden sich dann aus einer strukturell nicht nativen Umgebung der
Bindetasche ergeben, die keine Funktionalitidt erlaubt. Moglicherweise liegt hierin die
Ursache fiir die mangelnde Assoziation der Nebenkomponenten 4ABC: Die einzelnen
Substanzen konnten aufgrund ihrer gegeniiber den Derivaten 5C und 6AB kiirzeren
Monomerenkette nur eine ungeniigende Zahl an Wasserstoff-Briickenbindungen zum AcbH-
Protein ausbilden (s. Seite 77, Tabelle 6.2). Dem gegeniiber ist Acarbose relativ klein genug,
sich sterisch an Kavititen der exponierten Bindetasche anzupassen. Fiir das Cyclodextrin-

Bindeprotein CycB aus B. subtilis wurden Affinititskonstanten ermittelt, die mit Werten von
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0,1 mM bis 0,5 mM ebenfalls auBlerhalb der charakteristischen Parameter fiir ABCTransporter
liegen (KAMIONKA & DAHL, 2001).

Dem Modell des Acarbose-Metabolismus folgend, bilden die aus der Aktivitit der
Acarviosyl-Transferase (ATase) AcbD resultierenden Acarbosederivate die Substrate des
ABC-Transportsystems AcbHFG. Beriicksichtigt man die Affinitit der ATase zu den
Substraten Acarbose (Acarviosyl-Donor, K;, = 0,6 mM) und Maltose (Acarviosyl-Akzeptor,
Kn = 1 mM) (HEMKER ET AL., 2001), liegen die fiir die Bindung von Acarbose und den
Derivaten an das AcbH-Protein ermittelten Werte im selben Konzentrationsbereich. Hiervon
abgeleitet, konnten die Affinititskonstanten des renaturierten Zucker-Bindeproteins

tatsdchlich die physiologischen Eigenschaften des Proteins beschreiben.

Wie fiir die extrazelluliren Enzyme AcbE und AcbD (STRATMANN, 1997) ist auch fiir das
Substrat-Bindeprotein AcbH eine Induktion durch Maltose bzw. verstirkt Maltotriose und
dariiber hinaus insbesondere durch Acarbose nachgewiesen worden. Die Kohlenstoffquellen
Glycerin und Glukose fiihrten nicht zu einer Expression des acbH-Gens. (Abbildung 6.25).
Wie bei den Lipid-modifizierten Zucker-Bindeproteinen grampositiver Bakterien {iblich
(s. 4.2.3.2; SUTCLIFFE & RUSSELL, 1995), wurde entsprechend des vorhergesagten
Lipoprotein-Charakters fiir AcbH eine ausschlieBliche Lokalisation in den Zytoplasma-
membranen festgestellt. Weiterhin kann aufgrund des Vorkommens von AcbH in Zellen nach
Kultivierung in Vollmedium TSB (enthdlt Maltose und Glukose) Glukose als Katabolit-
Repressor ausgeschlossen werden. Dieser Befund ist konsistent mit den bisherigen
Beobachtungen zur Regulation der extrazelluliren Enzyme AcbE und AcbD (STRATMANN,
1997) und der Maltose/Maltotriose-Transportaktivitit in Actinoplanes sp. (s. auch Seite 98).
Ebenso findet man das Cellulose-Bindeprotein CebE oder das Maltose-Bindeprotein MalE
von S. reticuli bzw. A. acidocaldarius nach Ko-Kultivierung der Zellen in Minimalmedium
mit Cellobiose bzw. Maltose und Glukose, nicht jedoch mit Glukose als einziger
Kohlenstoffquelle (SCHLOSSER ET AL., 1999; HULSMANN ET AL., 2000). AuBBerdem unterstiitzt
das Induktionsprofil des AcbH-Proteins die postulierte Beteiligung des AcbHFG-
Transportkomplexes am Acarbose-Kreislauf im Rahmen des extra- und intrazelluldren
Maltodextrin-Metabolismus (s. Seite 11, Abbildung 4.2).

