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1 EINLEITUNG

1.1 Lipasen

1.1.1 Vorkommen von Lipasen

Lipasen sind Triacylglycerolhydrolasen (EC 3.1.1.3) (Tipton, 1994), gehdren zur Familie der
Serin-Hydrolasen und sind sowohl in Pflanzen und Tieren als auch in Mikroorganismen weit
verbreitet (Alberghina et al., 1991; Bornscheuer & Kazlauskas, 1999; Schmid & Verger,
1998). Ihre biologische Funktion ist der hydrolytische Abbau von Triglyceriden in Glycerin,
frele Fettsduren und Mono- bzw. Diglyceride.

Unter den etwa 70 kommerziell erhdltlichen Lipasen wird generell zwischen Lipasen aus
Saugetieren, aus Pilzen und aus Bakterien unterschieden (Tabelle 1.1). lhre Klassifizierung
erfolgt Uber die Verwandtschaft der Proteinsequenzen, die mit einer Ahnlichkeit der Protein-

strukturen einhergeht.

Tabelle 1.1: Klassifizierung kommerziell erhaltlicher Lipasen basierend auf Ahnlichkeiten in
der Proteinsequenz (Bornscheuer & Kazlauskas, 1999; Cygler et al., 1993; Svendsen, 1994).

Klassifizierung GroRRe Beispiele

Lipasen aus Sdugetieren
(Pankreaslipasen) 50 kDa Porcine pancreatic lipase (PPL)

Lipasen aus Pilzen

Candida rugosa Familie 60-65 kDa Lipasen aus Candida rugosa (CRL),
Geotrichum candidum (GCL)
Rhizomucor Familie 30-35kDa Lipasen aus Candida antarctica (CAL-B),

Rhizomucor miehei (RML), Rhizopus oryzae
(ROL), Humicola lanuginosa (HLL)

Sonstige Lipasen aus Aspergillus niger (ANL), Candida
antarctica (CAL-A), Candida lypolytica (CLL)

Lipasen aus Bakterien

Pseudomonas cepacia Familie 30-35kDa Lipasen aus Pseudomonas cepacia (PCL),
Pseudomonas glumae (PGL )

Saphylococcus Familie 40-45 kDa Lipase aus Bacillus thermocatenulatus (BTL2)

9



Einleitung

1.1.2 Eigenschaften

Lipasen katalysieren die Hydrolyse von Triglyceriden (Abb. 1.1). Ihre bevorzugten Substrate
sind schwer wasserlésliche, langkettige Triacylglyceride, sie vermégen jedoch aul3er ihren
natUrlichen Substraten ein breites Spektrum weiterer schwer wasserlodlicher Ester zu
hydrolysieren. Neben der Hydrolyse katalysieren Lipasen auch andere Biotransformationen,
wie die Veresterung priméarer, sekundarer und tertidrer Alkohole, Umesterungsreaktionen und

Alkoholyse (Bornscheuer & Kazlauskas, 1999; Haas & Joerger, 1995).

0
4
O o OH 0
H Lipase /“\
o R —_— OH + 3 HO R
JO OH
R\

Abbildung 1.1: Lipase-katalysierte Hydrolyse eines Triglycerides. R: Fettsaurerest.

1.1.3 Industrielle Anwendung von Lipasen

Lipasen finden aufgrund der grofRen Vielfalt der von ihnen katalysierten Reaktionen in der
Industrie breite Anwendungsméglichkeiten. Nach Proteasen und Carbohydrasen stehen
Lipasen an dritter Stelle beim weltweiten Umsatz auf dem Enzymmarkt. Sie werden vor allem
in der Waschmittelindustrie, der Nahrungsmittelindustrie und in der organischen Synthese
eingesetzt (Bornscheuer & Kazlauskas, 1999; Schmid & Verger, 1998).

1.1.3.1 Lipasen in Waschmitteln

In nahezu allen modernen Waschmitteln sind Lipasen enthalten. Sie dienen zur Lésung von
Fettverschmutzungen aus der Textilfaser und verhindern auf3erdem die erneute Anlagerung
bereits geloster Fette an die Faser. Die hierfir verwendeten Lipasen sind alle mikrobiellen

Ursprungs. Sie missen bei hohen Waschtemperaturen und hohen pH-Werten stabil sein.
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Einleitung

Bekannte Produkte sind z.B. Lipolase™ bzw. LipoPrime™ (Lipase aus Humicula
lanuginosa) von Novo-Nordisk, Lipomax™ (Lipase aus Pseudomonas pseudoalcaligenes)
von Gist-Brocades und Lumafast™ (Lipase aus Pseudomonas mendocina) von Genencor.

1.1.3.2 Lipasen in der Nahrungsmittelindustrie

In der Lebensmittelindustrie finden Lipasen Anwendung in der Milchwirtschaft und bei der
Modifikation von Fetten und Olen.

Bel der Herstellung von Kése werden Lipasen zur Beschleunigung der Reifung, zur
Geschmacksverstdrkung und zur Verdnderung des Kéasearomas eingesetzt. Auflerdem
ermdglichen sie die Herstellung ,, Enzym-modifizierten Késearomas* (EMC), das vor alemin
den USA bei der Herstellung von Crackern, Dips, Salatsaucen, usw. verwendet wird. Zum
Einsatz kommen hierbei inbesondere pregastrische Lipasen von Schaf und Ziege, sowie
mikrobielle Lipasen aus Mucor miehei und Aspergillus.

Darliberhinaus werden Lipasen in der Nahrungsmittelindustrie bei der Herstellung
strukturierter Triglyceride verwendet. Zum einen kann durch Umesterung der Triglyceride das
Streichverhalten bzw. die Schmelztemperatur eines Fettes verandert werden. So werden z.B.
grolRe Mengen an Kakaobutter-A quivalenten durch Umesterung des wesentlich preiswerteren
Palmols mit Stearinsdure hergestellt. Zum anderen konnen , funktionelle® Triglyceride fur
Sauglingsnahrung oder spezielle Diéten synthetisiert werden. Beispiele hierfur sind Betapol ™
von Unichema, ein menschliches Milchfett (1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerid, OPO), das als
Diétfett fur fruhgeborene Kinder dient, oder Triglyceride vom Typ MLM mit ener
langkettigen Fettsdure (L) in Position sn-2 und mittelkettigen Fettsduren (M) in den
Positionen sn-1 und sn-3, die leicht verdaut und im Darm resorbiert werden kénnen, und

denen teillweise sogar pharmakol ogische Wirkung zugeschrieben wird.

1.1.3.3 Lipasenin der Medizin

In der Medizin werden Lipasen zur Behandlung von Pankreasinsuffizenz als
Substitutionstherapeutikum eingesetzt. Beachtung finden die Lipasen jedoch in letzter Zeit
auch zunehmend als Ziel von Lipaseinhibitoren in Schlankheitsmitteln. Beispiel eines solchen
Schlankeitsmittelsist Xenica ™ von Roche.
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Einleitung

1.1.3.4 Lipasen in der organischen Synthese

In der organischen Synthese finden Lipasen bel einer Vielzahl von Reaktionen zur
Darstellung von Feinchemikalien und Zwischenstufen pharmazeutisch relevanter Ver-
bindungen Verwendung. Die Lipasen werden dabel hauptséchlich als Biokatal ysatoren bei der
Darstellung enantiomerenreiner V erbindungen eingesetzt. Fiir einen umfangreichen Uberblick
sei an dieser Stelle auf Bornscheuer & Kazlauskas (1999) verwiesen.

1.1.4 Struktur und Aufbau von Lipasen

1.1.4.1 o/B-Hydrolasefold

Lipasen unterscheiden sich sowohl in ihrer Grof3e als auch in ihrer Proteinsequenz signifikant.
Die Molekulargewichte der bekannten Lipasen reichen von ca. 20 kDa (Candida antarctica
Lipase B) bis zu ca. 60 kDa (Candida rugosa Lipase). Vergleiche der dreidimensionaen
Strukturen offenbarten jedoch ein fir Lipasen und Esterasen charakteristisches Faltungs-
muster, den sogenannten o/B-Hydrolase fold (Ollis et al., 1992) (Abb. 1.2). Der o/p-
Hydrolase fold besteht aus acht antiparallel angeordneten B-Faltblattstrukturen, die durch o-

Helices miteinander verbunden sind.

- -c
His
Asp/GILK

Ser
h I * I *
Abbildung 1.2: o/B-Hydrolase fold von Lipasen. B-Fatblattstrukturen sind as Pfeile, a-Helices als

Balken dargestellt. Die Bereiche, in denen sich die Reste der katalytischen Triade befinden (Ser,
Asp/Glu und His), sowie die Lage des Oxyanion holes sind gekennzeichnet. N steht fir N-Terminus,

N

C fur C-Terminus.
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1.1.4.2 Katalytische Triade

Ein weiteres in alen Lipasen konserviertes Strukturelement ist die katalytische Triade. Die
katalytische Triade stellt das aktive Zentrum der Lipase dar und besteht aus den drei Amino-
saureresten Serin, Histidin und Aspartat bzw. Glutamat (Cygler et al., 1993). Die AS-Sequenz
um das aktive Serin ist in einem Pentapeptid mit dem Motiv Gly-X-Ser-X-Gly hoch
konserviert, wobei X entweder His oder Tyr sein kann (Woolley & Petersen, 1994).

1.1.4.3 Grenzflachenaktivierung und Lid

Eine Besonderheit von Lipasen ist die Aktivierung der Lipase bei der Anlagerung an die
Interphase zwischen wasserunl 6slichem Substrat und wassriger Losung. Dieser Ubergang von
katalytisch inaktivem zu aktivem Enzym wird a's Grenzflachenaktivierung bezeichnet (Sarda
& Desnuelle, 1958). Der Reaktionsort der Lipase ist die Interphase, wobei deren Grof3e auch
die Reaktionsgeschwindigkeit der Umsetzungen bestimmt.

In wassriger Lésung ist das aktive Zentrum der Lipase von dem sogenannten Lid, das aus
einer oder zwei o-Helices besteht, verdeckt und somit fur das Substrat nicht zuganglich
(Brady et al., 1990; Schrag et al., 1991b; Schrag et al., 1991a; Winkler et al., 1990). Diese
Konformation wird als geschlossene Form bezeichnet. Bei der Aktivierung der Lipase an der
Grenzflache offnet sich das Lid, wodurch das katalytische Zentrum fur das Substrat
zuganglich wird, die Lipase liegt dann in der offenen, aktiven Form vor (Brzozowski et al.,
1991; Grochulski et al., 1993; Grochulski et al., 1994; Tilbeurgh et al., 1993).

1.1.5 Reaktionsmechanismus

Die Lipase-katalysierte Esterspaltung verlauft Uber verschiedene Zwischenstufen. Der
Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 1.3 skizziert. Im ersten Reaktionsschritt erfolgt ein
nukleophiler Angriff des aktiven Serins an das Substrat, wodurch ein tetraedrisches Inter-
mediat entsteht. Im zweiten Reaktionsschritt wird der Alkohol abgespalten und es entsteht ein
Acyl-Enzym-Komplex, in dem der Imidazolring des Histidins aus dem aktiven Zentrum das
frelwerdende Proton des aktiven Serins Ubernimmt. Das negativ geladene Intermediat wird im
sogenannten Oxyanion hole, einem Strukturelement, das aus den zwei Amidgruppen zweier
Aminosauren gebildet wird, durch Ausbildung zweier Wasserstoffbriicken stabilisiert. Im
dritten Reaktionsschritt wird ein Wassermolekil an den Acyl-Enzym-Komplex gebunden,
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wodurch ein zweites tetraedrisches Intermediat entsteht. Dieses zerfdllt im vierten
Reaktionsschritt in Enzym und Produkt, womit der Katalyseprozefd abgeschlossen und ein
Molekul freie Fettsdure entstanden ist.

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Lipase-katalysierten Hydrolyse ist die
Bildung des ersten tetraedrischen Intermediats (Beer et al., 1996).

04
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Hi3257 O/// > ) ko\\\ N
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Abbildung 1.3: Reaktionsmechanismus von Lipasen (Carter & Wells, 1988) am Beispiel der
Hydrolyse eines Butyrats. Die dargestellten Aminosduren und ihre Sequenznummern entsprechen dem
aktiven Zentrum der Lipase aus Rhizopus oryzae (Bornscheuer & Kazlauskas, 1999). H-Briicken
Bindungen sind gestrichelt, die gespaltene Bindung ist fett hervorgehoben.
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1.2 Lipasen aus Pseudomonaden

1.2.1 Biochemische Eigenschaften

Unter den bakteriellen Lipasen sind die der Gattung Pseudomonas sowohl biochemisch als
auch molekulargenetisch am besten charakterisiert. Alle Lipasen aus Pseudomonas sind
chromosomal kodierte Exolipasen mit einem GC-Gehalt von etwa 67 %. Sie weisen hohe
Thermostabilitét auf und besitzen ein pH-Optimum im alkalischen Bereich (Sobéron-Chéavez
& Palmeros, 1994; Svendsen et al., 1995).

Generell konnen die Pseudomonas-Lipasen in drei Homologiegruppen eingeteilt werden
(Tabelle 1.2).

Die Lipasen aus Ps. aeruginosa, Ps. pseudoalcaligenes, Ps. fragi und Ps. species 109 bilden
die Gruppe I. Sie zeichnen sich durch ein Molekulargewicht von etwa 30 kDa aus und
besitzen eine Signalsequenz sowie eine Disulfidbriicke. Zur korrekten Faltung in ihre aktive
Form bendtigen diese Lipasen ein Helferprotein. Im Genom von Pseudomonas liegt das Gen
fur das Helferprotein im selben Gencluster wie das Gen fir die Lipase.

Die Lipasen aus Gruppe I, zu denen die Lipasen aus Ps. cepacia, Ps. glumae und Ps. species
KWI 56 gehoren, haben ein Molekulargewicht von ca. 33 kDa, zeigen ein breites
Substratspektrum und besitzen wie Gruppel Lipasen eine Signalsequenz und eine
Disulfidbricke. Auch sie benétigen ein Helferprotein zur Aktivierung. Lipasen und
Helferproteine aus Gruppe | sind bis zu 66 % homolog zu Gruppe I1.

Zu Gruppe |1l gehéren die Lipasen aus Ps. fluorescens und Ps. species LS107d2. Diese
stellen mit einem Molekulargewicht von etwa 50 kDa die grofdten Lipasen dar. lhr
Substratspektrum ist breit. Sie zeigen auf3er dem Pentapeptid der katalytischen Triade kaum
Homologie zu Lipasen aus Gruppe | und I1. Sie bendtigen kein Helferprotein, besitzen keine
Signalsequenz und keine Disulfidbriicke.

Aufgrund ihrer grof3en Vielseitigkeit in Bezug auf Substratspektrum, Reaktionsbedingungen
und Stereoselektivitéat spielen die Lipasen aus Pseudomonas eine wichtige Rolle in der
Biotechnologie. Industriell werden die Pseudomonas-Lipasen vor adlem as Zusdize in
Detergentien (z.B. Ps. alcaligenes Lipase) und in der organischen Synthese (z.B. Lipasen aus

Ps. cepacia, Ps. glumae und Ps. fluorescens) verwendet (Reetz & Jaeger, 1998).

15



Einleitung

Tabelle1.2: Lipasen aus Pseudomonas. Klassifizierung der Pseudomonas-Lipasen nach Gilbert
(1993).

Familie Referenz

Spezies

Pseudomonas aeruginosa EF 2

Pseudomonas aeruginosa PAO 1

Pseudomonas aeruginosa PAC 1R

Pseudomonas aeruginosa TE 3285

Pseudomonas pseudoal caligenes M 1
Pseudomonas species 109
Pseudomonas fragi 1FO 3458

Pseudomonas fragi IFO 12049

(Gilbert et al., 1991)

(Andreoli et al., 1989; Wohlfarth et al.,
1992; Wohlfarth & Winkler, 1988)
(Jaeger et al., 1992)

(Chihara-Siomi et al., 1992; Nishioka et
al., 1991)
(Andreoli et al., 1989)

(Tharaet al., 1991; Ihara et al., 1992)
(Kugimiyaet al., 1986)

(Aoyamaet al., 1988)

Pseudomonas cepacia ATCC 21808
Pseudomonas cepacia DSM 3959

Pseudomonas cepacia M 1233

Pseudomonas species KWI 56

Pseudomonas glumae

(Hom et al., 1991a; Kordel et al., 1991)
(Aamand et al., 1994; Jorgensen et al.,
1991)

(Nakanishi et al., 1989; Nakanishi et al.,
1991)

(lizumi et al., 1991)

(Batenburg et al., 1991a; Frenken et al.,
1992)

Pseudomonas fluorescens SIK W1

Pseudomonas fluorescens B 52
Pseudomonas species LS 107 d2

(Chung et al., 1991b; Chung et al.,
19914a)

(Tan & Miller, 1992)

(Johnson et al., 1992)

1.2.2 Gewinnung von Pseudomonas-L ipasen

Alle Lipasen aus Pseudomonas sind chromosomal kodierte Exolipasen. Die meisten

kommerziell erhdtlichen Pseudomonas-Lipasen wurden zunéchst aus ihren Wirtstdmmen

isoliert. Die Ausbeuten bei diesem Verfahren sind relativ gering, die Produktionskosten hoch.

Darliberhinaus sind die Enzymprédparationen oft durch andere Enzyme verunreinigt, der
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Lipase-Antell liegt z.T. sogar unter 5%. AuRRerdem erfordern viele Pseudomonas-Stamme
aufgrund ihrer Pathogenitét besondere Sicherheitsvorkehrungen bei ihrer Kultivierung.

Um diese Probleme zu umgehen, finden rekombinante Technologien zunehmend Einzug in
die Lipase-Produktion. In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl von Lipase-Genen aus
Pseudomonaden isoliert und in verschiedenen rekominanten Wirtsstammen, wie Bacillus,

Sreptomyces, E. coli, Saccharomyces oder Pseudomonas exprimiert (Tabelle 1.3).

Tabelle 1.3: Klonierte Pseudomonas-L ipasen

Pseudomonas-Lipase Transformierter Wirt Referenz

Ps. aeruginosa Ps. aeruginosa, E. coli (Chihara-Siomi et al., 1992;
Wohlfarth et al., 1992; Wohlfarth
& Winkler, 1988)
Ps. pseudoalcaligenes  Ps. putida, Ps. aeruginosa, (Andreoli et al., 1989)
Ps. pseudoal caligenes,
B. licheniformis, E. coli

Ps. species 109 E. coli (Ilharaet al., 1991; lharaet al.,
1992)
Ps. fragi E. cali (Aoyamaet al., 1989; Aoyama et

al., 1988; Kim et al., 1994;
Kugimiyaet al., 1986)

Ps. cepacia Ps. aeruginosa, Ps. fluorescens, (Hom & Mielenz, 1991b; Hom et
Ps. oleovorans, Ps. cepacia, al., 1991a; Jorgensen et al., 1991;

B. subtilis, Strep. lividans Nakanishi et al., 1989; Nakanishi
et al., 1991; Quyen et al., 1999)
Ps. species KWI 56 Ps. species, E. coli (lizumi & Fukase, 1994a; lizumi

et al., 1994b; lizumi et al., 1991;
Nakamura et al., 1992)
Ps. glumae B. subtilis, Ps. aeruginosa, (Batenburg et al., 1991b; Frenken
Ps. putida, Sacch. cerevisiae, et al., 1992)

E. coli
Ps. fluorescens E. cali (Chung et al., 1991b; Chung et
al., 1991a Tan & Miller, 1992)
Ps. speciesLS107d2 E.coli (Johnson et al., 1992)
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Inzwischen werden die meisten kommerziell erhéltlichen Pseudomonas-Lipasen homolog
rekombinant in Pseudomonas exprimiert. Die dabel erzielten Ausbeuten sind gegeniiber der
Gewinnung aus den Wildtyp-Stdmmen allgemein um ein Vielfaches erhoht (Hom & Mielenz,
1991b; Nakamura et al., 1992). Allerdingsist in vielen Féllen die Lipase-Produktion aufgrund
der Instabilitét der Expressionsplasmide dieser Stamme nicht stabil. Auch gelten einige der
fur die rekombinante Lipase-Produktion verwendeten Pseudomonas-Stamme as potentiell
pathogen, bei ihrer Kultivierung mussen also ebenfalls besondere Sicherheitsmal3nahmen
getroffen werden.

Daher wurden andere Stamme, inshesondere E. coli als bewdahrtes und sehr gut erforschtes
System, fur die rekombinante Expression der Pseudomonas-Lipasen untersucht. Die
Uberexpression einer aktiven Lipasen aus Pseudomonas in E. coli konnte bisher allerdings
nicht erreicht werden. Bei den Pseudomonas-Lipasen der Familien | und Il wird die aktive
Expression schon dadurch verhindert, dai3 diese Lipasen zur korrekten Faltung in ihre aktive
Form ein Helferprotein benétigen. Doch auch bei der Uberexpression von Lipasen der dritten
Familie, die kein Helferprotein besitzen, wurde die Bildung von inaktiven Inclusion-Bodiesin
E. coli beobachtet (Chung et al., 1991b). Erst nach Uberexpression sowohl der Lipase als
auch ihres Helferproteins in jeweils einem rekombinanten E. coli-Stamm konnte von Quyen
et al. (1999) fur die Lipase aus Pseudomonas cepacia ATCC21808 ein effektives In-vitro-
Refolding entwickelt werden, das es erlaubte, eine Pseudomonas-Lipase in E. coli tberzuex-

primieren und quantitativ in ihre aktive Form riickzufalten.

1.3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines rekombinanten Expressionssystems fir die
Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum in E. coli und
ihre funktionelle Ruckfaltung.

Die Lipase aus Chromobacterium viscosum entspricht in ihren biochemischen Eigenschaften
und ihrer Sequenz der Lipase aus Pseudomonas glumae (Lang et al., 1996; Taipaet al., 1995)
und gehort daher gleichsam der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 zur Familie |1 der
Pseudomonas-Lipasen. Beide Lipasen werden kommerziell in der organischen Synthese
verwendet und werden derzeit durch homologe Expression in Pseudomonas gewonnen
(Bornscheuer & Kazlauskas, 1999).
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Gegenuber der homologen Expression hat die Produktion der Lipasen in E. coli jedoch
verschiedene Vorteile. So zahlt E. coli zu den ,, sicheren® Produktionsstammen, wohingegen
viele Pseudomonaden as potentiell pathogen gelten und ihre Kultivierung daher spezielle
Sicherheitsmalinahmen erfordert. Darlberhinaus sind bel  einer Verbesserung der
funktionellen Eigenschaften der beiden Lipasen durch rationales Design oder insbesondere
evolutive Strategien beim High-Throughput-Screening der in Pseudomonas exprimierten
Lipase-Mutanten gegenuber in E. coli exprimierten Mutanten zusétzliche Klonierungs- und
Transformationsschritte notwendig (Jaeger & Reetz, 1998; Reetz et al., 1997).

Um bei der Herstellung der Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium
viscosum Risiken zu vermeiden, eine kostengunstige Produktion zu ermdglichen und die
Grundlage fir eine gezielte genetische Optimierung dieser vielseitigen Lipasen zu schaffen,
sollte daher in der vorliegenden Arbeit ein effizientes Konzept zur rekombinanten Expression

der Lipasen in E. coli etabliert und ein schnelles In-vitro-Refolding entwickelt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Gerate

Agarose-Gelelektrophorese:  DNA Sub Cell, Mini Sub DNA Cell (BioRad); Video Copy

Autoklav:
Brutschrénke:
Cross-flow:
Dialyse:

DNA-Sequenzierer:

Elektroporation:
Elisa-Reader:

Fermenter:

Gaschromatograph:

Gefriertrockner:
Geltrockner:
Homogenisator:
Inkubatoren:
Mikroskop:
Mikrowellengerét:
Netzgeréte:

PAGE:

PCR-Geréte:

pH-Meter:
Photometer:

Processor P66E (Mitsubishi); BWM 9X Monitor (Javelin
Electronics); UV-Leuchttisch (MWG-Biotech)

PACS 2000 (Getinge)

WTE (Binder); UM 500 (Memmert)

Cross Filtron GH 982 (Filtron); Pellicon 2 (Millipore)
Millipore Filter, 0,025 um (Millipore)

373A DNA Sequencer (PE Applied Biosystems);

ABI Prisma 377 (PE Applied Biosystems);

Gene Pulser, Pulse Controller (BioRad)

Elisa-Reader Titertek Plus (ICN)

5-1-Fermenter Labfors (Infors); 42-1-Labor-Pilot-Fermenter LP
351 (Bioengineering)

GC 800 (Fisons Instruments)

LYOVAC GT 2 (Finn Aqua)

Gel-dryer 583 (BioRad)

Ultra-Turrax T25 (Janke & Kunkel)

HT-Schittelinkubator (Infors AG); Certomat R (Braun)
Axiolab E (Zeiss)

Micro-Chef FM A935 (Moulinex)

Power Pac 3000, Power Pac 300, Model 200/2.0 Power Supply
(BioRad)

Minigel-Twin G42 (Biometra); Model 583 Gel Dryer (BioRad);
Phast System (Pharmacia)

Master Cycler Gradient (Eppendorf), DNA Thermal Cycler
(Perkin Elmer); Robocycle Gradient 40 (Stratagene)

Digital pH-Meter pH525 (WTW)

UV/VIS-Spektrophotometer Ultrospec 3000 (Pharmacia)
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pH-Stat-M ef3einrichtung:

Protein Blot:

Protein-Sequenzierer:

Retsch-Muhle:
Speed-vac:
Thermomixer:
Ultrafiltration:
Ultraschall:

Vortex:

Waagen:

Zentrifugen:

Impulsomat 614, pH-Meter 620, Dosimat 665 (M etrohm);
Wasserbad B3 (Haake-Fisons); X/Y -Schreiber L200 (Linseis)
Trans Blot SD, Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)

491 Protein Sequencer, 140 C Microgradient System, 785
Programmable Absorbance Detector (PE Applied Biosystems);
Power Macintosh 7200/90 (Apple Macintosh)

MM 2000 (Retsch, Haan)

Concentrator 5301 (Eppendorf)

Thermomixer 5436 (Eppendorf)

Ultrafiltrationskammern (Filtron)

Sonifier W-250 (Branson); Sonorex Super RK 514 H
(Bandelin)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Basic, MC1 Research RC 210 D (Sartorius);

Precision Advanced (OHAUS)

Centrifuge 5417 C, Centrifuge 5415 R, Centrifuge 5810 R
(Eppendorf);

Sorvall RC - 5B, Rotor: SA 600 (Du Pont Instruments);
Universal 30 F (Hettich)

2.2 Chemikalien und Enzyme

Amresco, Solon/USA
ARK, Darmstadt

Biomol Feinbiochemica, Hamburg
BIO-RAD Laboratories, Minchen

Boehringer Mannheim, Mannheim

Difco Laboratories, Detroit/USA

22

Phenol

Oligonukleotide

Ampicillin

,BIO-RAD Protein-Assay” zur Protein-
bestimmung, SDS-Markerproteine, PVDF-
Membran

Alkalische Phosphatase, Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase |, T4 DNA-Ligase, RNAse A,
Restriktionsenzyme, S1-Nuklease

Bacto-Agar, Hefeextrakt, Trypton, Casaminoacids
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Life Technologies, Karlsruhe

Fluka Chemie, Buchs/Schweiz
FMC BioProducts, Rockland/USA
Interactiva, Ulm

Invitrogen, Groningen/Niederlande
MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Merck, Darmstagt
Millipore, Eschborn

New England Biolabs, Schwalbach

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Pharmacia LK B, Freiburg

Pierce, BA oud-Beijerland/NL
Qiagen, Hilden

Roth GmbH, Karlsruhe

Sartorius, Go6ttingen

Serva Feinbiochemica GmbH,
Heidelberg

Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen
Stratagene, La JollalUSA

Tag-DNA-Polymerase, DNA-L angenstandard,
dNTPsfir PCR, 10x TBE fur Sequenzierung,
Restriktionsenzyme

DMSO, EDTA, Chemikalien p.a.
LMP-Seaplaque GTG Agarose

Oligonukleotide

Klonierungsvektoren

Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase, alkalische
Phosphatase, DNA-Langenstandard
Chemikalien p.a

Millipore Nitrocellulose Filter 0,025 pm fir
Diayse

Deep-Vent-DNA-Polymerase,
Restriktionsenzyme

Chemikalien zur DNA- und Proteinsequenzierung
dNTPsfir PCR

BCA Protein Assay Reagenz

Plasmid Midi Kit, Prepspin Plasmid Mini Kit,
Qiaquick Gel Extraction Kit; Tag-Polymerase
Ethanol p.a., Agarose NEEO, Rotiphorese Gel 30
30% Acrylamid-Bisacrylamid, Tris-Base, IPTG
Cellulose Nitrate Filter 0,45 um bzw. 1,2 pm
SDS, Coomassie Brilliant Blue R250 & G250,
Ficoll 400, Ethidiumbromid, TEMED
Antibiotika, BSA, Lysozym, Spermin, PEG
Quik-Change-Mutagenese-Kit, Pfu Turbo DNA
Polymerase

Alle weiteren Chemikalien der Grade ,reinst” oder ,p.a.* wurden von der Firma Fluka, Neu-

Ulm, oder Sigma, Deisenhofen, bezogen.
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2.3 Bakterienstamme und Plasmide

Alle verwendeten E. coli-Stamme sind K12-Derivate. Genetische Merkmale und Herkunft
dieser Stamme sind in Tabelle 2.1 zusammengefaldt, die Abkirzungen fur die Geno- und
Phanotypen entsprechen der Nomenklatur von (Bachmann, 1990). Die in dieser Arbeit
verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.2, die verwendeteten Oligonukleotide in den Tabellen
2.3, 2.4 und 2.5 aufgefuhrt.

Tabelle2.1: Verwendete Bakterienstamme.

E. coli-Stamm | Genotyp Herkunft/Referenz

BL21 (DE3) hsdSgal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 (Studier & Moffatt,

genel) 1986)

DH50. F (680dAlacZ)M15) recAl endAl gyrA96 thil (Hanahan, 1983)
hsdR17 (re m¢") supE44 rel Al deoR A(lacZYA-
argF)uU169

JM109 recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi (Y anisch-Perron et
A(lac-proAB) F'[traD36 proAB lacl laczAM15]  al., 1985)

JM110 rpsL thr leu thi lacY galK galT aratonAtsxdam  (Yanisch-Perron et
dcm supE44 A(lac-proAB) F [traD36 proAB lacl®  al., 1985)
lacZAM 15]

Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide.

Plasmid Eigenschaften Resistenz | Herkunft/Referenz

puUC19 Expressionsvektor, Piac Ap® (Yanisch-Perron et al..,
1985)

PET20b(+) Expressionsvektor, Pr7 Ap® (Studier & Moffatt,
1986)

pCYTEXP1 Expressionsvektor, PrP_ ApR (Belev et al., 1991)

pT-Lip-Hp Gen fir diereife Lipaseund ihr ~ Ap® (Quyen et al., 1999)

Helferprotein aus Ps. cepacia
ATCC21808 in pCYTEXP1
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pTompAd70HpHis  VerkirztesHelfergenausPs.  Ap" (Quyen et al., 1999)
cepacia ATCC21808
fusioniert mit ompA und His-
Tagin pCYTEXP1

pTEOmpAd67LipB  VerkiirztesHelfergenausPs.  Ap® (Dieterich, 1998)
aeruginosa TE3285 fusioniert
mit ompA in pCYTEXP1

Tabelle 2.3: Fir die Sequenzierung allgemein verwendete Oligonukleotide.

Name Sequenz (5°-3') Verwendung

M13-F CAGGAAACAGCTATGAC Sequenzierung von pUC-Derivaten

M13-R GTTTTCCCAGTCACGAC Sequenzierung von pUC-Derivaten

SDM1 CCAACACTACGTTTTAACTGAAAC Seguenzierung von pCY TEXP1-
AAACTGG Derivaten

SDM3 GCGAACGCCAGCAAGACGTAGCC  Sequenzierung von pCY TEXP1-
CAGC Derivaten

PET-F TAATACGACTCACTATAGG Sequenzierung von pET-Derivaten

PET-R GCTAGTTATTGCTCAGCGG Sequenzierung von pET-Derivaten

Tabelle 2.4: Verwendete Oligonukleotide bel der Gensynthese und Klonierung der Lipase und
ihres Helfer proteins aus Pseudomonas species KWI 56. Es sind nur die fir die Amplifikation bei
der PCR, Sequenzierung und Mutagenese verwendeten Oligonukleotide aufgelistet. Die fur die
Gensynthese verwendeten langen Oligonukleotide sind in Kapitel 3.1 in der Abbildung 3.1.3
dargestellt.

Name Sequenz (5'-3') Verwendung
KWIla GGGGGATATCAATACATATG Gensynthese Box 1,
Sequenzierung
KWI1b CCCCGAATTCACCAGGTTAACTT Gensynthese Box 1
TGGTAGC
KWI2a GCTACCAAAGTTAACCTGGT Gensynthese Box 2,
Sequenzierung
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KWI2b
KWI3a
KWI3b
KWIl4a
KWI4b
KWI5a
KWI5b
KWI6a
KWI6b

KWI1c
KWI2c
KWI3c
KWIl4c
KWI5c
SegqkWI1d
SegKWil1le
SegqkWI2d
SegKWI2e
SegqkWi4d
SegKWl4e
SeqkWI5d
SegKWI5e
RepKW3.2F

RepKW3.2R
RepK \W4.60F

RepK\W4.60R

CCCCGAATTCTGGACGGATCCAG

AACGTTA
TAACGTTCTGGATCCGTCCA

CCCCGAATTCACCTTCCCGGGAG

GTCATAG
CTATGACCTCCCGGGAAGGT

CCCCGAATTCTCACGAAGCTTAG

CCAGAGC
GCTCTGGCTAAGCTTCGTGA

CCCCGAATTCCACGAGCGGCCGC

TTCCGGA
TCCGGAAGCGGCCGCTCGTG

CCCGGAATTCTTAACGAGCA

ACCAGGTTAACTTTGGTAGC
TGGACGGATCCAGAACGTTA
ACCTTCCCGGGAGGTCATAG
TCACGAAGCTTAGCCAGAGC
CACGAGCGGCCGCTTCCGGA
TCACGGTCTGTCTGGTACCG
TGTCGGTACCAGACAGACCG
GGACGCTCTGGCTGCTCTGC
GCAGAGCAGCCAGAGCGTCC
GGCTGGTTCTTCTGCTCCGC
GCGGAGCAGAAGAACCAGCC
CCCGACCCTGACCGACGCTC
GAGCGTCGGTCAGGGTCGGG

GTTCTGTCTACCTCTTACAAATG

GAACC

GGTTCCATTTGTAAGAGGTAGAC

AGAAC

GGGAAGGTCGTGCTCCGCTGGCT

CGTCG

CGACGAGCCAGCGGAGCACGAC

CTTCCC

Gensynthese Box 2

Gensynthese Box 3,
Sequenzierung

Gensynthese Box 3

Gensynthese Box 4,
Sequenzierung

Gensynthese Box 4

Gensynthese Box 5,
Sequenzierung

Gensynthese Box 5

Gensynthese Box 6,
Sequenzierung

Gensynthese Box 6,
Sequenzierung

Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung

Reparatur von Box 3
(Mutagenese)
Reparatur von Box 3
(Mutagenese)
Reparatur von Box 4
(Mutagenese)

Reparatur von Box 4
(Mutagenese)
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RepKW22.3F
RepKW22.3R
OmpAF
NdeldLipKwi
LipKWIEcoRI
OmpAdLipKWIR
dLipKWIompAF
Ndel ActKWI
Ndeld70ActKWI
ompAActKWIR

ActKWIompAF

OmpAd70ActKWIR

CGATCGTGGTGCTGGTTCTGCTC
GTTAAG

CTTAACGAGCAGAACCAGCACCA
CGATCG

AGCATTCAAAGCAGAAGGCTTTG
G

GGGGGGGAAGGACATATGGCTG
ACGGTTACGCTGC

GGGGGAATTCATTAAACTCCTGC
CAGTTTC

GCGTAACCGTCAGCAGCCTGCGC
TACGGTAGCG

GCAGGCTGCTGACGGTTACGCTG
C

GGGGGGGAAGGACATATGACCT
CCCGGGAAGGTCG

GGGGGGGAAGGACATATGCCGC
CGTCTCTGGCTGG

CCTTCCCGGGAGGTAGCAGCCTG
CGCTACGGTAGC

GCAGGCTGCTACCTCCCGGGAAG
C

CAGAGACGGCGGAGCAGCCTGC
GCTACGGTAGC

D70ActKWIompAF GCAGGCTGCTCCGCCGTCTCTGG

Reparatur von Box 5/6
(Mutagenese)

Reparatur von Box 5/6
(Mutagenese)

Klonierung von ompA
Klonierung vonrlip
Klonierung von rlip und
ompArlip

Fusion von ompA mit rlip
Fusion von ompA mit rlip
Klonierung von act
Klonierung von d70act
Fusion von ompA und act

Fusion von ompA und act

Fusion von ompA und d70act

Fusion von ompA und d70act

Tabelle 2.5: Verwendete Oligonukleotide bel der Gensynthese und Klonierung der Lipase und

ihres Helfer proteins aus Chromobacterium viscosum. Es sind nur die fur die Amplifikation bei der

PCR, Sequenzierung und M utagenese verwendeten Oligonukleotide aufgelistet. Die fur die

Gensynthese verwendeten langen Oligonukleotide sind in Kapitel 3.2 in der Abbildung 3.2.3

dargestellt.
Name

CV1A:

CV1B:

CV2A:

Sequenz (5°-3')
GGGGAATTCACATATGGTTCG

GGGGAAGCTTCGATCAGGTTAACT
TTAGTAGC

TACTAAAGTTAACCTGATCG

Verwendung

Gensynthese Box 1,
Sequenzierung

Gensynthese Box 1

Gensynthese Box 2,
Sequenzierung
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CV2B:
CV3A:
CV3B:
CV4A:
CV4B:
CV5A:
CV5B:
CVO6A:
CVo6B:
CVicC:
Cv2C:
CV3C:
CVv4C:

CV5C:
CV4.1mut1100F

CV4.1mut1100R
CV5mut1799F
CV5mutl799R
CVe6.6repR
CV6.18repF

NdeCVrlip

rlipCVEco

GGGGAAGCTTGGTGCTGGGATCC  Gensynthese Box 2

ACCAACG

CGTTGGTGGATCCCAGCACC

GGGGAAGCTTATCGATTAAACTCC

CTGCAG

CTGCAGGGAGTTTAATCGATGG

GGGGAAGCTTCAGTGCGTCTAGA

GCCGCCG

CGGCGGCTCTAGACGCACTGG

GGGGAAGCTTCCTGCTGAGCATGC

AGTGCTG

AGCACTGCATGCTCAGCAGG

GGGGAAGCTTATTAACCACC

CGATCAGGTTAACTTTAGTAGC
GGTGCTGGGATCCACCAACG
ATCGATTAAACTCCCTGCAG
CAGTGCGTCTAGAGCCGCCG
CCTGCTGAGCATGCAGTGCTG
GGGAGTTTAATCGATGGCACAGG

CTGACCGCCCGGC

GCCGGGCGGTCAGCCTGTGCCATC

GATTAAACTCC

GCTCGCCTGGCAGCACTGGATGCT

CAGCTGACCCCGG

CCGGGGTCAGCTGAGCATCCAGTG

CTGCCAGGCGAGC

GCGTAAGCCTGGTAACGGG

ACCCGTTACCAGGCTTACGC

GGGGGGGAATTCCATATGGCTGA

CACCTACGCTGCTACC

CGGAATTCTTAAACTCCCTGCAGT

TTCAGACGG

Gensynthese Box 3,
Sequenzierung

Gensynthese Box 3

Gensynthese Box 4,
Sequenzierung

Gensynthese Box 4

Gensynthese Box 5, Sequen-
zierung

Gensynthese Box 5

Gensynthese Box 6, Sequen-
zierung, Reparatur Box 6

Gensynthese Box 6,
Sequenzierung, Reparatur
Box 6

Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung
Sequenzierung

Reparatur von Box 4
(Mutagenese)

Reparatur von Box 4
(Mutagenese)

Reparatur von Box 5
(Mutagenese)

Reparatur von Box 5
(Mutagenese)

Reparatur von Box 6 (mit
CV6A, rekombinante PCR)

Reparatur von Box 6 (mit
CV6B, rekombinante PCR)

Klonierung vonrlipAin
PET20b(+)

Klonierung von rlipAin
PET20b(+)
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NdeCVd79act GGGGGGGAATTCCATATGCCGGG

TGCACTGGCTGGTTC

NdeCV act GGGGGGGAATTCCATATGGCACA
GGCTGACCGCCCG

actCVEco CGGAATTCTTATTAACCACCAGCG
CCACGG

Klonierung von d79lipB in
PET20b(+)

Klonierung von lipB in
PET20b(+)

Klonierung von lipB und
d79lipB in pET20b(+)

2.4 Medien, Puffer und Ldsungen

2.4.1 Medien

LB (Luria-Bertani) Medium: Trypton
Hefeextrakt
NaCl
H.O
pH 7,5
(1,5% Agar)

M9 Minimal Medium: 5x Salze

(Sambrook et al., 1989) MgSO,
CaCl,
Thiamin
Glukose

5x Salze: NaHPO,
KH,PO,
NaCl
NH,CI
H.O
pH 7,4
(1,5% Agar)

109
59

ad 1l

200 ml
2,5 mM
0,2 mM
2,5mM

2%

3049
159
250
39
ad1l
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TSS.
(Chung et al., 1989)

NZYM:
(Sambrook et al., 1989)

PEG6000 10g
DMSO 5ml
1M MgCl, 5ml
LB ad 100 mi
pH 6,5

Trypton 109
Hefeextrakt 59
NaCl 509
MgSO,x 7H,0O 29
H.O ad1l
pH 7,0

2.4.2 Antibiotika und andere M edienzusatze

Die Stammldsungen der Medienzusétze wurden mit Sterilfiltern (0,2 um; Rotilabo, Roth)

sterilisiert.