Setzt man voraus, dass die beiden auf der Hohe von ca. 107 kDa und 76 kDa befindlichen
Proteine im SDS-Gel in Abbildung 6.23 die a-Amylase AcbE und die ATase AcbD

darstellen, wihrend AcbH zu diesem Zeitpunkt immunologisch noch nicht nachweisbar ist,
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lasst sich eine physiologisch sinnvolle unabhidngige Regulation der drei zugehorigen Gene
ableiten: Die Biosynthese von Acarbose durch Actinoplanes sp. beginnt bereits in der frithen
exponentiellen Wachstumsphase. Offensichtlich sind AcbE und AcbD am extrazelluldren
Maltodextrin-Metabolismus bereits beteiligt, Acarbose und resultierende Derivate mit
breiterem Hemmspektrum fungieren als effektive Inhibitoren der Substratverwertung von
Nahrungskonkurrenten im Habitat (s. auch 7.1.2). Hingegen ergibt sich die Notwendigkeit
eines Importsystems (AcbHFG) und einer Carbophor-Funktion von Acarbose erst mit Beginn

des stationdaren Wachstums.

7.3.3 Erweitertes Modell des Acarbose-Metabolismus von Actinoplanes sp.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Befunde konnen das zu Beginn
existierende Modell zum intra- und extrazelluliren Acarbose-Metabolismus (STRATMANN,
1997; WEHMEIER & PIEPERSBERG, 2004) unterstiitzen bzw. erweitern (Abbildung 7.3; vgl.
Seite 11, Abbildung 4.2).

Der Acarbose-Kreislauf beginnt mit der intrazelluldren Biosynthese des phosphorylierten
Acarviosins. Das tatsidchliche Endprodukt ist bisher nicht bekannt. So ist unklar, ob das
Pseudodisaccharid oder das mono- oder diglukosylierte Acarviosin (Acarbose-7-Phosphat)
tiber das ABC-Exportsystem AcbWXY unter Dephosphorylierung ins umgebende Medium
abgegeben wird (1). AuBlerhalb der Zelle katalysiert die Acarbose-insensitive o-Amylase
AcbE die Freisetzung von Maltose und Maltooligosacchariden aus Stirke. Mdglicherweise ist
an diesem Prozess auch die a-Amylase AcbZ beteiligt (2). Durch die Aktivitit der
Acarviosyl-Transferase AcbD werden entweder Acarviosin oder die Acarviosyl-Reste der
glukosylierten Derivate auf die Produkte der Stirkehydrolyse transferiert (3). Da fiir diese
Reaktion Maltose den effektivsten Acarviosyl-Akzeptor darstellt und auBBerdem Acarviosin
ein instabiles Molekiil ist, spekulieren HEMKER ET 4L. (2001), dass AcbD am terminalen
Schritt der Acarbose-Synthese aus Acarviosin beteiligt ist. Acarbose und die verldngerten
Homologe sind Inhibitoren von Hydrolasen a-1,4-glykosidischer Bindungen. Diese Eigen-
schaft fithrte zur Vorstellung einer Funktion der Pseudooligosaccharide im Wettbewerb um
Nahrungsquellen: die Hemmung artfremder a-Amylasen (4). Diese Art des Konkurrenz-
verhaltens allein schien jedoch unzureichend, denn auch die Nahrungskonkurrenten im