Ampicillin
Chloramphenicol
Kanamycin
Tetracyclin
Nalidixinsdure
IPTG

X-ga

Stammldsung Arbeitskonzentration

100 mg/ml 100 pg/mi
25 mg/ml 25 ug/ml
50 mg/ml 50 pug/m
20 mg/ml 20 ug/ml
40 mg/ml 40 ug/mi
1M 1mMm
40 mg/ml 40 pg/mi

2.4.3 Allgemeine Puffer und L dsungen

TE 10.1:

30

Tris/HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8,0 1mM



Material und Methoden

TE 10.01:

Agarose-Gelelektrophorese:
TAE (50x):

DNA-Auftragspuffer (5x):

SDS-PAGE:

Lower Tris (4x):

Upper Tris (4x):

Trenngd (15%):

Tris’HCI, pH 8,0
EDTA, pH 8,0

TrisBase

Eisessig

0,5M EDTA, pH 8,0
H>O

Ficoll 400
Bromphenolblau
EDTA,pH 7,5

Tris
SDS
H.O
pH 8,8

Tris
SDS
H,O
pH 6,8

Acrylamidl6sung 30%/0,8%
4x Lower Tris

H.O

TEMED

APS (10%)

10 mM
0,1 mM

242 g
57 ml
100 ml
adll

20 %
0,1%
25mM

36,349
0,849
ad 200 ml

12,119
08¢
ad 200 ml

4 mi
2ml
2ml
4ul
40 ul
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Sammelgel (4%):

Laufpuffer (5x):

(Laemmli, 1970)

Probenpuffer (5x):

Coomassie-Far beldsung:

Entfarber fur SDS-PAGE:

Proteinblotting:
Anoden-Puffer 1:

32

Acrylamidl6sung 30%/0,8%
4x Upper Tris

H.O

TEMED

APS (10%)

TrisBase
Glycin
SDS
H.O

pH 8,3

TrisHCI, pH 6,8
Glycerin

SDS
[3-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant
Blue R-250

Ethanol

Methanol

Eisessig

Methanol

Eisessig

Tris
Methanol
pH 10,4

0,52 ml
1ml
2,47 ml
4ul

40 ul

159
729
59
ad 11

320 mM
50 %
10 %
25 %
0,1%

059
42,5 %
10 %

40 %

10 %

0,3M
10 %
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Anoden-Puffer 2

K athoden-Puffer:

PV DF-Farbe dsung:

PV DF-Entfarbe dsung:

2.5 Zédlkultivierung

2.5.1 Stammbhaltung

Tris
Methanol
pH 10,4

Tris
6-Aminocapronsaure
Methanol

pH 9,4

Coomassie Brilliant
Blue R-250

M ethanol

Methanol

25mM
10 %

25mM

40 mM

10 %

0,025 %

40 %

50 %

Zur Stammhaltung wurden 500 ul einer Ubernachtkultur mit LB gewaschen, in 500 ul LB-

Medium resuspendiert und mit 500 ul Glycerin vermischt. Die Dauerkulturen wurden bel -

70°C gelagert.

2.5.2 Anzuchtbedingungen

Aus Glycerinkulturen wurden Einzelkolonieausstriche auf selektiven LB-Agar-Platten

angefertigt. FUr Vorkulturen wurden 5 ml LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika

mit einer Einzelkolonie inokuliert und, wenn nicht anders vermerkt, 8-15h bei 37°C im

Schiittler inkubiert. Fur Tageskulturen wurden diese Vorkulturen 1:100 in entsprechendem
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Medium verdinnt und wiederum im Schiittler bel 37°C inkubiert. Die Zellzahl wurde jewells
durch Messung der optischen Dichte bei 578 nm bestimmt (Spektrophotometer Ultrospec
3000).

2.5.3 Expressionssystemein E. cali

2.5.3.1 DasA-Expressionssystem

Der Expressionsvektor pCY TEXPL tragt den Promotor (P_Pr) des Bakteriophagen Lambda
(Belev et al., 1991). Hierbei handelt es sich um einen unter der Kontrolle des temperatur-
sensitiven A-Repressors stehenden Promotor. Der Repressor, kodiert durch das auf dem
Plasmid befindliche cI857-Gen, wird durch Erhéhung der Temperatur von 30°C auf 42°C
inaktiviert und dadurch die Transkription des im Anschlu? an den Promotor inserierten

rekombinanten Gens gestartet.

2.5.3.2 Das T7-Expressionssystem

Das T7-RNA-Polymerase-Promotor-System eignet sich besonders zur Uberexpression von
Genen in Escherichia coli (Tabor & Richardson, 1985). Die T7-RNA-Polymerase ist sehr
aktiv und sehr selektiv fur ihren eigenen Promotor. Im Expressionsvektor pET-20b(+) wird
das zu exprimierende Gen unter die Kontrolle des T;-Promotors gestellt. Die Expression
erfolgt im E. coli-Stamm BL21 (DE3), der das Gen fur die T7-RNA-Polymerase unter der
Kontrolle des IPTG-induzierbaren lac-Promotors tragt. Die Induktion der Expression der T7-
RNA-Polymerase und somit auch des rekombinanten Gens erfolgt durch Zugabe von IPTG
(Studier & Moffatt, 1986; Studier et al., 1990).

2.5.4 Kultivierung im Schittelkolben

Fur die Expression der unter Kontrolle des temperaturinduzierbaren P Pgr-Promotors
stehenden Gene wurden 50 ml LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) 1:100 mit einer
Ubernachtkultur des das entsprechende Expressionsplasmid enthaltenden E. coli-Stammes

inokuliert und bei 30°C im Schttler inkubiert. Bei einer ODs7g von ca. 1,0 erfolgte die
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Induktion durch Uberfiihren der Kultur in ein auf 42°C erwéarmtes Schiittel-Wasserbad. Die

Expression wurde Uber einen Zeitraum von 4 h durchgefuhrt.

Fur die Expression der unter Kontrolle des T,-Promotors stehenden Proteine wurden 50 m
LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) 1:100 mit einer Ubernachtkultur des das entsprechende
Expressionsplasmid enthatenden E. coli BL21(DE3)- Stammes inokuliert und bel 37°C im
Schiittler inkubiert. Bei einer ODszg von ca. 0,8 erfolgte die Induktion durch Zugabe von

1 mM IPTG. Die Expression wurde Uber einen Zeitraum von 4 h durchgefihrt.

2.6 Molekulargenetische Techniken

2.6.1 DNA-Préparation aus E. coli

2.6.1.1 Schnellisolierung von Plasmid-DNA (Birnboim & Doly, 1979)

1,5 ml einer Ubernachtkultur von E.coli wurden in einem Eppendorfgefa durch
zweiminttiges Zentrifugieren bei 13000 Upm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf Centrifuge
5415C) pelletiert. Das Zellpellet wurde in 100 pl eiskalter GET-L6sung (50 MM Glukose,
10mM EDTA, 25mM TrigHCI, pH8) resuspendiert, 5min bei Raumtemperatur
protoplastiert und anschliefiend nach Zugabe von 200 ul frischer NaOH/SDS Ldsung (0,2 N
NaOH, 1% SDS) durch vorsichtiges Schitteln lysiert. Zur Falung der Proteine wurde das
Lysat vorsichtig mit 150 ul 3 M K*/5 M Acetat-L 6sung gemischt, 5 min auf Eis inkubiert und
5min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1 ml Phenol/Chloroform (1:1) gemischt und
2 min zentrifugiert. Aus der wassrigen Phase wurde die Plasmid-DNA mit 1 ml 100% Ethanol
5 min bel Raumtemperatur geféllt und sedimentiert. Das Pellet wurde mit 200 ul 70% Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 50 ul TE10.01 mit 20 mg/ml RNase A resuspendiert.
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2.6.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA Uber Anionenaustausch-Saulen

Zum Erhalt sehr sauberer Plasmid-DNA fir DNA-Sequenzierung, Klonierung und PCR
wurde das Prepspin Plasmid Mini Kit (Qiagen, Hilden) oder fur gréf3ere Mengen an DNA das
Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) jeweils nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.6.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die genaue Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte durch photometrische Messung bel
260 nm. Bel ener Schichtdicke von 10 mm ergibt sich die DNA-Konzentration fir
doppelstrangige bzw. einzelstrangige DNA nach folgenden Formeln:

Casona = OD2go X 50 png/ml

CssDNA = OD2go X 33 ug/ml

2.6.3 Ethanol-Préazipitation von Plasmid-DNA

Zur DNA-haltigen Ldsung wurde 1/10 des Volumens 3 M Na-Acetat (pH 5,3) und 2,5
Volumen Ethanol (-20°C) gegeben. Die Prézipitation der DNA erfolgte 15 min bei -70°C. Zur
Sedimentation der DNA wurde zentrifugiert (14000 Upm, 15 min, 4°C). Nach Waschen des
erhaltenen DNA-Pellets mit 70%igem Ethanol (-20°C) und erneutem Abzentrifugieren der
DNA wurde diese in der Speed-vac (Eppendorf) getrocknet und in HzOpigest. gl Ost. Die DNA-
Losung konnte bel -20°C aufbewahrt werden.

2.6.4 Enzymatische Behandlung von DNA

2.6.4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur analytische und préparative Restriktionsanalysen wurden 0.5-1ug DNA in einem
Reaktionsvolumen von 15ul mit 1-2U des jewelligen Restriktionsenzyms in dem den
Angaben des Herstellers entsprechenden Reaktionspuffer geschnitten. Die Inkubation erfolgte

1-2 h bel enzymspezifischer Temperatur.

36



Material und Methoden

Sollte die DNA einer Klenow-Behandlung unterzogen werden, wurde die DNA aus diesem
Ansatz durch Zugabe von 1 Vol Isopropanol und 1/5 Vol 3 M NaAc pH 6,2 10 min bei
Raumtemperatur gefdllt und in der Tischzentrifuge pelletiert. Das Pellet wurde je einmal mit
70% und 100% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 6 ul H,O resuspendiert.

2.6.4.2 Behandlung mit Klenow-Enzym

Beim Klenow-Enzym handelt es sich um das grof3e Fragment der DNA-Polymerase |, das 5’ -
Uberstehende Enden auffillen bzw. 3'-Uberhdngende Enden abbauen kann. 100 ng DNA
wurden in 6ul HO, 2wl 4mM dNTP, 1ul 10x Puffer M (Boehringer Mannheim)
resuspendiert und nach Zugabe von 1 U Klenow-Enzym 30 min bel 37°C inkubiert. Sollte die
DNA einem zweiten Restriktionsverdau unterzogen werden, wurde sie aus diesem Ansatz mit
Phenol/Chloroform (1:1) extrahiert, aus der wéssrigen Phase mit ¥2 Vol 3 M NaAc pH 6,2 und
5Vol 100% Ethanol fir 20 min bei -20°C geféllt und pelletiert (20 min, 13000 Upm). Das
Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 5-10 ul H2O resuspendiert.

2.6.4.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4 DNA-Ligase

Aquimolare Mengen von DNA-Fragmenten (max. je 100ng) wurden in 12.5ul H,O
resuspendiert. Nach Zugabe von 1.5 ul 10x Ligase Puffer (Boehringer Mannheim) und 1 U T4
DNA-Ligase wurden die Proben fur mindestens 1 h bei RT oder 3-15 h bel 12-16°C inkubiert.

2.6.5 Transfer von DNA in E. coli

2.6.5.1 Transformation mit TSS (Chung et al., 1989)

2.6.5.1.1 KompetenteE. coli- Zellen fur die TSS-Transfor mation

50 ml LB wurden 1:100 aus einer Ubernachtkultur von E. coli angeimpft und im Schiittler bei
37°C bis zu einer ODgy von 0.4 bis 0.5 kultiviert. Die Zellen wurden 10 min bel 4°C
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abzentrifugiert (3000 Upm; Hettich Universal 30F), in 2ml TSS resuspendiert und
mindestens 5 min auf Eis inkubiert. Diese Zdllen wurden sofort zur Transformation ver-

wendet oder portionsweise in Flussigstickstoff schockgefroren und bel -70°C aufbewahrt.

2.6.5.1.2 Transformation von Plasmid-DNA

100 ng Plasmid-DNA wurden mit 200 ul kompetenten Zellen gemischt, 20 min auf Eis
inkubiert, nach einem Hitzschock von 30 s bei 42°C in 2ml LB Uberfihrt und 1 h bei 37°C
geschittelt (Multitron AJ111, Infors). 100 ul dieses Ansatzes wurden auf selektiven
Agarplatten ausplattiert und 12 bis 15 h bei 37°C inkubiert. Die Transformationsrate lag bei
etwa 10° Transformanden / ug DNA.

2.6.5.2 Elektroporation (Dower et al., 1988)

2.6.5.2.1 KompetenteE. coli Zellen fur die Elektroporation

Fur die Herstellung kompetenter E. coli-Zellen fur die Elektroporation wurden 250 ml LB
1:100 mit einer 15 h-Kultur inokuliert und im Schiittler bei 37°C bis zu einer ODgy von 0,6
inkubiert. Danach wurden die Zellen 20 min auf Eis gekihit und 15 min bel 5000 Upm
abzentrifugiert (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont Instruments).
Das Zdllpellet wurde zweimal mit 0,51 kaltem H,O und einmal mit 20 ml 10 % Glycerin
gewaschen und zum Schluf3in 2,5 ml 10 % Glycerin resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
in 40 ul -Portionen aliquotiert und bei -70°C gelagert. Die Zellkonzentration sollte bei 1-
3x10™ Zellen/ml liegen.

2.6.5.2.2 Transformation

40 ul kompetente Zellen wurden mit 100 ng Plasmid-DNA gemischt und sofort in einer
eisgekihlten Elektroporationskiivette im Gene-Pulser (Bio-Rad Laboratories) elektroporiert
(2,5kV, 200 Ohm, ca. 4 ms) . Nach sofortiger Zugabe von 1 ml LB wurde die Suspension in
ein frisches Eppendorfgefa Uberfuhrt und bei 37°C fir 1 h im Thermoblock inkubiert.
Hiervon wurden 50 bis 100 ul auf Selektivagarplatten plattiert und fir 15h bei 37°C
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inkubiert. Sollten Ligationsansédtze transformiert werden, mufe die DNA vor der
Transformation zur Entfernung der Salze auf einem Filter (0,025 um-Poren, Millipore)
30 min bei RT gegen H,0O dialysiert werden. DNA aus einer Plasmidminipréparation konnte
direkt zur Transformation eingesetzt werden.

2.6.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) (Mulliset al., 1986)

In einem Reaktionsvolumen von 100 ul wurden ca 1 ug Matrizen-DNA (Template), je 100
pmol PCR-Primer, 10 ul 10 x Reaktionspuffer, 8 ul MgCl, (25 mM), 2 U Tag-Polymerase
(MBI Fermentas) und je 0,25 mM Nukleotide (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) gemischt, ggf. mit
Mineraldl Uberschichtet und im Thermocycler (Perkin Elmer, Eppendorf, Stratagene)
inkubiert. Der Ansatz wurde 7 min bei 95°C denaturiert. Dann erfolgten 25 Zyklen mit den
folgenden Temperaturschritten: 1 min 95°C Denaturierung, 1 min 53°C Annealing der
Primer, 1-2 min 72°C Polymerisation. Anschliefend erfolgte en weiterer
Polymerisationsschritt mit 7 min bei 72°C. Der PCR-Ansatz wurde bei 4°C oder -20°C

gelagert.

2.6.7 Gensynthese

Zur Gensynthese mittels PCR wird das Gen in ca 400 bp groRRe Kassetten aus je vier
synthetischen Oligonukleotiden von etwa 120 bp Lénge eingeteilt, von denen zwei homolog
zum Forward- und zwei homolog zum Reverse-Strang sind. Diese Primer (1 bis 4) Uberlappen
sich an ihren Enden um jewells 20 Basen. Bei der ,, one-step”-Synthese-PCR werden alle vier
Matrizen-Primer zusammengegeben, so dal} sie sich nach Hybridisierung gegenseitig as
Primer dienen kénnen. Durch Zusatz kurzer randstandiger Primer wird die komplette K assette
weiter amplifiziert (Abb.2.1).

Bel der ,two-step”-Synthese-PCR werden zuerst doppelstréngige DNA-Fragmente aus je 2
Uberlappenden Oligonuklectiden gebildet. In der PCR-Reaktion dienen sich die beiden langen
Oligos 1 und 2 bzw. 3 und 4 gegenseitig als Primer. Im zweiten Schritt der asymmetrischen
Synthese-PCR dienen sich die Produkte der ersten beiden PCRs, im folgenden Oligodimere
genannt, gegenseitig als Primer. Mittels kurzer randstandiger Primer wird die Kassette weiter
amplifiziert (Abb. 2.2).
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Alle fur die Gensynthese eingesetzten Primer wurden von Interactiva oder ARK in der jewells

besten Reinigungsqualitét bezogen.

2.6.7.1 ,one-step“-Synthese-PCR

In einem 50 ul Ansatz wurden 6 ul dNTP (10 mM), 5 ul 10x PCR-Reaktionspuffer, 40 pmol
jedes der 4 langen Oligonukleotide, je 100 pmol der beiden kurzen randstandigen Primer, 2 U
Deep Vent-DNA-Polymerase (Biolabs) und die entsprechende Menge H,O gemischt, mit
50 ul Mineraldl Uberschichtet und im Thermocycler (DNA Thermal Cycler P19525, Perkin
Elmer) inkubiert. Zur Denaturierung wurde der Ansatz 7 min bei 96°C inkubiert, danach
folgten 30 Zyklen mit je drei Temperaturschritten: 1,5 min Denaturierung bei 96°C, 1,5 min
Annealing der Oligonukleotide bei 50°C, 40 sec Polymerisierungsreaktion bei 72°C. Zum
Schiuf’ erfolgte ein weitere Polymerisierungsschritt fir 7 min bei 72°C. Das PCR-Produkt
wurde Uber ein 2%iges Agarose Gel (Agarose Serva, Serva) aufgetrennt, mit Hilfe des
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) gereinigt und so zur blunt-end-Klonierung in puC19
oder fir weitere PCR-Schritte elngesetzt.

Genbox (ca 400 bp)

Abbildung 2.1: Prinzip der ,one-step”-Synthese-PCR. Die flankierenden Oligonukleotide der
Genbox sind mit R1 und R2 gekennzeichnet.
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2.6.7.2 ,two-step” -Synthese-PCR

Im ersten Schritt der ,, two-step”-Synthese-PCR (PCR IA und PCR 1B) wurden in zwei 50 pl
Ansétzen je 6 ul dNTP (10 mM), 5 ul 10x PCR- Reaktionspuffer, 40 pmol der beiden langen
Oligonukleotide 1 und 2 bzw. 3 und 4, 2 U Deep Vent-DNA-Polymerase (Biolabs) und die
entsprechende Menge H,O gemischt, mit 50 ul Mineral 6l Gberschichtet und im Thermocycler
(DNA Thermal Cycler P19525, Perkin Elmer) inkubiert. Zur Denaturierung wurde der Ansatz
7 min bei 96°C inkubiert, danach folgten 30 Zyklen mit je drel Temperaturschritten: 1,5 min
Denaturierung bel 96°C, 1,5min Anneadling der Oligonukleotide bei 50°C, 20 sec
Polymerisierungsreaktion bei 72°C. Zum Schlul erfolgte ein weitere Polymerisierungsschritt
far 7 min bei 72°C. Die so entstandenen Oligodimere dienen sich im zweiten Schritt der Gen-
Synthese (PCR 11) gegenseitig als Primer.

R1
S ——— ’
< Y T — I'
R1 l PCRIA — mmm -4 Oligo 4 |
Jr l PCRIB
| R|2
|
4 Oligodimer 3/4 '
(B)
R1

EcoR1

R!Z-lF

Genbox (ca 400 bp)

Abbildung 2.2: Prinzip der ,two-step”-Synthese-PCR. Die die Genbox flankierenden
Restriktionsschnittstellen sind mit R1 und R2 bezeichnet.
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Hierzu wurden in einem 50 ul Ansatz 6 ul dNTP (10 mM), 5ul 10x PCR-Reaktionspuffer,
100 pmol der beiden kleinen randsténdigen Amplifikationsprimer, je 10 ul aus den PCR-
Ansdizen des ersten Schrittes, 2U Deep-Vent-DNA-Polymerase (Biolabs) und die
ensprechende Menge H,O gemischt, mit 50 ul Mineraldl Uberschichtet und und im
Thermocycler (DNA Thermal Cycler P19525, Perkin Elmer) inkubiert. Zur Denaturierung
wurde der Ansatz 7 min bei 96°C inkubiert, danach folgten 30 Zyklen mit je drei
Temperaturschritten: 1,5 min Denaturierung bel 96°C, 1,5 min Annealing der Oligonukleotide
bei 50°C, 40 sec Polymerisierungsreaktion bel 72°C. Zum Schlufd erfolgte ein weiterer
Polymerisierungsschritt fur 7min bel 72°C. Das PCR-Produkt wurde in einem 2 %igen
Agarose Gel aufgetrennt und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Gel
isoliert. Das gereinigte Fragment wurde zur blunt-end-Klonierung in pUC19 oder fur weitere
PCR-Schritte eingesetzt.

2.6.8 Rekombinante PCR: , Splicing by overlap extension” (Ho et
al., 1989; Horton et al., 1989)

Mit der rekombinanten PCR kdnnen zwei DNA-Fragmente an einer genau definierten Stelle
verknipft werden. Da fur die Methode keine Restriktionsschnittstelle an  der
Verknipfungsstelle erforderlich ist, kann sie fur jede beliebige Verknipfung eingesetzt
werden.

Erreicht wird dies durch eine Folge von drei PCRs (Abb. 2.3). In der ersten PCR wird das
erste DNA-Fragment mit Hilfe eines 5'-Uberhdangenden Primers um den Anfang des zweiten
Fragmentes verlangert. In einer zweiten PCR wird das zweite DNA-Fragment amplifiziert. In
der dritten PCR konnen sich die Produkte dieser beiden PCR Reaktionen gegenseitig als
Primer dienen. Die Ausbeute wird dabei durch den Zusatz der randsténdigen Primer erhoht.

Die praktische Durchfihrung erfolgte wie in Kapitel 2.6.7 beschrieben.
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Abbildung 2.3: Prinzip des,, Splicing by overlap extension*.

2.6.9 Pogsitionsgerichtete Mutagenese (Ho et al., 1989; Kunkd,
1985)

Mit der positionsspezifischen M utagenese konnen Punktmutationen erzeugt und einzelne oder
mehrere Aminosduren deletiert oder inseriert werden. Fir die positionsgerichtete M utagenese
wurde das Protokoll des QuikChange™ Kit (Stratagene) modifiziert. Bei dieser Methode wird
von einem doppel strangigen Plasmid mit dem zu mutierenden Gen und zwel komplementaren
Oligonukleotiden mit der gewtnschten Mutation ausgegangen (Abb. 2.4). Die Oligos sind
komplementér zu gegeniberliegenden Strangen des Vektors und dienen als Primer fur die
Mutagenese-PCR, in der das ganze Plasmid amplifiziert wird. Durch den Einbau der Primer
und wird ein mutiertes Plasmid mit zwe versetzten Einzelstrangbriichen erzeugt.
Anschlief3end werden die parentalen, methylierten DNA-Strénge mit Dpnl verdaut. Nach
Dialyse wird die DNA mit der eingebauten Mutation direkt in E. coli transformiert.
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©-0-©-©O

Plasmid mit Ort Hybridisieren der M utagenese- Verdau der
flr Mutagenese M utagenese-Primer PCR parentalen DNA

Abbildung 2.4: Prinzip der positionsgerichteten M utagenese.

In einem Reaktionsvolumen von 100 ul wurden 1 ug Matrizen-DNA (Template), je 5 pmol
PCR-Primer, 10ul 10x Pfu-Puffer (Stratagene), 10ul DMSO, 2U Pfu-Polymerase
(Stratagene) und je 0,05 mM Nukleotide (dATP, dTTP, dGTP, dCTP) gemischt und im
Thermocycler (Eppendorf) inkubiert. Der Ansatz wurde 7 min bei 95°C denaturiert. Dann
erfolgten 20 Zyklen mit den folgenden Temperaturschritten: 1 min 95°C Denaturierung,
1,5min 58°C Anneding der Primer, 10min 68°C Polymerisation. Ein weiterer
Polymerisationsschritt mit 20 min bei 68°C wurde angeschl ossen.

50 ul des PCR-Ansatzes wurden mit 1 ul Dpnl fur 1 h bel 37°C verdaut und 15 ul des
Verdaus auf einem Filter (0,025 um, Millipore) fur 1 h bei RT gegen H,O diaysiert. Zum
Schluf3 wurden kompetente E.coli DH5o-Zellen mit 10 pl des dialysierten Ansatzes

transformiert.

2.6.10 DNA-Gelelektrophorese

2.6.10.1 Agarose-Geleektrophorese

Doppelstrangige DNA-Molekile wurden in 0,7 bis 2,0 % Agarosegelen in TAE-Puffer mit
0.5 ug/ml Ethidiumbromid elektrophoretisch nach Molekulargewicht aufgetrennt (Sharp et
al., 1973). Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 1/5 Vol 5x Auftragspuffer versetzt. Die
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Elektrophorese wurde in Flachbett-Agarosegelkammern (BIO-RAD) bel 120V fir 30 min
durchgefiihrt. Als Standard dienten 10 ul eines 1 kb DNA ladders (50 nmol/ul).

2.6.10.2 Gelelution von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in 1 bis 2%igen Agarosegelen in TAE-Puffer mit 0.5 ug/ml
Ethidiumbromid elektrophoretisch aufgetrennt. Gelstiicke mit den zu isolierenden DNA-
Fragmenten wurden ausgeschnitten, und die DNA nach Protokoll mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) extrahiert.

2.6.11 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Methode des ,, Fluorescence-based dideoxy DNA
cycle sequencing” (Ansorge et al., 1987; Ansorge et al., 1986; Sanger et al., 1977,
Zimmermann et al., 1988). Hierfir wurden der BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit ( PE Applied Biosystems) und der ABI Prism™ Tag Dye Deoxy™ Cycle
Sequencing Kit (PE Applied Biosystems) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
Sequenzierreaktionen wurden im Thermocycler (Perkin Elmer) nach folgendem Zyklus
durchgefiihrt: Schmelzen: 30 sec. 95°C; Annealing: 30 sec. 55°C; Reaktion: 4 min 60°C (25
Zyklen). Die elektophoretische Auftrennung der Sequenzierprodukte erfolgte mit dem DNA
Sequencing System 373A (PE Applied Biosystems) oder ABI Prisma 377 (PE Applied
Biosystems) nach Anweisung des Herstellers.

2.7 Proteinchemische und analytische M ethoden

2.7.1 SDS-PAGE (Laemmli, 1970)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch SDS-PAGE in
einem vertikalen Gelelektrophoresesystem (8 x 8 x 0,1 cm, Minigel Twin Typ G42, Biometra,
Goattingen). Ein 12,5 %iges Trenngel wurde nach dessen Polymerisation mit einem 4 %igen

Sammelgel Uberschichtet und der Probenauftragskamm eingefihrt.
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Tabelle 2.6;: Zusammensetzung der Proteinmarker LMW (Low Molecular Weight) und HMW (High
Molecular Weight) der Firma BIO-RAD.

LMW HMW
[kDa] [kDa]
Myosin 200,0
[3-Gal aktosidase 116,3
Phosphorylase B 97,4 97,4
BSA 66,2 66,2
Ovalbumin 45,0 45,0
Carboanhydrase 31,0
Trypsininhibitor 21,5
Lysozym 14,4

Die Proteinproben wurden mit 1/2 Volumen SDS-PAGE-Probenpuffer versetzt, 10 min bei
95°C denaturiert und sofort auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese in SDS-PAGE-
Laufpuffer erfolgte fur 1-2 h bei 20-25 mA pro Gel, bis die Lauffront das Ende des Gels
erreichte. Als Proteinmarker dienten Standardproteingemische LMW und HMW der Firma
BIO-RAD (Tabelle 2.6).

2.7.1.1 Farbungvon SDS-Geden

Polyacrylamidgele wurden in Coomassie-Farbel6sung fur 15-45 min geférbt und 0,5-1h in
Entfarber entfarbt. Das Gel wurde in 7 % Essigsaure aufbewahrt oder mit Hilfe des Gel-
Dryers 583 (Bio-Rad) unter Vakuum getrocknet und so fiur Dokumentationszwecke
aufbewahrt.

Zur Detektion von Proteinbanden mit lipolytischer Aktivitét auf den Gelen wurde die
Aktivitétsfarbung nach (Sztajer et al., 1992) verwendet. Hierzu wurde zunéchst zur
Entfernung des SDS und Renaturierung der Lipase das Gel 30 minin 0,5 %iger Triton X-100
Ldsung (0,5 % Triton X-100 in 0,1 M Tris/HCI pH 7,5) inkubiert. Anschlief3end wurde das
Gel in frisch angesetzter Farbelésung |11 bis zum Sichtbarwerden einer Bande geférbt und

zum Schlul® fir 30 min in Entférbel 6sung entfarbt.
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Férbel Gsungen fur die Aktivitétsfarbung:
Ldsung I: 20 mg 1-Naphtylacetat, 5 ml Aceton, 50 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7,5
Losung 11: 50 mg Fast Red TR in 50 ml 0,2 M Tris/HCI pH 7,5

Losung I11: Lésungen | und 1l im Verhaltnis 1:1

2.7.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung des BCA-Protein
Assay Reagent-Kits von Pierce nach den Angaben des Herstellers. Die dabel angewandte
Methode beruht auf der Reaktion von Proteinen mit Cu?*-lonen in alkalischem Medium unter
Bildung von Cu’-lonen, welche durch Reaktion mit Bicinchoninsiure (BCA) unter Bildung
eines bel 562 nm absorbierenden Komplexes detektiert werden konnen (Smith et al., 1985).

2.7.3 Lipase-Aktivitatsbestimmung

2.7.3.1 Photometrischer Assay mit pNPP als Substrat (Winkler &
Stuckmann, 1979)

Die Methode zur Bestimmung der Lipaseaktivitét basiert auf der enzymkatalysierten Spaltung
von p-Nitrophenylpalmitat (pNPP). Das bei der Spaltung entstandene p-Nitrophenol kann bel
410 nm photometrisch bestimmt werden. Dabei wird 1 Unit als die Menge an Lipase definiert,
die 1 umol pNPP pro Minute unter den Assaybedingungen hydrolysiert.

Zur Durchfiihrung des Assays wurden 10 ul Enzymlésung mit 990 ul Lésung C vermischt
und die Zunahme der Absorption bei 410 nm bestimmt (Ultrospec, Pharmacia). Die Messung
erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 60°C.

Assayl6sungen:

Losung A: 90 mg pNPP wurden in 30 ml Isopropanol durch 5 minitige
Ultraschallbehandlung gel 6st.

Losung B: 0,8 g Taurocholat und 100 mg Gummi arabicum wurden in 200 ml 100 mM
Tris/HCI, pH 8,0 gel6st.
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LosungC:  Zu 9 Teilen Losung B wurde ein Teil Ldsung A tropfenwel se unter Rihren

zugegeben.

Die Aktivitat (A) in U/ml errechnet sich aus der gemessenen Absorptionsdnderung AE4ionm
wiefolgt:

A [U/ml] = AE10nm/(Zeit [min] X € [I/mol cm] x d [em]) X VOl ansaz [MI]/ V Ol enzymissung [MI],

wobel € = 1500 I/mol cm (molarer Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenol)
und d=1cm (Schichtdicke)

2.7.3.2 pH-Stat Assay (Peled & Krenz, 1981)

Grundlage fur die Lipaseaktivitatsbestimmung im pH-Stat Assay ist die Lipase-katalysierte
Hydrolyse eines Triglycerides. Die dabel freiwerdenden Fettsduren werden automatisch mit
Natronlauge titriert, um den pH-Wert konstant zu halten. Aus dem Verbrauch an Natronlauge,
der auf einem X/Y-Schreiber in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen wird, kann die
Enzymaktivitét berechnet werden. Als eine Unit wurde die Enzymmenge definiert, die 1 umol
Fettsure pro Minute freisetzt. Die Berechnung erfol gt nach folgender Formel:

1 AXx

A= fX' fy‘CNaOH EA—y

A[UmI™:  Aktivita

cnaon [Mol 174 Konzentration der NaOH

f. [l mm™?]  Schreiberparameter bzgl. NaOH-Verbrauch
fy[mm min™] Schreiberparameter bzgl. Reaktionszeit

Ve [ul]Volumen der eingesetzten Enzyml6sung

AxIAy [mmmm™]  Steigung

Zur Aktivitétsbestimmung der Lipase wurden 20 mM Lésungen von Triglyceriden in H,O mit
20 mg/ml Gummi arabicum mit Hilfe eines Homogenisators (Ultra Turrax) fur 10 min bei
mittlerer Geschwindigkeit emulgiert. 20 ml Substratldsung wurden temperiert und der
gewlnschte pH-Wert eingestellt. Die Messung der Aktivitét erfolgte durch Zugabe von 20 bis
100 pl Enzymldsung. Standardbedingungen fir die Aktivitdtsmessung der Lipase waren 60°C
und pH 8 mit Triolein als Substrat.
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Da in Abhéangigkeit des pH-Wertes und der Temperatur Autohydrolyse erfolgte, wurde vor
der Enzymzugabe die Autohydrolyseaktivitét bestimmt. Die eigentliche Enzymaktivitét ergab
sich dann aus der Subtraktion der Autohydrolyseaktivitét von der Gesamthydrolyseaktivitét.

2.7.4 Charakterisierung der Lipase

2.7.4.1 Temperatureinflud auf die Lipaseaktivitdt und Temperatur-
stabilitat

Das Temperaturoptimum der Lipaseaktivitdt wurde photometrisch mit pNPP als Substrat bei
den Temperaturen 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 und 90°C bestimmt (s. Kapitel 2.7.3.1).

Zur Untersuchung der Temperaturstabilitdt wurden je 500 ul des Refoldingansatzes in H,O
bei RT, 37, 50, 60, 70, 80 und 90°C inkubiert. Die Restaktivitét wurde jeweils photometrisch
mit pNPP als Substrat nach 0,5, 1, 2, 4, 7 und 20 h bestimmit( s. Kapitel 2.7.3.1).

2.7.4.2 pH-Einfluf3 auf die Lipaseaktivitat und pH-Stabilitat

Der Einflul des pH-Wertes auf die Aktivitét der Lipase wurde mit dem pH-Stat Assay bel
verschiedenen pH-Werten (pH-Bereich 4-10) bei 60°C mit Tributyrin als Substrat gemessen
(s. Kapitel 2.7.3.2).

Der Einfluld des pH-Wertes auf die Stabilitét der Lipase wurde durch Inkubation von 50 ul
Aliquots des Refoldingansatzes in 450 ul 0,1 M Puffern mit unterschiedlichen pH-Werten
(Glycin/HCI-Puffer pH 3, Acetat-Puffer pH 4,0-6,0, Tris’HCI-Puffer pH 6,0-9,0, Glycin/
NaOH-Puffer pH 9,0-12,0) fir 16 h bei 30°C untersucht. Die Restaktivitdt wurde
photometrisch mit pNPP als Substrat bestimmt (s. Kapitel 2.7.3.1).

2.7.4.3 Substratspezifitat und K ettenléangenspezifitat der Lipase

Die Spezifitdt der Lipase gegeniber  Triglyceriden mit  unterschiedlicher
Fettséurekettenlangen wurde mit dem pH-Stat Assay bei pH 8,0 und 60°C untersucht (s.
Kapitdl 27.3.2). Es wurden Triacylglyceride mit folgenden unterschiedlichen
Fettsaurekettenlangen als Substrate untersucht: Triacetin (C2) (Sigma), Tributyrin (C4)
(Fluka), Tricaproin (C6) (Sigma), Tricaprylin (C8) (Sigma), Tricaprin (C10) (Fluka),
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Trilaurin (C12) (Fluka), Trimyristin (C14) (Fluka), Tripamitin (C16) (Fluka), Triolein
(C18:1) (Fluka).

Zur Bestimmung der Kettenléngenspezifitéat wurde aul3erdem ein Gemisch aus verschiedenen
Triglyceriden mit Fettsduren unterschiedlicher Kettenléngen an alen 3 Positionen (, Random
oil“, Unilever) verwendet. Die Zusammensetzung der Triglyceride ist in Tabelle2.7
dargestellt. Dabei sind die Fettsduren gleichmaliig auf die verschiedenen Positionen (snl,3;
sn2) im Glycerin verteilt.

Tabelle 2.7: Fettsaurezusammensetzung des,, Random oails"

Fettsaure Gewichtsanteil in % | Molarer Anteil in %

c8:.0 8,3 13,2
C10:0 6,6 8,9
C12:0 13,2 15,6
C14:.0 5,3 55
C16:0 13,8 12,9
C18:0 12,7 10,8
Ci18:1 19,3 16,4
C18:2 17,1 14,6
C18:3 2,2 19
C20:0 0,5 04

1 g ,Random oil* und 0,4 g Gummi arabicum wurden in 20 ml H,O mit Hilfe eines
Homogenisators (Ultra Turrax) fur 10 min bei mittlerer Geschwingigkeit emulgiert. Der
Umsatz des ,,Random oils* erfolgte im pH-Stat mit 500 U Lipase bei 40°C und pH 7 unter
Einsatz von 0,1 M NaOH (s. Kapitel 2.6.3.2). Bei 0, 5, 10, 15 und 20 % Umsatz (dies
entspricht einem NaOH-V erbrauch von 0, 2, 4, 6 und 8 ml) wurden 2 ml Probe enthnommen.
Zum Abstoppen der Reaktion wurde die Probe mit 0,1 ml 85 % Phosphorsaure versetzt und
bei -20°C aufbewahrt. Die Fettsduren wurden 3 mal mit jeweils 2 ml Hexan/Diethylether (1:1)
extrahiert und anschlief3end unter N, auf 1 ml Endvolumen eingeengt. Zur Silylierung der
Fettsauren mit MSHFBA wurden 100 ul Probe entnommen, mit N, getrocknet, der Rickstand
mit 50 ul MSHFBA versetzt und 15 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 100 ul
Dichlormethan wurde 1 ul Probe im Gaschromatographen (Fisons) auf einer unpolaren

Kapillar-Saule (Optima5, 25 m x 0,25 mm ID, Filmdicke: 0,25 um, Macherey & Nagel) unter
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den in Tabelle 2.8 aufgeflihrten Bedingungen aufgetrennt und mit einem Flammenionisations-
detektor (FID) anaysiert. Der Anteil an den einzelnen Fettsduren wurde Uber das
Flachenverhéltnis unter Einbeziehung von Responsefaktoren berechnet. Die Bestimmung der

Responsefaktoren erfolgte Uber eine Standardmischung der verschiedenen Fettsauren.

Tabelle 2.8: GC-Analyse von Fettsduren:

Temperaturprogramm: 50°C
5°C/min 300°C
300°C (2 min)
Injektortemperatur: 370°C
Detektortemperatur: 370°C
Trégergas. H, (100 kPa)

2.7.5 Proteinblotting (M atsudaira, 1987)

Fur die automatische N-terminale Proteinsequenzierung wurden die Proteine durch SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet. Hierzu wurde je 1 auf die Grole
des SDS-Gels zugeschnittes Filterpapier (Whatman) 5 - 10 min in Anoden-Puffer 1, Anoden-
Puffer 2 bzw. Kathoden-Puffer inkubiert. Die zugeschnittene PV DF-Membrann wurde einige
Sekunden in 100 % Methanol geschwenkt und danach 2 - 3 min in Anoden-Puffer 2 inkubiert.
Die so vorbereiteten Materialien wurden in der Blotting-Apparatur schichtweise (as
Sandwich) von unten (Anode) nach oben (Kathode) in der folgenden Reihenfolge
Ubereinander gelegt: Filter Anodenpuffer 1, Filter Anodenpuffer 2, PVDF-Membran, SDS-
Gel, Filter Kathodenpuffer. Das Blotten erfolgte fir 10-20 min bei 15 V. Nach dem Transfer
wurde die Membran mit Coomassie R250 gefarbt (0,1% Coomassie R250, 50% Methanol), in
10% Essigsaure/50% Methanol entféarbt, anschliefiend mit H,O gewaschen und an der Luft
getrocknet. Die gewlinschte Proteinbande wurde ausgeschnitten und bis zur Sequenzierung
bei -20°C gelagert.