Habitat wiirden von den Produkten der Stirkehydrolyse profitieren (2 + 5). Im Rahmen dieser
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Arbeit konnte eine Skonomisch sinnvollere Strategie aufgezeigt werden. Uber eine Inhibition
extrazelluldrer Hydrolasen a-1,4-glykosidischer Bindungen von Bakterien und Pilzen hinaus
iibernimmt Acarbose wahrscheinlich eine weitere Rolle bei der Sicherung von Kohlenstoft-
und Energiequellen im Habitat (s. auch 7.1.2): Das Pseudotetrasaccharid und vermutlich
ebenso die langerkettigen Abkommlinge haben das Potential, sowohl die Aktivitit von
Maltose/Maltodextrin-Importsystemen von Nahrungskonkurrenten zu storen als auch iiber
diese Transportkomplexe tatsidchlich transloziert zu werden (6). Im Zytoplasma angekommen,
fiihren sie zu toxischen Effekten, die neben einer Akkumulation aufgrund mangelnder
Enzymausstattung zum Abbau der Pseudozucker auch den Maltodextrin-Katabolismus
betreffen (6). Die Zellen der Nahrungskonkurrenten sind nicht mehr in der Lage,
Energiestoffwechsel zu betreiben und sterben ab. Dies konnte fiir £. coli gezeigt werden
(s. 6.1). Zusammengenommen konnte also der Vorteil, den sich Actinoplanes sp. durch die
Biosynthese von Acarbose verschafft, auf einem (A) ausgedehnten physiologischen
Hemmspektrum der Acarbose beruhen, welches die Exoenzyme und den Wachstumsstatus
ganzer Zellen von konkurrierenden Mikroorganismen umfasst. HEMKER ET A4L. (2001)
betrachten Acarbose als ,,prodrug®, die auch durch die katalytische Aktivitit der durch sie
gehemmten Enzyme in effektivere Varianten mit z. B. zwei oder mehr Acarviosyl-Resten
umgesetzt wird. So entstehen Acarbose-Homologe mit einem breiteren Hemmspektrum und
damit konnen noch effektiver 6kologische Nischen besetzt werden. Dies erscheint sinnvoll,
denn Actinoplanes zeigt im Vergleich z. B. zu Bacillus subtilis ein langsameres Wachstum
(pers. Mitteilung U. Wehmeier). Dieser der Wirkung von Antibiotika vergleichbare Effekt

wiirde eine aufwendige Biosynthese von Acarbose rechtfertigen.

Durch den Hemmmechanismus geht ein Teil der Pseudooligosaccharide verloren und steht
dem Acarboseproduzenten nicht mehr als C-Quelle zur Verfiigung (Carbophor-Funktion,
s. auch Seite 111). Den Verlust an energiereichen Maltosyl- bzw. Maltodextrinylresten kann
Actinoplanes sp. durch den urspriinglich geforderten und durch diese Arbeit bewiesenen
(B) Maltose/Maltodextrin-Import wieder ausgleichen (s. auch 7.2.3 und Abbildung 7.2).
Hier ankniipfend kann eine weitere Liicke im urspriinglichen Modell des Acarbose-
Metabolismus geschlossen werden. Namlich die Frage nach dem Verbleib der durch die
Aktivitdt der Acarviosyl-Transferase AcbD freigesetzten Maltooligosaccharide aus Acarbose
und Derivaten. Dem erweiterten Modell entsprechend stehen die entlassenen Molekiile den

anderen Organismen aus dem Habitat aufgrund ihrer gehemmten Transportsysteme ebenso
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wenig wie die nach Stirkehydrolyse resultierenden Maltooligosaccharide als C-Quelle zur
Verfiigung. Vielmehr konnten die Maltooligosaccharide iiber den Import in Zellen von

Actinoplanes sp. (7) entweder recycelt oder dem Katabolismus zugefiihrt wird.

Neben dem Hemmcharakter im Okosystem wurde fiir Acarbose auch eine Rolle als
Carbophor diskutiert. Die urspriinglich postulierte (C) Beteiligung des ABC-
Transportsystems AcbHFG an der Aufnahme von Acarbose und den verlingerten
Homologen (8 + 3) kann aufgrund der fiir das Bindeprotein AcbH ermittelten Substrat-
spezifitdt fiir diese Substanzen unterstiitzt werden (s. 6.5). Eine Beteiligung des genannten
Transportkomplexes am Maltose/Maltodextrin-Import (7) kann hingegen ausgeschlossen
werden, da AcbH nicht iiber eine Maltodextrin-Bindekapazitét verfiigt und auflerdem unter
den fiir die Transportmessungen gewidhlten Wachstumsbedingungen von Actinoplanes sp.
nicht zur Proteinausstattung der Zellen gehort (vgl. Abbildungen 6.6 und 6.25).