2.7.6 N-terminale Proteinsequenzierung

Die aminoterminale Sequenzbestimmung von Proteinen wurde nach der Methode von Edman

mit Hilfe eines Gasphasensequenzierers (Protein Sequencer 491, PE Applied Biosystems)

51



Material und Methoden

entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt (Edman, 1950). Als Probe diente auf
PVDF-Membran geblottetes Protein.

2.8 Fermentation und Downstreampr ocessing

2.8.1 Fermentation

2.8.1.1 Batch-Fermentation im 5-1-M al3stab

In einem 5 I-Fermenter (Labfors) wurden E.coli Stamme, die ein entsprechendes
Expressionsplasmid fir Lipase oder Helferprotein trugen, fir 6 bis 10 h unter folgenden

Bedingungen fermentiert:

Ruhrertyp: Scheibenrthrer
Rihrgeschwindigkeit: 500 Upm
Beltftung: 7 NI/min
Medium: LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin; 0,1 % Antischaum)
pH-Wert: 7,0 (online-Regul ation)
Temperatur: 37°C bzw. 42°C
Inokulum: 200 ml 16 h-Schittelkultur in LB-Medium (100 pg/mi
Ampicillin)
Induktion : Temperaturshift auf 42°C (bei ODs7g =1,0)
oder durch Zugabe von 1 mM IPTG (bei ODs7g =0,8)
Fermentationsdauer: 4 h nach Induktion

Online wurden der Sauerstoffpartialdruck (pO,) sowie die O, und CO,-Menge im Abgas
gemessen. Offline wurden die optische Dichte (ODszg), die Biofeuchtmasse und die
Expression der Zielproteine im Fermentationsverlauf bestimmt.

Nach Beendigung der Fermentation wurden die Zellen geerntet, abzentrifugiert (15 min,
10000 Upm, Sorvall-Zentrifuge) und anschlief3end bei —20°C gel agert.
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2.8.1.2 Batch-Fermentation im 40 [-M al3stab

In einem 42 |-Fermenter (LP 351, Bioengineering) wurden E.coli Stdmme, die ein
entsprechendes Expressionsplasmid fir Lipase oder Helferprotein trugen, fir 6 bis 10 h unter

folgenden Bedingungen fermentiert:

Ruhrertyp: Scheibenrthrer
Ruhrgeschwingigkeit: 400 Upm
Bel tftung: zunéchst 10 NI/min, nach ca. 4 h 25 NI/min
Medium: LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin; 0,1 % Antischaum)
pH-Wert: 7,0 (online-Regulation)
Temperatur: 37°C bzw. 42°C
Inokulum: 1000 ml 16 h-Schittelkultur in LB-Medium (100 pg/ml
Ampicillin)
Induktion : Temperaturshift auf 42°C (bei ODs7g =1,0)
oder durch Zugabe von 1ImM IPTG (bel ODs7g =0,8)
Fermentationsdauer: 4 h nach Induktion

Der Sauerstoffpartialdruck (pO) in der Losung wurde online gemessen. Offline wurden die
optische Dichte (ODszg), die Biofeuchtmasse und die Expression der Zielproteine im
Fermentationsverlauf bestimmt.

Nach Beendigung der Fermentation wurden die Zellen geerntet. Durch Crossflow-Filtration
mit einer 0,2 um Mikrofiltrationsmembran (Millipore) wurde das Volumen der Zellkultur auf
etw 21| eingeengt. Im Anschlul® wurden die Zellen abzentrifugiert (15 min, 10 000 Upm,
Sorvall-Zentrifuge) und das Zellpellet bei —20°C gel agert.

2.8.2 Zellaufschlul

2.8.2.1 Ultraschallaufschluf3

Escherichia coli Zellen wurden durch Behandlung mit Ultraschall (Branson Sonifier W-250)
aufgeschlossen. Dafur wurden die Zellen pro g Zellnal3gewicht in 10 ml Puffer (50 mM Tris
pH 8, 1 mM EDTA) suspendiert und mit einer Mikrospitze bis zu 10 min (Leistungsstéarke 4,
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Beschallungsintervall 30%) beschallt. Mit Hilfe eines Eisbads wurden die Zellen gekdhlt.
Nach Erreichen der vollstdndigen Lyse, welche mikroskopisch kontrolliert wurde, erfolgte
durch Zentrifugation (20 min, 15000 Upm, 4°C) die Trennung der |6slichen Proteine von den

Z€lbruchstiicken. Eventuell vorhandene Inclusion-Bodies fanden sich im Prézipitat wieder.

2.8.2.2 Harnstoffaufschlufd

Zum Aufschlu3 von Zellen und zur gleichzeitigen Solubilisierung von Inclusion-Bodies
wurden 2 g Zelnagewicht in 20 ml Puffer B (8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PO,; 10 mM
Tris/HCI; pH 8,0) resuspendiert und 2 h bei RT geschuittelt oder gertihrt. Durch anschlief3ende
10-mindtige Zentrifugation (5000 Upm, Hettich) konnten die gelésten Proteine von den

Zelltrtmmern befreit werden.

2.8.3 Reinigung und Aufschluf3 von Inclusion-Bodies

Bei der Uberexpression von Proteinen in E. coli kommt es haufig zur Bildung von unléslichen
Proteinaggregaten, die sich aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen oder inter-
molekularen Disulfidbriicken ausbilden (Marston & Hartley, 1990). Diese Einschlul3koérper,
sogenannte Inclusion bodies (IB), kénnen durch Zentrifugation des Zell-Lysats isoliert und

durch verschiedenen Waschschritte aufgereinigt werden.

Dazu wurde das aus dem Aufschluld von 2 g Zellnal3gewicht erhatene Prézipitat in 15 ml
Puffer A (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM Trig/HCI pH 8,0) resuspendiert und zweimal
erneut mit Ultraschall behandelt und zentrifugiert. Der Aufschlufd der als Pellet vorliegenden
gereinigten Inclusion bodies erfolgte mit 8 M Harnstoff. Dazu wurden die préazipitierten
Inclusion-Bodies in 25 ml Puffer B (8 M Harnstoff; 0,1 M NaH,PO,4; 10 mM Trig/HCI; pH
8,0) resuspendiert und der Ansatz 2 h bel RT gertihrt. Die auf diese Weise solubilisierten
Inclusion-Bodies konnten durch Zentrifugation (s.0.) von den restlichen Zelltrimmern abge-

trennt werden.
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2.8.4 Rekonstitution der Lipase: In-vitro-Refolding unter Einsatz
des Helferproteins (Quyen et al., 1999)

Beim In-vitro-Refolding der Lipase unter Einsatz des Helferproteins kénnen verschiedene
Protein-Aufarbeitungen verwendet werden. Die Lipase kann direkt durch Harnstoffaufschlufl3
der Lipase-exprimierenden Zellen oder durch Solubilisierung der zuvor gereinigten Inclusion-
Bodies mit Harnstoff gewonnen werden (vergl. Kapitel 2.8.2 und 2.8.3). Das Helferprotein
kann entweder im denaturierten Zustand direkt aus dem Uberstand eines Harnstoff-
aufschlusses der Zellen eingesetzt werden, oder im nativen Zustand aus dem Uberstand nach
Aufschlul® der Zellen mit Ultraschall.

Das In-vitro-Refolding der Lipase erfolgt unter Einsatz aquimolarer Mengen Lipase und
Helferprotein bei einer Verdinnung von 1:100 in H,O (jeweils ca 75ug/ml End-
konzentration) fur 24 h bei 4°C.

2.8.5 Konzentrierung der Lipase

2.8.5.1 Cross-flow-Filtration und Gefriertrocknung

Das Volumen der Lipaselosung aus einem 5|1 Refolding Ansatz wurde durch Cross-flow-
Filtration mit einer Ultrafiltrationsmembran (Filtron) mit einem MWC von 10 kDa auf bis zu

200 ml eingeengt und im Gefriertrockner (Finn Aqua) lyophylisiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Lipase aus Pseudomonas species KW 56

3.1.1 Synthese der Gene fur die Lipase und das Helferprotein aus

Pseudomonas species KW1 56

Die Gene fir die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 (lip) und deren Helferprotein (act)
sollten synthetisch hergestellt werden. Hierfir gab es verschiedene Grinde. Die Synthese
eines Gens bietet gegentiber der herkdmmlichen Klonierung aus dem Origina stamm mehrere
Vorteile. Die Gene aus Pseudomonas sind sehr GC-reich und verwenden selten oder gar nicht
natlrlich in E. coli vorkommende Codons (Sharp et al., 1988; West & Iglewski, 1988). Dies
fuhrt oft zu geringer Produktausbeute und Wachstumsinhibierung bei Uberexpression der ent-
sprechenden Proteine (Mattes, 1993; Zahn, 1996). Bei der Gensynthese kann die Codon-
Usage von E. coli verwendet und der GC-Gehalt der Gene gesenkt werden. Ein weiterer
Vorteil liegt in der Mdoglichkeit der Einfuhrung singulérer Restriktionsschnittstellen.
Synthetische Gene kénnen modulartig zusammengesetzt werden, eine Veranderung oder der

Austausch einzelner Regionenist leicht realisierbar.

3.1.1.1 Gen-Design

Die Nukleotidsequenz der Gene der Lipase (lip) und ihres Helferproteins (act) aus
Pseudomonas species KWI 56 wurde von den bekannten Aminosduresequenzen abgeleitet
(lizumi et al., 1991). Die synthetischen Gene lip und act wurden so geplant (Abb. 3.1.1), dal3
eine Expression in E. coli sowohl unter der Kontrolle des lac-Promotors in pUC19 als auch
unter der Kontrolle des temperaturinduzierbaren P_-Promotors von pCYTEXPL erfolgen
kann. Der Abstand zwischen lip und act von 3 Basenpaaren wurde entsprechend der
Genstruktur im Genom von Pseudomonoas species KWI 56 beibehalten (lizumi et al., 1991),
zur Erhohung der Expression von act wurde jedoch im optimalen Abstand zum Startcodon

von act vor dem Stopcodon von lip eine Shine-Dalgarno-Consensussequenz (SD) eingefihrt
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Abbildung 3.1.1: Aufbau der synthetischen Gene lip und act aus Pseudomonas species KW|I 56.
Die synthetischen Gene lip und act sind mit grauen Pfeilen dargestellt. Die Startcodons von lip und
act (ATG), die Stopcodons (TAA) und die Shine-Dalgarno-Sequenz (SD) vor act sind in den Genen
markiert. Die eingefihrten singuléren Restriktionsschnittstellen sind tber dem Gen angezeichnet.
Die schwarz umrahmten Restriktionsschnittstellen begrenzen die jeweiligen Boxen. Die einzelnen
Boxen wurden aus den unten durch schwarze und graue Linien angezeichneten Oligonukleotiden

synthetisiert.

(Schoner et al., 1990). Da diese innerhalb des codierenden Bereichs des Lipasegens liegt,
wurde eine SD-Sequenz gewahlt, die der optimalen SD fur E.coli (TAAGGAGGT) im
Rahmen der Freiheiten fur die codierende DNA-Sequenz moglichst nahe kommt. Die Gene
wurden in 6 Genfragmente (Boxen) von etwa 400 bp aufgeteilt, die jeweils von Restriktions-
schnittstellen flankiert sind. Zusétzlich wurden ale 100 bis 200 Basenpaare singulére
Restriktionsschnittstellen eingefiigt, die den Zusammenbau der Gene und nachfolgendes
Genetic Engineering erleichtern.

Die Codon-Usage wurde fur eine Expression der Gene in E. coli optimiert (Baneyx, 1999;
Welickert et al., 1996). Codons, die selten in E. coli verwendet werden (z.B. AGA, AGG fur
Arginin, CCC fur Prolin und ATA fir Isoleucin) wurden vermieden, haufig in stark von
E. coli exprimierten Genen verwendete Codons bevorzugt gewahlt. In den Tabellen 3.1.2 und
3.1.3 sind die verwendeten Codons im Wildtyp und in den synthetischen Genen von Lipase

und Helferprotein aufgefhrt.
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Gene aus Pseudomonaden weisen Ublicherweise einen sehr hohen GC-Gehalt auf (ca. 70 bis
80%) (West & Iglewski, 1988), wohingegen der GC-Gehat von Genen aus Entero-
bacteriaceae bei etwa 50 % liegt. Ein hoher GC-Gehalt erhoht die Schmelztemperatur der

DNA und kann daher die Transkription dieser Gene in E.coli behindern oder zu

1 TAATCAGGAG AACATGCATG GCCAGAACGA TGCGTTCCAG GGTGGTGGCA GGAGCAGTGG

1 GGGGGATATC AATACATATG GCTCGTACCA TGCGTTCTCG TGTTGTTGCT GGTGCTGTTG
Lip M A R T M R S R VvV VvV A G A V

Signalsequenz

61 CATGCGCGAT GAGCATCGCG CCGTTCGCGG GGACGACCGC AGTGATGACG CTCGCGACGA

61 CTTGTGCTAT GTCTATCGCT CCGTTCGCTG GTACCACCGC TGTTATGACC CTGGCTACCA
A C A M S I A P F A G T T AV M T L A T

121 CGCACGCGGC GATGGCGGCG ACCGCGCCCG CCGATGGCTA CGCGGCGACG CGTTATCCGA

121 CCCACGCTGC TATGGCTGCT ACCGCTCCGG CTGACGGTTA CGCTGCTACG CGTTACCCGA
T H A A M A A T A P A D G Yy A A T R Y P

reife Lipase (rLip)

181 TCATCCTCGT GCACGGGCTC TCGGGTACCG ACAAGTACGC CGGCGTGGTC GAGTATTGGT

181 TCATCCTGGT TCACGGTCTG TCTGGTACCG ACAAATACGC TGGTGTTGTT GAATACTGGT
I I L V H G L s G T D K Y A G V V E Y W

241 ATGGCATCCA GGAAGACCTG CAGCAGAACG GTGCGACCGT CTACGTCGCG AACCTGTCGG

241 ACGGTATCCA GGAAGACCTG CAACAGAACG GTGCTACCGT TTACGTCGCG AACCTGTCTG
Y G I Q@ E D L Q Q N G A T v Y V A N L S

301 GGTTCCAGAG CGACGACGGC GCGAACGGGC GCGGCGAACA GTTGCTCGCT TACGTGAAGA

301 GTTTCCAGTC TGACGACGGT GCTAACGGTC GTGGTGAACA GCTGCTGGCT TACGTTAAAA
G F OQ S D D G A N G R G E Q L L A Y VvV K

361 CGGTGCTCGC GGCGACGGGC GCGACCAAGG TCAATCTCGT CGGCCACAGC CAGGGCGGCC

361 CCGTTCTGGC TGCTACCGGT GCTACCAAAG TTAACCTGGT TGGTCACTCT CAGGGTGGTC
T V L A A T G A T K V N L v G H S Q G G

421 TCACGTCGCG CTATGTCGCG GCCGTCGCGC CCGATCTCGT GGCGTCGGTG ACGACGATCG

421 TGACCTCTCG TTACGTTGCT GCTGTTGCTC CGGACCTGGT TGCTTCTGTT ACCACCATCG
L T S R Y VvV A A V A P D L vV A S V T T I

481 GCACGCCGCA TCGCGGCTCC GAGTTTGCCG ACTTCGTGCA GAACGTGCTG GCGTACGATC

481 GTACCCCGCA CCGTGGTTCT GAATTTGCTG ACTTCGTTCA GAACGTTCTG GCTTACGACC
G T P H R G S E F A D F V Q N V L A Y D

541 CGACCGGGCT TTCGTCATCG GTGATCGCCG CGTTCGTCAA TGTGTTCGGC ATCCTGACGA

541 CGACCGGTCT GAGCTCTTCT GTTATCGCTG CTTTCGTAAA CGTTTTCGGT ATCCTGACCT
P T G L S S S v I A A F V N VvV F G I L T

601 GCAGCAGCCA CAACACGAAC CAGGACGCGC TCGCCGCGCT GCAGACGCTG ACCAccacecc

601 CTTCTTCTCA CAACACCAAC CAGGACGCTC TGGCTGCTCT GCAGACCCTG ACCACCGCTC
S S S H N T N Q D A L A A L Q T L T T A

661 GGGCTGCCAC GTACAACCAG AACTATCCGA GCGCGGGCCT GGGTGCGCCG GGCAGTTGCC

661 GTGCTGCTAC CTACAACCAG AACTACCCGT CTGCTGGTCT GGGTGCTCCG GGTTCTTGCC
R A A T Y N Q N Y P S A G L G A P G S C

721 AGACCGGCGC GCCGACCGAA ACCGTCGGCG GCAACACGCA CCTGCTGTAT TCGTGGGCCG

721 AGACCGGTGC TCCGACCGAA ACCGTTGGTG GTAACACCCA CCTGCTGTAC TCTTGGGCCG
Q T G A P T E T V G G N T H L L Y S W A
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60

781
781

841
841

901
901

961
961

1021
1021

1081
1081

1141
1141

1201
1201

1261
1261

1321
1321

1381
1381

1441
1441

1501
1501

1561
1561

1621
1621

GCACGGCGAT
GTACGGCTAT
G T A

CCGTTCCGCT
CCGTTCCGCT
T V P

CCGGCACGGT
CCGGTACCGT
T G T

GTGCGCTGTA
CTGCTCTGTA
S A L

ACCAGCTGCT
ACCAGCTGCT
N O L

ATGCGAACCG
ACGCTAACCG
H A N

CGCTGGCGCG
CGCTGGCTCG
P L A

CGATGTGGAG
CTATGTGGTC
A M W

CGTCGGTGGC
CATCTGTTGC
A SV

GCTTGCCGCC
GTCTGCCGCC
G L P

CCAGCCGACG
CCAGCCGACC
I Q0 P T

CGTTGATCTG
GGTAGATCTG
L v D L

GATGATCAAC
TATGATCAAC
v M I N

CGGCAAGGTG
CGGTAAAGTT
Y G K V

CGGCGTGCGC
GGGTGTTCGT
L G V R

GCTGAAGCTG
TCTGAAACTG
R L K L

GCGCGCCGTG
TCGTGCTGTT
R R A V

CGGCGCGGGC
TGGTGCTGGT
S G A G

CTTTCGGTGT
CTGTCTGTTT
L S V

GCGAACGTGC
GCTAACGTTC
A N V

CGCGGCTCCG
CGTGGTTCTG
R G S

CTGAGTACGA
CTGTCTACCT
L S T

GGCGCGTATG
GGTGCTTACG
G A Y

GCGGGCGTGT
GCAGGAGTTT
A G V

GTCTATGGTG
GTTTACGGTG
v Y G

TGGCATCGCG
TGGCACCGTG
W H R

A34Act

AGGGGGATCG
TGGTGGTTCT
A G G S

GTCACTCGCC
GTCTCTGGCT
P S L A

A70Act

ATCTCGCGAA
ACCTGGCTAA
H L A

ACCTGAGCGC
ACCTGTCCGC
D L S

GTACCGTTGC
GTACCGTTGC
G T V

CACTCGCGAA
CTCTGGCTAA
A L A

TCGCGCTCGA
TGGCTCTGGA
L A L

GTCGCGCGCA
ATCTCGTGCT
K S R A

GGCCGGTCTC
GGCTGGTCTG
A A G L

GCAAGCCGAG
TCAGGCTGAA
A Q A E

ATTGCGCGAT
GCTTCGTGAC
K L R D

CCAGCGCGCG
CCAGCGTGCT
D O R A

GTTACCGCAC
GTTACCGCTC
v T A

GGCTCCAGCG
GGTTCTTCTG
G S S

GTGCGGGATT
GTTCGTGACT
V R D

GACGCGTTCG
GACGCTTTCG
D A F

GCGCTCGACG
GCTCTGGACG
A L D

GCCGGCGCGG
GCTGGTGCTG
A G A

TCGATCGCGT
TCTATCGCTT
s I A

TCGGCATCAC
TCGGTATCAC
F G I

TCGACCCGTC
TGGATCCGTC
L D P

GGCAGAACGA
GTCAGAACGA
G Q N

GCTACAAGTG
CTTACAAATG
S Y K

CGGAAGATCC
CTGAAGACCC
A E D

AATCGATGAC
AAACTATGAC
- Act M

TCGTGGGGCT
TTGTTGGTCT
v VvV G

CAACGGGCGC
CTACCGGTGC
A T G

CGCCGCAGGC
CGCCGCAGGC
P P O

CGCCGCGGTT
CTCCGCGTCT
A P R

TCTTCGACTA
TCTTCGACTA
F F D

TCATGCGCGA
TTATGCGTGA
vV M R

TGTGGCACCG
TTTGGCACCG
VvV W H

CCGACAAGTC
CTGACAAATC
A D K

ACCGCACGCT
ACCGTACCCT
Y R T

GGGCGCGACC
CGGTGCTACC
T G A T

GACGCTCGCG
CACCCTGGCT
S T L A

CGGGCTCGTG
CGGTCTGGTT
D G L V

GAACCACCTC
GAACCACCTG
W N H L

GGTCGCGGTG
GGTTGCTGTT
P V A V

GTCACGTGAA
CTCCCGGGAA
T S R E

GGCGGCGATT
GGCTGCTATC
L A A I

TTCCGGCGAG
TTCTGGTGAA
A S G E

AGCCGTGCCG
TGCTGTTCCG
A A V P

GCCGCTCGAT
GCCGCTGGAC
L P L D

CTGCCTCACC
CTGCCTGACC
Y C L T

GATTGCCGCA
AATCGCTGCT
E I A A

GTATCGCGCG
TTACCGTGCT
R Y R A

CGACCTGGGC
TGACCTGGGT
S D L G

CGGCGACTGG
GGGTGACTGG
L G D W

GACACGAGCA
GACACCTCTA
D T s

CTGTTCGGCA
CTGTTCGGTA
L F G

TCGAAGTGCA
TCTAAATGCT
S K C

GACGAGATCA
GACGAAATCA
D E I

ATCCGCACGC
ATCCGTACCC
I R T

GGACGCGCGC
GGTCGTGCTC
G R A

GCCGGCGTGG
GCTGGTGTTG
A G V

TCGCCGGAGG
TCTCCGGAAG
S P E

GCAAGCACGG
GCTTCTACCG
A S T

GCCGGCGGGC
GCTGGTGGTC
A G G

GCGCAGAGCG
GCTCAGTCTG
A Q S

CAGCTCGACG
CAGCTGGACG
Q L D

TATCTCGACG
TACCTGGACG
Y L D

GCGTTGCAAC
GCTCTGCAAC
A L Q

AGCCAGCCGT
TCTCAGCCGT
S Q P
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1681 TCTTCGGTGC GGAGCAGTGG CGGCAGCGCT ACGACCTGGC GCGACTGAAG ATCGCGCAGG
1681 TCTTCGGCGC GGAACAGTGG CGTCAGCGTT ACGACCTGGC TCGTCTGAAA ATCGCTCAGG
F F G A E Q W R QO R Y D L A R L K I A Q
1741 ATCCCACGCT GACGGATGCG CAGAAGGCCG AACGGCTCGC GGCGCTCGAA CAGCAGATGC
1741 ACCCGACCCT GACCGACGCT CAGAAAGCTG AACGTCTGGC TGCTCTCGAG CAGCAGATGC
D P T L T D A Q K A E R L A A L E Q QO M
1801 CGGCCGACGA ACGCGCCGCG CAGCAGCACA TCGACCAGCA GCGTGCGGCG ATCGACCAGA
1801 CGGCTGACGA ACGTGCTGCT CAGCAGCACA TCGACCAGCA GCGTGCTGCT ATCGACCAGA
P A D E R A A Q QO H I D Q Q R A A I D Q
1861 TCGCGCAATT GCAGAAGAGC GGGGCGACAC CCGATGCGAT GCGCGCACAA CTGACGCAGA
1861 TCGCTCAGCT GCAAAAATCT GGTGCTACCC CGGACGCTAT GCGTGCTCAG CTGACCCAGA
I A Q L QO K S G A T P D A M R A Q L T Q
1921 CGCTCGGCCC CGAAGCGGCC GCGCGCGTCG CGCAGATGCA GCAGGACGAC GCATCGTGGC
1921 CCCTGGGTCC GGAAGCGGCC GCTCGTGTTG CTCAGATGCA GCAGGACGAC GCTTCTTGGC
T L G P E A A A R V A Q M Q QO D D A S W
1981 AGAGCCGCTA CGCGGACTAT GCGGCGCAGC GCACGCAGAT CGAATCGGCC GGCCTGTCGC
1981 AGTCTCGTTA CGCTGACTAC GCTGCTCAGC GTACCCAGAT CGAATCTGCT GGTCTGTCTC
Q S R Y A D Y A A Q R T Q I E S A G L S
2041 CGCAGGATCG CGACGCGCAG ATCGCCGCGC TGCGGCAGCG CGTGTTCACG CGGCCCGGCG
2041 CGCAGGACCG TGACGCTCAG ATCGCTGCTC TGCGTCAGCG TGTTTTCACC CGTCCGGGTG
P Q D R D A Q I A A L R Q R VvV F T R P G
2101 AAGCCGTGCG TGCGGCATCG CTCGATCGCG GGGCGGGCAG CGCGCGGTAA CGCGGGCGGC
2101 AAGCTGTTCG TGCTGCTTCT CTCGATCGTG GTGCTGGTTC TGCTCGTTAA GAATTCCGGG
E A V R A A S L D R G A G S A R -

Abbildung 3.1.2: Nukleotid- und Aminosdur esequenzen von Lipase und Helfer aus Pseudomonas
species KWI 56. Die obere Zeile zeigt die DNA-Sequenzen der Wildtypgene lip und act, darunter ist
die DNA-Sequenz der synthetischen Gene gegentibergestellt. In der dritten Zeile befindet sich die
abgeleitete Aminosauresequenz der Lipase und ihres Helferproteins. Die Signalsequenz der Lipase
sowie die verkirzten Helferproteine (vergl. Kapitel 3.1.2) sind gekennzeichnet, die SD-Sequenz
(AGGA) unterstrichen.

Tabelle 3.1.1: GC-Gehalt der Wildtyp-Gene lip und act aus Pseudomonas species KWI 56 und
den synthetischen Genen lip und act.

lip und act
Wildtyp-Gen | 67,0% | 71,4% 69,1%
Synthetisches Gen: | 55,0% | 59,8% 57,3%
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Tabelle 3.1.2: Codon Usage und Aminosaure-Zusammensetzung der Lipase aus Pseudomonas

species KWI 56. Angegeben ist jewells die Anzahl der verwendeten Codons und ihr prozentualer

Anteil.

Codon-Usage im synthetischen lip

Amino- | Anzahl in Codon-Usagein lip Wildtyp
Ala 53 (14,6%) |GCG (37; 10,1%) | GCA (4; 1,1%) GCT (50; 13,7%) | GCG (1; 0,3%)
GCC (10; 2,7%) | GCT (2; 0,5) GCA (1, 0,3%) GCC (1; 0,3%)
Arg 12 (3,3%) CGC (6; 1,6%) AGG (1; 0,3%) CGT (12; 3,3%) |CGG (0)
CGG (2; 0,5%) AGA (1; 0,3%) CGC (0) AGG (0)
CGT (2; 0,5%) CGA (0) CGA (0) AGA (0)
Asn 17 (4,7%) AAC (15; 4,1%) |AAT (2; 0,5%) AAC (17; 4,7%) | AAT (0)
Asp 15 (4,1%) GAC (10; 2,7%) | GAT (5; 1,4%) GAC (13; 3,6%) | GAT (2; 0,6%)
Cys 3(0,8%) TGC (3; 0,8%) TGT (0) TGC (2; 0,5%) TGT (1; 0,3%)
GIn 14 (3,8%) CAG (14; 3,8%) |CAA (0) CAG (13; 3,6%) |CAA (1; 0,3%)
Glu 7 (1,9%) GAA (4; 1,1%) GAG (3; 0,8%) GAA (7; 1,9%) GAG (0)
Gly 38(10,4%) |GGC (27; 7,4%) |GGT (3; 0,8%) GGT (37; 10,1%) | GGA (1; 0,3%)
GGG (7; 1,9%) GGA (1; 0,3%) GGC (0) GGG (0)
His 8 (2,2%) CAC (6; 1,6%) CAT (2; 0,5%) CAC (8; 2,2%) CAT (0)
lle 12 (3,3%) ATC (12; 3,3%) |ATT (0) ATC (12; 3,3%) |ATA (0)
ATA (0) ATT (0)
Leu 34 (9,3%) CTG(16; 4,4%) |TTG (1, 0,3%) CTG (34;93%) |TTA (0)
CTC(15;4,1%) |TTA (0) CTT (0) CTC(0)
CTT (2; 0,5%) CTA (0) CTA (0) TTG (0)
Lys 7 (1,9%) AAG (7; 1,9%) AAA (0) AAA (7; 1,9%) AAG (0)
M et 6 (1,6%) ATG (6; 1,6%) ATG (6; 1,6%)
Phe 8 (2,2%) TTC (7; 1,9%) TTT (1; 0,3%) TTC(7; 1,9%) TTT (1; 0,3%)
Pro 13 (3,6%) CCG (11; 3,0%) |CCT (0) CCG (13;3,6%) |CCC(0)
CCC (2; 0,5%) CCA (0) CCT (0) CCA (0)
Ser 26 (7,1%) TCG (10; 2,7%) |AGT (3; 0,8%) TCT (24, 6,6%) |TCA (0)
AGC (9; 2,5%) TCA (1; 0,3%) TCC (1; 0,3%) TCG (0)
TCC (3; 0,8%) TCT (0) AGC (1; 0,3) AGT (0)
Thr 39 (10,7%) |ACG (25;6,8%) |ACT (0) ACC (37; 10,1%) | ACA (0)
ACC (14; 3,8%) |ACA (0) ACG (2; 0,5%) ACT (0)
Trp 3(0,8%) TGG (3; 0,8%) TGG (3; 0,8%)
Tyr 15 (4,1%) |TAC(8;22%) |TAT (7:1,9%) |TAC(15;4,1%) |TAT (0)
Val 34 (9,3%) GTG (22;6,0%) |GTT (2; 0,5%) GTT (31;85%) |GTC(1;0,3
GTC (10; 2,7%) |GTA (0) GTA (2; 0,5%) GTG (0)
Gesamt | 364 (100%) | NNN (364; 100%) NNN (364; 100%)
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Tabelle 3.1.3: Codon Usage und Aminosaure-Zusammensetzung des Helferproteins act fur die

Lipase aus Pseudomonas species KWI 56. Angegeben ist jeweils die Anzahl der verwendeten

Codons und ihr prozentualer Anteil.

Amino-
saure

Anzahl in
Act

Codon-Usagein act Wildtyp

Codon-Usageim synthetischen act

Ala 73(21,2%) |GCG (44; 12,8%) | GCA (11; 32%) |GCT (68: 19,7%) | GCA (1; 0,3%)
GCC (17; 4,9%) | GCT (1; 0,3) GCG (3;0,9%) | GCC (1; 0,3%)
Arg  |31(9,0%) |CGC(18;52%) |CGA (1,0,3%) |CGT (30;87%) |CGG (L;0,3%)
CGG (9; 2,6%) |AGG (0) CGC (0) AGG (0)
CGT (3,0,9%) |AGA (0) CGA (0) AGA (0)
Asn 0 (0%) AAC (0) AAT (0) AAC (0) AAT (0)
Asp 26 (7,6%) |GAC(18;52%) |GAT(8;2,3%) |GAC(25;7,2%) |GAT (L 0,3%)
Cys 1(03%) |TGC(L0,3%) |TGT (0) TGC(1;,03%) |TGT (0)
GIn 31(9,0%) |CAG(27;7,8%) |CAA (4;12%) |CAG (29:84%) |CAA (2;0,6%)
Glu 12 (35%) |GAA (7,2,0%) |GAG (5;14%) |GAA (11;32%) |GAG (1;0,3%)
Gly 26 (7,6%) |GGC (15;4,3%) |GGT (4;1,2%) |GGT (25;7,2%) |GGA (0)
GGG (5;1,4%) |GGA (2;0,6%) |GGC(1;0,3%) |GGG (0)
His 4(12%) |CAC(2;06%) |CAT(206%) |CAC(4;12%) |CAT (0)
lle 9(2,6%) |ATC(7,20%) |ATA (0) ATC(9;2,6%) |ATA (0)
ATT (2; 0,6%) ATT (0)
Leu 31(9,0%) |CTC(16;4,6%) |CTT (0) CTG(28:8,1%) |TTA (0)
CTG (10; 29%) |TTA (0) CTC(2,0,6%) |CTA(0)
TTG (5, 1,4%) |CTA (0) CTT(1;,03%) |TTG(0)
Lys 6(L7%) |AAG (5 1,4%) |AAA (1 03%) |AAA (5 14%) |AAG (1;0,3%)
Met 6(17%) |ATG (6;1,7%) ATG (6; 1,7%)
Phe |6(L7%) |TTC(6;1,7%) |TTT (0) TTC(6:1,7%)  |TTT (0)
Pro 16 (4,7%) |CCG (12;35%) |CCT (0) CCG (16; 4,6%) |CCC (0)
CCC (4; 1,2%) | CCA (0) CCT (0) CCA (0)
Ser 23(6,7%) |TCG(9;2,6%) |TCA (2,0,6%) |TCT (21 6,1%) |AGC (0)
AGC (9;2,6%) |AGT (0) TCC(2,0,6%) |TCA (0)
TCC(3,09%) |TCT(0) AGT (0) TCG (0)
Thr 14 (4,1%) |ACG (10;2,9%) |ACA (1;0,3%) |ACC(14;4,1%) |ACA (0)
ACC (3;0,9%) |ACT (0) ACT (0) ACG (0)
Trp 6(L7%) |TGG (6, 1,7%) TGG (6; 1,7%)
Tyr 8(2,3%) |TAC(412%) |TAT(412%) |TAC(8,23%) |TAT(0)
val 15(4,4%) |GTG(9;2,6%) |GTT(206%) |GTT (15 4,3%) |GTC(0)
GTC (4, 1,2%) |GTA (0) GTA (0) GTG (0)
Gesamt | 344 (100%) | NNN (344; 100%) NNN (344; 100%)
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unerwinschten Sekundéarstrukturen einzelstrangiger DNA oder RNA fihren. Neben der
Trandation wird dabei auch das molekularbiologische Arbeiten erschwert. Daher wurde
einhergehend mit der Optimierung der Codon-Usage beim Design der synthetischen Gene
auch der GC-Gehalt soweit wie mdglich gesenkt (Tab. 3.1.1). Abbildung 3.1.2 zeigt die
Aminosauresequenz von Lipase und Helferprotein aus Pseudomonas species KWI 56 und die
dazugehorigen DNA-Sequenzen der Wildtyp-Gene und der synthetischen Gene. Die DNA-
Sequenzen von Wildtyp-Genen und synthetischen Genen sind zu 77 % identisch.

3.1.1.2 Syntheseder Gen-Boxen

Die Gene fir die Lipase und deren Helferprotein aus Pseudomonas species KWI 56 wurden in
6 Gen-Boxen von je ca. 400 bp unterteilt. Jede Gen-Box wurde einzeln aus 4 langen, sich
Uberlappenden Oligonukleotiden in zwei PCR-Schritten synthetisiert (Kapitel 2.6.7).
Zuerst wurden Uber PCR Oligodimere gebildet, die dann im zweiten PCR-Schritt zu einer
Gen-Box zusammengeflgt wurden. Die Gen-Boxen Uberlappen sich jeweils um etwa 20 bp.
In diesen Uberlappenden Bereichen der Kassetten befindet sich jeweils eine singulére
Restriktionsschnittstelle, die das Aneinandersetzen der Kassetten ermdglicht.  Zur
Vereinfachung der nachfolgenden Klonierarbeiten wurde an jedes Kassettenende bei der
Synthese-PCR eine EcoRI Restriktionsschnittstelle angefiigt. Die fur die Gensynthese ver-
wendeten langen Oligonukleotide sind in Abb. 3.1.3 gekennzeichnet.

Da die Gen-Boxen mit der Deep-Vent-Polymerase, einer DNA-Polymerase, die stumpfe
Enden (, blunt-ends*) bei der PCR generiert, synthetisiert wurden, konnten die einzelnen Gen-
Boxen direkt blunt-end in den mit Smal bzw. Hincll linearisierten Vektor pUC19 kloniert
werden. Nach der Transformation in E. coli DH5a konnten Klone mit Insert mittels Blau-
weil3-Screening auf LBampx-ca-Agarplatten selektiert und die DNA- Sequenz durch DNA-
Sequenzierung Uberpruft werden. Die Sequenzierung von jeweils 3 bis 20 Klonen jeder Gen-
Box offenbarte eine Fehlerrate von O bis Uber 10 Sequenzfehlern pro Box (400 bp)
(Tab. 3.1.4). Von Box 1 lag bereits nach der ersten Klonierung und Sequenzierung
ein fehlerfreier Klon vor, der im folgenden mit pkwibox1l bezeichnet wurde. Bel Box 2
wiesen ale synthetisierten Boxen Uber 10 Sequenzfehler auf. Da Box 1 jedoch bereits
erfolgreich unter den gewéhlten Synthese-Bedingungen generiert wurde, lag der Schlul3 nahe,
daid die Oligos nicht homogen waren. Daher wurden neue lange Oligos bestellt. Nach erneuter
Synthese und Sequenzierung 12 weiterer Klone wurde ein fehlerfreier Klon (pkwibox2)

gefunden.
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><EcoRI ><Ndel lip Oligo KWI1
1 5'|GGGGGATATC AATACA GCTCGTACCA TGCGTTCTCG TGTTGTTGCT GGTGCTGTT
3’ CCCCCTATAG TTATGTATAC CGAGCATGGT ACGCAAGAGC ACAACAACGA CCACGACAAC
Box 1

61 [CTTGTGCTAT GTCTATCGCT CCGTTCGCTG GTACCACCGC TGTTATGACC CTGCGATACCA
GAACACGATA CAGATAGCGA GGCAAGCGAC CATGATGACG ACAATACTGG GACCGATGCT
Oligo KWI 2

><Mlul
121 CCCACGCTGC TATGGCTGCT ACCGCTCCGG CTGACGGTTA CGCTGCTACG CGTTACCCGA
T 7\ ATA ACGA T A ACT AAT ACGAT AAT T

Oligo KWI 3

181 TCATCCTGGT |TCACGGTCTG TCTGGTACCG ACAAATACGC TGGTGTTGTT GAATACTGGT

TGTTTATGCG ACCACAACAA CTTATGACCA

><Nrul

241 |ACGGTATCCA GGAAGACCTG CAACAGAACG GTGCTACCGT TTACGTCGCG AACCTGTCTQ
TGCCATAGGT CCTTCTGGAC GTTETCTTGC CACGATGGCA AATGJAGCGC TTGGACAGAC
Oligo KWI 4

301 |[GTTTJCAGTC TGACGACGGT GCTAACGGTC GTGGTGAACA GCTGCTGGCT TACGTTAAAA

CAAAGGTCAG ACTGCTGCCA CGATTGCCAG CACCACTTGT CGACGACCGA ATGCAATTTT

Oligo KWI 5 ><HindIII
361 CCGTTCTGGC TGCTACCGGT [GCTACCAAAG TTAACCTGGT TGGTCACTCT CAGGGTGGT(
|CCGCAAGACCC ACCATCGCCA CCATCCTTTC AATTCCACCA| ACCAGTGAGA GTCCCACCAG

Box 2

421 [[GACCTCTCG TTACGTTGCT GCTGTTGCTC CGGACCTGGT TGCTTCTGTT ACCACCATCG
ACTGGAGAGC AATGCAACGA CGACAACGAG GCCTGGACCA ACGAAGACAA TGGTGGTAGC

481 |[GTACCCCGCA CCGTGGTTCT GAATTTGCTG ACTTCGTTCA GAACGTTCTG GCTTACGACC
CATGGGGCGT GGCACCAAGA CTTAAACGAC TGAAGCAAGT CTTGCAAGAC CGAATGCTGG

Oligo KWI 6

><SaclI
541 CGACCGGTCT GAGCTCTTCT GTTATCGCTG CTTTCGTAAA CGTTTTCGGT ATCCTGACCT

GCTGGCCAGA CTCGAGAAGA CAATAGCGAC GAAAGCATTT GCAAAAGCCA TAGGACTGGA

Oligo KWI 7 ><PstI
601 CTTCTTCTCA CAACACCAAC CAGGACGCTC TGGCTGCTCT GCAGACCCTG ACCACCGCTC
|[GAAGAAGAGT GTTGTGGTTG GTCCTGCGAG ACCGACGAGA CGTCTGGGAC TGGTGGCGAG

661 |GTGCTGCTAC CTACAACCAG AACTACCCGT CTGCTGGTCT GGGTGCTCCG GETTCTTGCC
CACGACGATG GATGTTGGTC TTGATGGGCA GACGACCAGA CCCACGAGGC CCAAGAACGG