Die Carbophor-Funktion von Acarbose allerdings kann aus drei Griinden gegeniiber dem
effektiven Hemmcharakter im Okosystem von Actinoplanes sp. als sekundir betrachtet
werden. (i) Die extrazelluldre Fixierung von Glukose-Einheiten an Acarviosin und deren
Aufnahme iiber den AcbHFG-Transportkomplex stellt einen indirekten Importmechanismus
tiber den Umweg eines Intermediatzustandes dar. Bei Klebsiella oxytoca ist ein dhnliches
Szenario realisiert. Trotz einer Aufnahmekapazitit fiir lineare Maltodextrine besitzen die
Zellen zusitzlich das Cym-ABC-Transportsystem fiir o.- und B-Cyclodextrine, die durch eine
Cyclodextrin-Glukanyltransferase aus linearen Maltodextrinen erst gebildet werden. So wie in
diesem Fall der Maltodextrin-Transporter keine Spezifitit mehr fiir Cyclodextrine zeigt
(PAJATSCH ET AL., 1998), konnte auch fiir das Acarbose-Bindeprotein AcbH von Actinoplanes
sp. eine Affinitdt fiir Maltodextrine ausgeschlossen werden (s. 6.5). Die Carbophor-Funktion
kann bei Import der verschiedenen Acarbosederivate, den es noch nachzuweisen gilt, zwar
einen Nettogewinn an Glukose bieten. Dennoch sollte Actinoplanes sp. bei Wachstum auf
Starke in der Lage sein, auch ohne ,,Glukose-Falle (WEHMEIER & PIEPERSBERG, 2004)
ausreichend verstoffwechselbares Substrat fiir erfolgreiches Wachstum zu importieren (7).

(i1) Dariiber hinaus wurden nur niedrige Affinititen des Substrat-Bindeproteins AcbH fiir
Acarbose und verschiedene hohere Homologe festgestellt (s. 6.5). Ahnlich niedrige
Affinititen zeigt die ATase AcbD zu den Substraten Acarbose (Acarviosyl-Donor) und
Maltose (Acarviosyl-Akzeptor) (HEMKER ET AL., 2001). Dass hier Maltose im Vergleich zu

Maltodextrinen den effektivsten Acarviosyl-Akzeptor darstellt (anzumerken ist, dass
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Messansdtze zu dieser Reaktion erst nach 18stiindiger Inkubation gestoppt werden), ist im
Sinne der Carbophor-Funktion nicht Okonomisch. So kann neben dem direkten
Maltose/Maltodextrintransport (7) und in Relation zum aufwendigen Acarbose-Metabolismus,
der Actinoplanes sp. unter anderem der ErschlieBung von Energiequellen dienen soll, kein fiir
das Wachstum bedeutender Nettogewinn an Glukosemolekiilen mehr realisiert werden.

Zur Unterstlitzung der fiir AcbH gefundenen Substratspezifitit wurden Experimente zur
Aufnahme radioaktiv markierter Acarbose (5,7 uM) in 72 Stunden alte, intakte Zellen
durchgefiihrt. Zwar befand sich Actinoplanes sp. zu dieser Zeit in der stationiren
Wachstumsphase, bei Zellen aus der exponentiellen Phase jedoch konnte das Acarbose-
Bindeprotein immunologisch nicht nachgewiesen werden. Fiir die Bindung von Acarbose an
AcbH wurde eine Affinitdtskonstante (Kp) von 3,8 mM ermittelt. Die Transportmessungen
erfolgten also weit unterhalb der notwendigen Substratkonzentration. Fiir das Maltose-ABC-
Transportsystem MalEFGK, von E. coli (K, = 1 uM) waren die verwendeten Acarbose-
Konzentrationen ausreichend, eine dem Maltoseimport entsprechende Transportrate
nachzuweisen (s. Seite 45, Abbildung 6.1). Moglicherweise spricht auch dieser Befund dafiir,
dass die nur niedrigen Affinititen des ABC-Transportsystems AcbHFG aus Actinoplanes sp.
tatsdchlich physiologisch sind und die Aufnahme des Carbophors gegeniiber der
Hemmwirkung im Habitat nur sekundaér ist.

(ii1) Ein Teil der mit Glukose-Einheiten beladenen Carbophor-Molekiile geht durch den
Hemmmechanismus verloren und steht dem Acarboseproduzenten nicht mehr als C-Quelle

zur Verfiigung (s. auch Seite 110).