721 [AGACCGGTGC TCCGACCGAA ACCGTTGGTG GTAACACCCA COTGCTGTAC TCTTGGGCCG
TCTGGCCACG AGGCTGGCTT TAGCAACCAC CATTGTGGGT GGACGACATG AGAACCCGGC

Oligo KWI 8

><BglT
781 GTACGGCTAT CCAGCCGACC CTGTCTGTTT TCGGTATCAC CGGTGCTACC GACACCTCTA
AT ATA T T ACAGACAAA A ATAGT ACGAT TGTGGAGAT]
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841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

><BglIT Oligo KWI 9 ><BamHI
CCGTTCCGCT GGTAGATCTG GATAACGTTC TGGATCCGTC CACCCTGGCT CTGTTCGGTA
l[GGCAAGGCGA CCATCTAGAC CGATTGCAAG ACCTAGGCAG GTGGGACCGA GACAAGCCAT
Box 3

><BclT
[CCGGTACCGT TATGATCAAC CGTGGTTCTG GTCAGAACGA CGGTCTGGTT TCTAAATGCT
GGCCATGGCA ATACTAGTTG GCACJAAGAC CAGTCTTGCT GCCAGACCAA AGATTTACGA
Oligo KWI 10
><AccI Oligo KWI 11
CTGCTCTGTA CGGTAAAGTT CTGTCTAACT CTTACAAATG GAACCACCTG GACGAAATCA|
IGACGAGACAT GCCATTTCAA GACAGATGGA GAATGTTTAC CTTGGTGAAC CTGCTTTAGT

[ACCAGCTGCT GGGTGTTCGT GGTGCTTACG CTGAAGACCC GGTTGCTGTT AIFCCGTACCC
TGGTCGACGA CCCACAAGCA CCACGAATGC GACTTCTGGG CCAACGACAA TAGGCATGGC

Oligo KWI 12

SD > <Dral ><Xmal act
ACGCTAACCG TCTGAAACTG GCAGGAGT | AC JAT@AC CTCCCGGGAA GGTCGTGCTC]
A AGCACGAG

Box 4

Oligo KWI 13
[CGCTGGCTCG TCGTGCTGTT GTTTACGGTG TTGTTGGTCT GGCTGCTATC GCTGGTGTTG
GCGACCGAGC AGCACGACAA CAAATGCCAC AACAACCAGA CCGACGATAG CGACCACAAC

CTATGTGGTC TGGTGCTGGT TGGCACCGTG CTACCGGTGC TTCTAGTGAA TCTCCGGAAG
GATACACCAG ACCACGACCA ACCdTGGFAF GATGGCCACG AAGACCACTT AGAGGCCTTC

Oligo KWI 14

CATCTGTTGC TGGTGGTTCT GTTACCGCTC CGCCGCAGGC TGCTGTTCCG GCTTCTACCG

[GTAGACAACG ACCACCAAGA CAATGGCGAG GCGGCGTCCG ACGACAAGGC CGAAGATGGC

Oligo KWI 15 BstEII><
GTCTGCCGCC GTCTCUGGCT GGTTCTTCTG CTCCGCGTCT GCCGCTGGAC GCTGGTGGTd
[CAGACGGCGG CAGAGACCGA CCAAGAAGAC GAGGCGICAGA CGGCGACCTG CGACCACCAG

[ACCTGGCTAA ATCTCGTGCT GTTCGTGACT TCTTCGACTA CTGCCTGACC GCTCAGTCTG
TGGACCGATT TAGAGCACGA CAAGCACTGA AGAAGCTGAT GACGGACTGG CGAGTCAGAC

> <SaclIl
[ACCTGTCCGC GGCTGGTCTG GACGCTTTCG TTATGCGTGA AATCGCTGCT CAGCTGGACG
TGGACAGGCE CCGACCAGAC CTGCGAAAGC AATACGCACT TTAGCGACGA GTCGACCTGC

Oligo KWI 16

GTACCGTTGC TCAGGCTGAA GCTCTGGACG TTTGGCACCG TTACCGTGCT TACCTGGAdd

[CATGGCAACG AGTCCGACTT CGAGACCTGC AAACCGTGGC AATGGCACGA ATGGACCTGC

><HindIII Oligo KWI 17

leacacceaTT FGAAGFAFﬂG CGACCACGAC GACTGTTTAG ACTGGACCCA CGAGACGTTG
Box 5

[TGGCTCTGGA CCAGCGTGCT TCTATCGCTT ACCGTACCCT GGGTGACTGG TCTCAGCCGT

ACCGAGACCT GGTCGCACGA AGATAGCGAA TGGCATGGGA CCCACTGACC AGAGTCGGCA

Oligo KWI 18
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><Hhal
1681 TCTTCGGCGC GGAACAGTGG CGTCAGCGTT ACGACCTGGC TCGTCTGAAA ATCGCTCAGG
[AGAAGCCGCG CCTTGTCACC GCAGTCGCAA TGCTGGACCG AGCAGACTTT TAGCGAGTCd

Oligo KWI 19 ><XhoT
1741 ACCCGACCCT GACCGACGCT CAGAAAGCTG AACGTCTGGC TGCTCTCGAG CAGCAGATGC
[TGGGCTGGGA CTGGCTGCGA GTCTTTCGAC TTGCAGACCG ACGAGAGCTC GTCGTCTACG

1801 lceeeoTEACGA ACGTGCTGCT CAGCAGCACA TCGACCAGCA GCGTGCTGCT ATCRACCAGA

GCCGACTGCT TGCACGACGA GTCGTCGTGT AGATGGTCGT CGCACGACGA TAGCTGGTCT]
Oligo KWI 20

1861 TCGCTCAGCT GCAAAAATCT GGTGCTACCC CGGACGCTAT GCGTGCTCAG CTGACCCAGA
A AGTCGA TTTTTAGA ACGAT T ATA ACGAGT ACT TCT

><NotI Oligo KWI 21
1921 CCCTGGATCC GGAAGCGGCC GCTCGETGTTG CTCAGATGCA GCAGGACGAC GCTTCTTGG
[GGGACCCAGGE CCTTCGCCGE CGAGCACRAC GAGTCTACGT CGTCCTGCTG CGAAGAACCG

Box 6

1981 [AGTCTCGTTA CGCTGACTAC GCTGCTCAGC GTACCCAGAT CGAATCTGCT GGTCTGTCTJ
TCAGAGCAAT GCGACTGATG CGACGAGTCG CATGGGTCTA GCTTAGACGA CCAGACAGAG

2041 [CGCAGGACCG TGAJGCTCAG ATCGCTGCTC TGCGTCAGCG TGTTTTCACC CGTCCGGGTG
|GCGTCCTGGC ACTGCGAGTC TAGCGACGAG ACGCAGTCGC ACAAAAGTGG GCAGGCCCACH
Oligo KWI 22

><Pvul ><EcoRI
2101 AAGCTGTTCG TGCTGCTTCT CTCGATCGTG GTGCTGGTTC TGCTCGYTAA] canTTCCGGG
TTCGACAAGC ACGACGAAGA GAGCTAGCAC CACGACCAAG ACGAGCAATT CTTAAGGCCC

Abbildung 3.1.3: Nukleotidsequenz von lip und act aus Pseudomonas species KWI 56. Diefir die
Gensynthese verwendeten Oligonukleotide sind in grauen und weil3en Késten dargestelt,
Restriktionsschnittstellen sind Uber der Sequenz gekennzeichnet. Die Shine-Dalgarno-Sequenz ist
fettgedruckt, Start- und Stop-Codons sind dick schwarz umrandet.

Die Boxen 5 und 6 konnten wohl aufgrund ihrer etwas geringeren Groéf3e in einem dritten
PCR-Schritt bel der Synthese bereits zusammengeftigt werden und bildeten daher Box 5/6.
Eine Fusion der restlichen Gen-Boxen mittels PCR war ebenfalls versucht worden, jedoch
ohne Erfolg. Es schien daher einfacher und komfortabler, die Boxen getrennt zu klonieren
und sequenzieren und erst anschlief3end zu fusionieren.

Nach mehreren Versuchsrunden mit Synthese, Klonierung und Sequenzierung wurde
schliefdich von den Boxen 3, 4 und 5/6 jeweils ein Klon mit nur einer Deletion oder Insertion
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eines Basenpaars erhalten. Diese Sequenzfehler konnten mit Hilfe zielgerichteter Mutagenese
entfernt werden. Die Klone mit korrekter Sequenz der Boxen 3, 4 bzw. 5/6 wurden pkwibox3,
pkwibox4 bzw. pkwibox 5/6 genannt.

Tabelle 3.1.4: Ergebnis der Sequenzierungen der Gen-Boxen 1-6 von Pseudomonas species

KW]I 56.
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4 Dd.: 211, 231, 242, 375
ok!

1 Aust., 3 Del.: 45, 96, 179,
195

>10 Fehler
> 10 Fehler
> 10 Fehler
> 10 Fehler
> 10 Fehler
> 10 Fehler

1 Del: 850-851
1 Del: 821-825
1 Del: 615

2 Dd

1 Del: 609-610
3 Dd

1 Del: 573-576
1Dd; 1AT

1 Del: 468

1 Ddl: 452-460
ok!

3 Dd

Fehler

1D€l., 1Ins.: 1238, 1308
4 Ddl.: 1236, 1258 (7bp),
1297, 1550

> 10 Fehler

> 10 Fehler

> 10 Fehler

> 10 Fehler

> 10 Fehler

> 10 Fehler

2 Del: 1411, 1418

> 10 Fehler

1 Dd: 1130

1 D€, 1 AT: 1325, 1500

1 Del.: 1769
1Del.: 1582
1 Del.: 1603

3 Aust.: 1013 (silent),
1082, 1110

1 Ddl.: 990

1 Del.: 887 (4 bp)
1Dd: 953; 1 Ins: 1102

> 10 Fehler
> 10 Fehler

| Ins.: 2138

2 Del.: 1895, 2120

1 Del.: 1944 (>20bp)
1Dd., 1 Aust.: 2039, 2070
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3.1.1.3 Gene-Assembly

Né&chster Schritt auf dem Weg zum synthetischen Gen war das Zusammenfiigen der einzelnen
Gen-Boxen zum gesamten Gen. Jede Gen-Box enthielt an ihren beiden Enden jewells eine
singulére Restriktionsschnittstelle, die sie mit ihren Nachbar-Boxen teilt. Zusétzlich war am
3' Ende der Fragmente jeweils eine zusétzliche EcoRI-Schnittstelle eingefligt worden, die
neben der Schnittstelle an 5° Ende jewells zum Klonieren verwendet wurde. Die
Abbildungen 3.1.4A und 3.1.4B illustrieren die einzelnen Klonierungsschritte beim
Zusammenbau der Gene fur die Lipase und ihr Helferprotein aus Pseudomonas species
KWI 56 in pUC109.

Zunéchst wurde Box 1 aus pkwibox1 so in den Vektor pUC19 kloniert, dal3 die multiple
cloning site (MCYS) des Vektors dabei deletiert wurde und somit alle zur Vervollstandigung
der synthetischen Gene bendtigten Restriktionsschnittstellen nicht mehr auf dem Vektor-
Backbone vorhanden waren. Hierzu wurde pUC19 mit Hindlll geschnitten, die
Uberhéngenden Enden mit Klenow-Enzym aufgeflllt und mit EcoRI erneut verdaut. Die mit
EcoRVund EcoRI aus pkwibox1 herausgeschnittene Box 1 wurde dann in den so préparierten
pUC19-Vektor ligiert. In dem so entstandenen Plasmid pkwil wurde anschlief3end Box 2 aus
pkwibox 2 Uber die Restriktionsschnittstellen Hincll und EcoRIl downstream von Box 1
kloniert (pkwil2). Die Klonierung von Box 3 hinter Box 2 in pkwil2 erfolgte Uber die
Schnittstellen BamHI/EcoRI und resultierte im Plasmid pkwil-3. Plasmid pkwil-4 wurde
durch Einfiigen von Box 4 mittels der Smal und EcoRI Schnittstellen in pkwil-3 erhalten.
Das komplette Gen in Plasmid pkwi1l-6 wurde durch Klonierung der Box5/6 aus pkwibox5/6
Uber die Restriktionsschnittstellen Hindlll und EcoRI fertiggestellt. Anschlie3end wurde die
Richtigkeit der Sequenz der Gene fur die Lipase und das Helferprotein aus Pseudomonas
species KWI 56 nochmals durch DNA-Sequenzierung tberprdift.
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Hin dlll
Sph |
Pst |
Sal |
Hin cll
~|Acc |
Xba |
Bam HI
Sma |
Eco RI

Hin C,,”ECO RI
/y Hin cll

Hindll1/Klenow
Eco RV EcoRl

EcoRl Hin cll iEco RI
i ‘Nde |

Bam HI
Hin cll | Hin cn

Hincll
EcoRlI

Hin cll

pkwibox2

Bam HI
- Eco RI

-~ Nde |

Abbildung 3.1.4 A: Zusammensetzen der Genboxen fir die Lipase aus Pseudomonas species

KWI 56 und ihr Helferprotein.
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Hin cll
i

Nde I Bam HI

+Eco RI
Ndel

—

pkwibox3

Bam HI Small
B JECORI
Hin cll

Smal BamH) >Ma!
EcoRl \ i Hin dllI
,/..{Eco RI
Ndel
'lacZ’
pkwibox56 ind
Hindlll Hin dlll
EcoRI Sma L__ Notl

Hin dlll
Eco RI .,

Sma |3
Hin dlII

pkwibox4

Abbildung 3.1.4 B: Zusammensetzen der Genboxen fir die Lipase aus Pseudomonas species
KWI 56 und ihr Helferprotein.
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3.1.2 Expression der Lipase und des Heferproteins aus

Pseudomonas species KWI1 56 in E. coli

3.1.2.1 Klonierung des Gensflr dieLipase

Fur die Expression des synthetischen Gens fur die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56
in E. coli wurden verschiedene Expressionskonstrukte untersucht. Zwei verschiedene E. coli-
Expressionssysteme fanden hierbei Verwendung: (1) Das A-Expressionssystem, das auf dem
hitzeinduzierbaren PrP_-Promotor auf dem Plasmid pCYTEXP1 basiert und (2) das T+-
Expressionssystem. Im T,-Expressionssystem wird die Expression, die unter der Kontrolle
des T+-Promotors auf dem Plasmid pET20b(+) erfolgt, durch die Induktion (durch IPTG) der
Expression der im Genom des E.coli Stammes BL21(DE3) codierten T,-Polymerase

vermittelt.

3.1.2.1.1 Klonierungin pCYTEXP1

Alle Konstrukte fur die Expression der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 in E. cali,
denen der Expressionsvektor pCY TEXPL zugrunde liegt, sind in Abb. 3.1.5 schematisch
dargestellt. Zunéchst wurde die komplette synthetisierte Genkassette, die das Gen fur die
Lipase mit ihrer natiirlichen Signalsequenz (lip) und das Gen fir ihr Helferprotein (act)
enthdlt, Uber die Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRI direkt unter die Kontrolle des P, -
Promotorsim Plasmid pCY TEXPL kloniert (pKWILipAct).

Da in Pseudomonas species bei der Prozessierung der Lipase zum reifen Protein die
Signalsequenz (natural leader), die aus den ersten 44 Aminosauren besteht, abgespalten wird,
wurden zur Konstruktion des Plasmids pKWIrLipAct die Gene fur die reife Lipase (rlip) und
das Helferprotein (act) mit PCR amplifiziert. Hierbel wurde am Start des Gens fir die reife
Lipase eine Ndel-Schnittstelle eingefligt, Uber die, zusammen mit der EcoRI-Schnittstelle am
Ende von act, das Fragment in pCY TEXP1 kloniert werden konnte.

Um die Expressionsrate zu steigern und den Transport der Lipase ins Periplasma von E. coli
zu ermoglichen, wurde in einem weiteren Konstrukt (pKWIompArLipAct) die natirliche
Signalsequenz der Lipase durch die ompA-Signalsequenz (Inouye et al., 1980; Movva et al.,
1980) ersetzt. Mit Hilfe rekombinanter PCR wurde das Gen fir die ompA-Signalsequenz in
Frame vor rlip plaziert. Das fusionierte Gen wurde dann tber die bei der PCR eingefiigten
Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRI in pCY TEXP1 kloniert.
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—}wzzzzz_ | - pKWILipAct

natural .
Pl leader lip

_ | - pKWIrLipAct

P rlip act

4>_7 pKWIrLip

P, rlip

act

4}_ \ ———  pKWIompArLipAct
P. ompA rlip act

4}_7 pKWIompArLip
P. ompA rlip

Abbildung 3.1.5: Expressionskonstrukte fir die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 in
pCYTEXPL1.

Da sich bei den im folgenden Kapitel beschriebenen Expressionsexperimenten zeigte, dal3
trotz der eingefuhrten Shine-Dalgarno-Sequenz vor dem Stop-Codon von lip im optimaen
Abstand zum Start von act keine in der SDS-PAGE detektierbare Expression des
Helferproteins erfolgte, wurden zwei weitere Plasmide, pKWIrLip und pKWIompALip
konstruiert. pKWIrLip enth&lt nur das Gen fir die reife Lipase unter der Kontrolle des P,-
Promotors von pCY TEXPL, pKWIlompALip tragt das Gen fir die reife Lipase mit ompA
fusioniert. Fir die Konstruktion der beiden Plasmide wurden die Gene rlip bzw. ompArlip mit
PCR aus den Plasmiden pKWIrLip bzw. pK WlompALipAct amplifiziert und hierbei an das
3" Ende des Lipase-Gens eine EcoRI-Site eingefihrt. Die beiden so erhaltenen PCR-
Fragmente konnten anschlief?end Uber die Schnittstellen Ndel und EcoRI in pCYTEXP1

eingefuhrt werden.

3.1.2.1.2 Klonierungin pET20b(+)

Um hohere Expressionsraten der reifen Lipase ohne Signalsequenz zu erhalten, wurde das

Gen fir die reife Lipase aus dem Plasmid pKWIrLip mit Ndel und EcoRI herausgeschnitten
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und Uber dieselben Schnittstellen in den Vektor pET20b(+) unter die Kontrolle des T+-
Promotors kloniert. Das so erhaltene Plasmid wurde mit pETKWIrLip bezeichnet
(Abb. 3.1.6).

——| N PETKWIrLip

Pr7 rlip

Abbildung 3.1.6: Expressionskonstrukt fiir die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 in
PET20b(+).

Alle fur die rekombinante Expression der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56
verwendeten Plasmide wurden mittels DNA-Sequenzierung auf die Richtigkeit ihrer DNA-
Sequenz Uberprift.

3.1.2.2 Klonierung des Gensfir dasHelferprotein

Die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 bendtigt zur korrekten Faltung ein spezifisches
Helferprotein (Act). Da dieses mit den im vorigen Kapitel beschriebenen Expressions-
konstrukten, in denen das Gen fur das Helferprotein ohne eigenen Promotor downstream des
Lipase-Gens lokalisiert war, in E. coli nicht Uberexprimiert werden konnte (s. folgendes
Kapitel 3.1.2.3), wurden verschiedene Konstrukte zur Uberexpression des Helferproteins
selbst untersucht. Auch hier wurden sowohl das A-Expressionssystem as auch das T+-

Expressionssystem verwendet.

3.1.2.2.1 Klonierungin pCYTEXP1

Fur die Expression des Helferproteins aus Pseudomonas species KWI 56 in E. coli wurden
verschiedene Konstrukte im Vektor pCY TEXPL untersucht (Abb. 3.1.7.). Zur Konstruktion
von Plasmid pKWIAct wurde das Gen fur das Helferprotein (act) mit PCR aus Plasmid
pkwil-6 amplifiziert. Mit Hilfe der hierbei vor dem Startcodon von act eingefuhrten Ndel-
Restriktionsschnittstelle und der EcoRI-Schnittstelle am 5 Ende von act wurde das PCR-
Fragment in den Vektor pCY TEXPL kloniert.

Hydrophobizitétsplots nach der Methode von Eisenberg et al. (1984) offenbarten 2 sehr
hydrophobe Bereiche innerhalb der ersten 70 Aminoséuren der Sequenz des Helferproteins.
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Dieses Ergebnis stimmt mit den Befunden der Strukturanalyse anderer Helferproteine aus
Pseudomonas Uberein (Frenken et al., 1993a; lhara et al., 1995; Quyen et al., 1999; Shibata et
al., 1998b). Vermutlich stellen diese Sequenzen einen Membrananker dar, der fur die
Funktion des Helferproteins nicht erforderlich ist, in Pseudomonas jedoch verhindert, dal3 das
Helferprotein zusammen mit der Lipase ins Medium sekretiert wird (El Khattabi et al., 1999).
Daher wurden zur Konstruktion des Expressionsplasmids pK WId70Act die ersten 210 bp des
Gens fur das Helferprotein (act) mittels PCR deletiert und das Fragment d70act Uber die bei
der PCR eingefihrten Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRI in pCY TEXPL inseriert.