Moglicherweise dient das Transportsystem AcbHFG vielmehr einem Recycling der
Pseudooligosaccharide, so dass die Energie {iiberschiissig exportierter Molekiile dem
produzierenden Organismus Actinoplanes sp. wieder zugefiihrt wird. Ahnlich dem
Mechanismus des ,,quorum sensing* (SCHAUDER & BASSLER, 2001) konnten die Zellen dabei
freie  Sekunddrmetabolite im Habitat und damit die Populationsdichte der

Nahrungskonkurrenten erkennen.
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Abbildung 7.3: Erweitertes Modell des Acarbose-Metabolismus. Die durch die vorliegende Arbeit
aufgezeigten Befunde (A-C) sind grau hinterlegt. Die Vermutung einer Beteiligung des ABC-Transporters
AcbHFG an der Aufnahme von Acarbose und héheren Homologen konnte unterstiitzt werden (C). Die als
sekundér bewertete Carbophor-Funktion der Acarbose, die das AcbHFG-System benétigt, ist durch schmale
Pfeile und kleinere Symbole gekennzeichnet. Freie Maltose oder Maltodextrine bzw. auch die durch AcbD aus
der Acarbose entlassene Maltose werden wahrscheinlich {iber zwei Maltose/Maltodextrin-ABC-Systeme
importiert (B) (vgl. Abbildung 7.2). Die assistierende ABC-Doméne aller drei Transporter konnte das MsiK-
Protein sein. Das ausgedehnte Hemmspektrum der Pseudooligosaccharide auf die Importsysteme und den
Maltodextrin-Katabolismus von Nahrungskonkurrenten ist durch die roten Pfeile sowie den in rot dargestellten
Katabolismus signalisiert (A). Dabei sind zwei mogliche Mechanismen dargestellt: Entweder die
Pseudooligosaccharide verhindern die Maltodextrinaufnahme durch Verstopfung der Translokationspore
und/oder Belegung des Substrat-Bindeproteins. Oder aber sie werden alternativ zu Maltooligosacchariden
importiert.
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8. AUSBLICK

Fiir zukiinftige Arbeiten zum Verstindnis des Acarbose-Metabolismus ist es unerldsslich,
verschiedene Deletionsmutanten zu untersuchen. Genetische Manipulationen von
Actinoplanes sp. sind allerdings zur Zeit noch nicht moglich. Vielversprechend in diesem
Sinne ist der Eingriff in die Cosmid-kodierte heterologe Acarbose-Produktion in S. lividans
(U. Wehmeier). Insbesondere die Deletion der Gene des ABC-Transportkomplexes AcbHFG
konnte die Relevanz dieses Systems aufzeigen und damit den postulierten Acarbosekreislauf
verifizieren. In diesem Zusammenhang sollten Transportexperimente mit einer
Substratkonzentration durchgefiihrt werden, die dem ermittelten Kp-Wert von 3,8 mM fiir die
Bindung von Acarbose an das AcbH-Protein entsprechen. Ebenso wichtig ist der Nachweis
eines Imports radioaktiv markierter Acarbosederivate. Diese Untersuchungen sollten
vergleichend mit Actinoplanes sp. und den Cosmid-tragenden Zellen von S. [lividans
unternommen werden.

Interessant wéren hier auch Experimente zum Einfluss der ldngerkettigen AcarboseHomologe
auf den Maltose/Maltodextrintransport bzw. Stoffwechsel von E. coli. Damit kénnte der in
dieser Arbeit aufgezeigte und von HEMKER ET 4L. (2001) spekulierte ausgedehnte

Hemmmechanismus der Acarbosevarianten weiter untermauert werden.

MsiK kann nach gemeinsamer Synthese mit den Membranproteinen AcbFG iiber (His)s-AcbF
gereinigt werden. Die Ausbildung eines funktionellen Komplexes ist daher nicht
unwahrscheinlich. Daher sollte das System AcbFG-MsiK, in der definierten Umgebung von
Proteoliposomen im Hinblick auf ATPase- und Transportaktivitit ndher charakterisiert
werden. Das ABC-Protein MalK des Maltosetransporters von E. coli erfahrt im
rekonstituierten Komplex in Proteoliposomen eine Stimulierung der ATPase-Aktivitdt nur in
Verbindung mit einer Substrattranslokation (REICH-SLOTKY ET AL., 2000; LANDMESSER ET
AL., 2002). So kann die ATPase-Aktivitdt Aufschluss dariiber geben, ob ein funktionelles

Transportsystem vorliegt.
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