Zur Erhéhung der Expressionsrate und zur Transl okation des Helferproteins in das Periplasma
von E. coli, wurden sowohl act als auch d70act Uber rekombinante PCR mit dem Gen fir die
Signalsequenz ompA fusioniert. Beide Gene wurden Uber die bei der PCR eingefihrten
Restriktionsschnittstellen Ndel und EcoRI in pCYTEXP1 kloniert. Die so entstanden
Plasmide wurden pkK WIompAAct bzw. pKWIlompAd70Act genannt.

—’ e pKWIAct
P. act
7’ B pKWId70Act
P d70act
7>- ———  pKWIompAAct
P. ompA act
7}- —ro pKWIompAd70Act

P. ompA d70act

Abbildung 3.1.7: Expressionskonstrukte fur das Helferprotein aus Pseudomonas species
KW!I 56 in pCYTEXP1.
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3.1.2.2.2 Klonierungin pET20b(+)

Zur Erhohung der Expressionsraten wurden die Gene fir das komplette (act) und das
verkirzte Helferprotein (d70act) aus Pseudomonas species KWI 56 unter die Kontrolle des
starken, IPTG-induzierbaren T7-Promotors auf dem Plasmid pET20b(+) gestellt (Abb. 3.1.8).

— - PETKWIACt
P act

] — PETKWId70Act
Pr7 d70act

Abbildung 3.1.8: Expressionskonstrukte fur das Helferprotein aus Pseudomonas species KWI
56 in pET20b(+).

Hierzu wurden die beiden Gene jeweils mit den Restriktionsenzymen Ndel und EcoRI aus
den Plasmiden pKWIAct bzw. pKWId70Act herausgeschnitten und in den ebenfalls mit Ndel
und EcoRI verdauten Vektor pET20b(+) ligiert. Die so erhaltenen Expressionskonstrukte
wurden als pETKWIAct bzw. pETKWId70Act bezeichnet.

Alle fur die rekombinante Expression des Helferproteins aus Pseudomonas species KWI 56
verwendeten Plasmide wurden mittels DNA-Sequenzierung auf die Richtigkeit ihrer DNA-
Sequenz Uberprift.

3.1.2.3 Expression

Die Expression der Lipase und des Helferproteins aus Pseudomonas species KWI 56 erfolgte
mit den in den vorigen Kapiteln beschriebenen Plasmiden. Bel Expressionskonstrukten, die
auf dem Vektor pCY TEXP1 basieren, wurde E. coli DH5o. als Wirtsstamm verwendet, wenn
die Expressionskonstrukte auf dem Vektor pET20b(+) basierten, mufdte E. coli BL21(DE3)
als Wirtsstamm verwendet werden (vergl. Kapitel 2.5.3). Die Induktion der rekombinanten
Expression in E. coli erfolgte jewells Giber 4 h. Die Expression wurde mittels SDS-PAGE der

Gesamtzellproteine untersucht.
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3.1.2.3.1 Expression der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56

Fur die Expression der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 in E. coli wurden zunéchst
die Klone, in denen das Gen fur die Lipase unter der Kontrolle des hitzeinduzierbaren P, -
Promotors steht, untersucht (Abb. 3.1.9). Als Kontrolle diente der Wirtsstamm DH5o mit
dem verwendeten V ektor pCY TEXP1 ohne Insert (Spur 2), sowie eine nicht induzierte Kultur
(Spur 1). Bel den Versuchen, die Lipase mit ihrer natirlichen Signalsequenz (pKWILipAct,
Spur 3) oder ohne Signalsequenz (pKWIrLipAct, Spur4 und pKWiIrLip, Spur5) zu
exprimieren, konnte 4 h nach Induktion keine zusétzliche Bande auf dem SDS-Gel detektiert
werden. Nach der Fusion des Gens fur die reife Lipase mit der ompA-Signalsequenz in den
Vektoren pKWIlompArLipAct und pKWIlompArLip konnten Expressionsraten der reifen
Lipase von bis zu 60 % Gesamtzellprotein erreicht werden (Abb. 3.1.9, Spuren 6 und 7). Das
fur die reife Lipase erwartete Molekulargewicht liegt bei 33,2 kDa, die im SDS-Ge
detektierte Bande scheint jedoch grof3er zu sein. Dies deutet darauf hin, dal3 die Signal sequenz
OmpA vermutlich nicht abgespalten wurde, die Lipase aso nicht ins Periplasma von E. coli

transportiert und dabei prozessiert wurde.

M 1 23 45 67

7,4 kDA

6,2 kDA
5,0 kDA

1,0 kDA

1,5kDA

4,4 kDA

Abbildung 3.1.9: SDS-PAGE der Expression der rekombinanten Pseudomonas species KWI 56
Lipase in E.coli DH5a unter der Kontrolle des P_-Promotors. Die Proteine wurden mit
Coomassie-Brilliant-Blue geférbt. Spuren: (M) LMW-Standard, Zellysat von E. coli DH50 mit (1)
pKWIompArLip nicht induziert, (2) pCYTEXPL, (3) pKWILipAct, (4) pKWIrLipAct, (5)
pKWIrLip, (6) pkKWIompArLipAct, (7) pKWIompArLip.
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Mit dem Expressionskonstrukt pETKWIrLip konnten unter der Kontrolle des starken T+-
Promotors fur die reife Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 ohne Signalsequenz
Expressionsraten von 50 % in E. coli BL21(DE3) erreicht werden (Abbildung 3.1.10, Spur 2).

Die in E. coli Uberexprimierten Lipasen OmpArLip und rLip lagen beide nahezu inaktiv in
E. coli vor und bildeten unter dem Mikroskop deutlich sichtbare Inclusion-Bodies. Im
Uberstand des Zellaufschlusses konnten Aktivitaten von lediglich 0,23 U/ml bzw. 0,21 U/ml
gemessen werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Erwartungen Gberein. In der Literatur
wurde mehrfach gezeigt, dal3 die Lipasen der Klassen | und Il aus Pseudomonas fir die
korrekte Faltung in ihre aktive Form ein spezifisches Helferprotein bendtigen (Frenken et al.,
1993a; Frenken et al., 1993b; Hobson et al., 1993; lhara et al., 1992; lizumi & Fukase,
19944).

M 1 2 3 4

97,4 kDA
66,2 kDA

45,0 kDA =
el & Abbildung 3.1.10: SDS-PAGE-Analyse der Ex-

presson der rekombinanten Pseudomonas species
31,0kDA ' -— ’ KWI 56 Lipase und ihres Helferproteins in E. coli
BL21(DE3). Die Proteine wurden mit Coomassie-

21,5kDA _ Brilliant-Blue geféarbt. Spuren: (M) LMW-Standard,
= == = Zellysat von E. coli BL21(DE3) mit (1) pET20b(+) (2)
14,4 kDA S8 B B pETKWIrLip, (3) pETKWIAC, (4) pETKWId70Act.

3.1.2.3.2 Expression des Helferproteins aus Pseudomonas species KWI 56

Da mit keinem der beiden Expressionskonstrukte (pKWIrLipAct und pkKWIlompArlipAct), in
denen das Gen fur das Helferprotein direkt downstream von lip lokalisiert war, nach SDS-
PAGE die Expression des 36,5 kDa grof3en Helferproteins detektiert werden konnte, wurden
Plasmide zur getrennten Expression des Helferproteins konstruiert. Das komplette
Helferprotein konnte in pCY TEXP1 weder mit (Abb. 3.1.11, Spur 5) noch ohne die OmpA
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Signalsequenz (Abb. 3.1.11, Spur3) in E.coli Uberexprimiert werden. Auch unter der
Kontrolle des T,-Promotors in pETKWIAct waren fur das komplette Helferprotein nur
Expressionraten bis max. 5 % des Gesamtzellproteins zu erreichen (Abb. 3.1.10, Spur 3). Bei
der Expression des geklrzten Helferproteins (d70Act) konnten mit dem Plasmid
pKWId70Act Ausbeuten von 5-10% des Gesamtzellproteins in E. coli erreicht werden
(Abb. 3.1.11, Spur 4). Das Expressionsplasmid pKWIompAd70Act, das eine Fusion des
gekirzten Helferproteins mit ompA im Plasmid pCYTEXP1 tragt, und pETd70Act, ein
PET20b(+)-Derivat mit dem verkirzten Gen fiur das Héeferprotein, fihrten zu
Expressionsraten von jeweils tber 50 % des Gesamtzellproteins (Abb. 3.1.11, Spur 6 und
Abb. 3.1.10, Spur 4). Dieim SDS-Gel detektierte Bande von OmpAd70Act ist groflder als die
Bande von d70Act, die Signalsequenz OmpA wurde von OmpAd70Act aso nicht
abgespalten.

M 1 2 3 4 5 6

97,4 kDA e

66,2kDA - -

45,0 kDA = i
- -
i

31,0 kDA ; i :

—

14,4 kDA “‘gi |

Abbildung 3.1.11: SDS-PAGE-Analyse der Expression des rekombinanten Pseudomonas
species KWI 56 Helferproteins in E. coli DH5a. Die Proteine wurden mit Coomassie-Brilliant-
Blue geférbt. Spuren: (M) LMW-Marker, Zellysat von E. coli DH50. mit (1) pKWIompAd70Act

nicht induziert, (2) pCYTEXPL, (3) pKWIAct, (4 pKWId70Act, (5) pKWIlompAAct, (6)
pKWIlompAd70Act.
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3.1.3 N-terminale Aminosauresequenzen von OmpArLip und

rLip

Die ersten 31 bzw. 14 N-terminalen Aminosauren der rekombinant in E. coli exprimierten
reifen Lipase fusioniert mit ompA (OmpArLip) bzw. reifen Lipase (rLip) wurden mit der N-
terminalen Aminosdure-Sequenzierung nach Edman (1950) bestimmt (Abb. 3.1.12 und
3.1.13).

Die bei der Sequenzierung von OmpArLip erhaltene Aminosduresequenz (Abb. 3.1.12) ist
identisch mit der Sequenz des Signalpeptids OmpA gefolgt von der N-terminalen
Aminosduresequenz der reifen Lipase aus Pseudomonas species KWI 56. Die N-terminae
Sequenz des exprimierten Fusionsproteins hat also die korrekte Sequenz, das Signalpeptid
OmpA wird jedoch nicht abgespalten. Dies |&3t den Schlul3 zu, dal? die in Inclusion-Bodies
akkummulierte Lipase nicht ins Periplasma von E. coli transportiert und dabel prozessiert
wird, sondern im Cytoplasmavon E. coli verbleibt.

Mit der N-terminalen Aminosaure-Sequenzierung der reifen Lipase ohne Signalpeptid (rLip)
konnte die Richtigkeit der erwarteten N-terminalen Sequenz bestatigt werden (Abb. 3.1.13).

1 5 10 15
Met-LysLysThr-Ala-lle-Ala-lle-Ala-Val-Ala-L eu-Ala-Gly-Phe]
OmpA-L eader-Sequenz

20 25 30
|Ala-Thr-Val-Ala-GIn Ala-Ala-Asp-Gly-Tyr-Ala-Ala-Thr-Arg-Tyr-Pro
reife Lipase

Abbildung 3.1.12: N-terminale Sequenzierung von OmpArLip.

1 5 10
IAla-Asp-Gly-Tyr-Ala-Ala-Thr-Arg-Tyr-Pro-lle-lle-L eu-Val
reifeLipase

Abbildung 3.1.13: N-terminale Sequenzierung von rLip.
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3.1.4 In-vitro-Refolding der Lipase aus Pseudomonas species
KWI 56

3.1.4.1 Schnell-Refolding

Um die inaktiv in E. coli exprimierte Lipase mit Hilfe ihres spezifischen rekombinanten
Helferproteins in ihre aktive Form falten zu kdnnen, wurde ein schnelles und effektives
In-vitro-Refolding entwickelt (Abb. 3.1.14). E. coli Zellen, die rekombinant Uberexprimierte
Lipase enthalten, und E.coli Zellen, die rekombinant Uberexprimiertes Helferprotein
enthalten, wurden jeweils mit 8 M Harnstoff aufgeschlossen und die Zelltrimmer
abzentrifugiert. Die im Uberstand befindliche denaturierte Lipase konnte direkt zum

Refolding mit dem ebenfallsim Uberstand denaturierten Helferprotein eingesetzt werden. Das

E. coli mit exprimierter E. coli mit exprimiertem
rekombinanter Lipase rekombinantem
* Helferprotein
optional:
Zellaufschluf3

Waschen der |B

'

Solubilisierung der IB Zellaufschluf3 in
in 8 M Har nstoff 8 M Har nstoff

\/

Refolding der Lipasein Gegenwart von dquimolaren
Mengen an Helfer protein (50-100 ug/ml) fur 24 h bei
4°C in Wasser

Abbildung 3.1.14: Schnelles und effektives In-vitro-Refolding der rekombinanten Lipase aus
Pseudomonas species KW1 56. ,, Inclusion Bodies* wurde mit ,, 1B* abgekiirzt.
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Refolding erfolgte fir 24 h bel 4°C in Wasser, wobei jewells aquimolare Mengen an Lipase
und Helfer in einer Endkonzentration von ca. 50 bis 100 pug/ml eingesetzt wurden (vergl.
Kapitel 2.8.5). Die Mengen an Lipase und Helferprotein wurden aus Coomassie-geférbten
SDS-Gelen abgeschétzt. Fur die rekombinant in E. coli exprimierte Lipase aus Pseudomonas
species KWI 56 konnten mit diesem schnellen und sehr effizienten In-vitro-Refolding
Ausbeuten von 310 000 U/g Z€llen (Substrat: Triolein) errreicht werden (Tab. 3.1.4).

Tabelle 3.1.4: Ausbeute der rekombinant in E. coli exprimierten Lipase aus Pseudomonas species
KWI 56 nach In-vitro-Refolding. Die Aktivitdét der Lipase wurde im pH-Stat-Assay mit
verschiedenen Substraten bestimmt.

Substrat Ausbeutein [U/g Zellnal3gewicht]

Tributyrin (C4) 200 000 U/g
Tricaprylin (C8) 370000 U/g
Trimyristin (C14) 420 000 U/g
Triolein (C18) 310 000 U/g

3.1.4.2 AufschlufRmethoden

Um zu Uberprifen, ob verschiedene ZellaufschluR-Methoden einen EinfluR auf die
Effektivitét des Refoldings haben, wurden E. coli Zellen, die die reife Lipase (pETKWIrLip)
bzw. gekurztes Helferprotein fusioniert mit ompA (pKWIOmpAd70Act) exprimierten sowohl
mit Harnstoff als auch mit Ultraschall aufgeschlossen. Nach dem Harnstoff-Aufschlul? lagen
sowohl Lipase als auch Heferprotein denaturiert in Loésung vor (LipH bzw.
OmpAd70Act H). Nach Ultraschall-Aufschlul3 lag das Helferprotein in Ldsung nativ im
Uberstand vor (OmpAd70Act U), wihrend die Lipase, die in E. coli in Form von Inclusion-
Bodies aggregiert, unldslich im Pellet vorlag. Die Inclusion-Bodies konnten durch
mehrmaliges Waschen gereinigt werden und in einem weiteren Schritt mit 8 M Harnstoff

solubilisiert werden, die Lipase lag dann gereinigt und denaturiert in Losung vor (Lip UH).
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Relative Aktivitét in [%]

rLip H: rLip UH: rLip UH:
OmpAd70ActH OmpAd70ActH OmpAd70Act U

Abbildung 3.1.15; EinfluB der AufschluBmethode auf die Aktivitdt der rekombinanten
Pseudomonas species KWI 56 Lipase nach dem In-vitro-Refolding. Denaturierte Lipase (rLip H
oder rLip UH) wurde unter Einsatz des denaturierten Helferproteins (OmpAd70Act H) und des nativen
Helferproteins (OmpAd70Act U) in vitro rekonstituiert. Die nach dem Refolding gewonnene Aktivitét
wurde mit dem pNPP-Assay bestimmt und ist in [%] angegeben. Die nach dem Refolding von rLip H
mit OmpAd70Act H gewonnene Aktivitat wurde als 100 % gewahit.

Sowohl natives, als auch denaturiertes Helferprotein wurde zum Refolding der denaturierten
gereinigten oder ungereinigten Lipase eingesetzt (Abb. 3.1.15). Auf die nach dem Refolding
erreichte Aktivitédt hat der Reinigungsgrad der Lipase keinen Einfluf3, Refolding der
denaturierten ungereinigten Lipase (Lip H) fuhrte zu gleicher Aktivitét wie das Refolding der
gereinigten und denaturierten Lipase (Lip UH). Das Helferprotein kann sowohl im nativen
(OmpAd70Act U) als auch im denaturierten (OmpAd70Act H) Zustand zum effektiven
Refolding der Lipase eingesetzt werden.

3.1.4.3 Reinigung der Incluson-Bodies und Bestimmung der spezifischen
Aktivitat

Da die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 in E. coli in Inclusion-Bodies aggregiert,
kann die Lipase relativ einfach gereinigt werden. Die nach dem Zellaufschluf3 gewonnenen
Inclusion-Bodies konnten mit Hilfe verschiedener Waschschritte gereinigt und anschlief3end
durch Einsatz von 8 M Harnstoffpuffer solubilisiert werden (vgl. Kapitel 2.8.2.2). Mittels
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SDS-PAGE wurde der Aufschlul analysiert (Abb. 3.1.21). Die Lipase liegt nahezu rein im
Harnstoffiberstand vor, auf dem SDS-Gel sind kaum andere Proteine detektierbar.

<
Zell-Lysat

97,4 kDA
66,2 kDA

45,0 kDA

31,0 kDA

21,5 kDA

14,4 KDA

¥
'

qi

| B-Préparation

Abbildung 3.1.21: SDS-PAGE nach Renigung und
Solubilisierung von Inclusion-Bodies der rekombinanten
Pseudomonas species KWI Lipase. Die Proteine wurden

mit Coomassie-Brilliant-Blue geférbt.

Die so gereinigte Lipase wurde ebenfalls dem In-vitro-Refolding mit ihrem spezifischen

Helferprotein unterzogen. Es konnte eine spezifische Aktivitét der gereinigten Lipase von
3900 U/mg im Refolding eingesetzter Lipase (Substrat: Triolein) erreicht werden. Die
Ausbeute bezogen auf die urspringlich eingesetzte Zellmasse betragt 310 000 U/g Zellen.
Dieser Wert ist gleich der Ausbeute beim Refolding der Lipase aus dem Gesamtzellextrakt
(310 000 U/g Z€llen), bei der Aufreinigung traten also keine Verluste auf.

3.1.4.4 Verschiedene Expressionskonstrukteim Refolding

Um zu Uberprifen, ob die verschiedenen Expressionskonstrukte fir die Lipase und deren

Helferprotein aus Pseudomonas species KWI 56, die erfolgreich in E. coli Uberexprimiert
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werden konnten, Einflu auf die Effektivitédt des Refoldings und die Aktivitat der Lipase
haben, wurden verschiedene Expressionskonstrukte im Refolding verwendet. Fir die Lipase
kamen Zellen mit den Plasmiden pKWIOmpArLip, pK WIOmpArLipAct und pETKWIrLip
zum Einsatz, fur das Helferprotein wurden Zellen mit den Expressionsplasmiden
pKWIOmMpAd70Act und pETKWId70Act verwendet. Vor dem Refolding wurden alle Zellen
mit Harnstoff aufgeschlossen. In Abb. 3.1.16 sind die nach dem Refolding erreichten
Aktivitéten in [%] angegeben. Es konnte gezeigt werden, dal3 die mit ompA fusionierte
Lipase (OmpArLip) nach Rickfatung nur zu etwa 10 % der Aktivitét der reifen Lipase ohne
Signalsequenz (rLip) fuhrt. Offensichtlich verhindert die ompA-Signalsequenz, die nicht
abgespalten wird, effektives Refolding. Dabel spielt es keine Rolle, ob wéhrend der
Expression der Lipase schon geringe Mengen an Helferprotein in der Zelle vorhanden
(OmpArLipAct) sind oder nicht (OmpArLip). Auch ein Refolding der Lipase ohne
Helferprotein fuhrt nur zu etwa 5 bis 10 % der Aktivitét, die mit Helferprotein erreicht wird.

100
80
60

40

20

Relative Aktivitiit in [%]

7 rLip
OmpArLip5
OmpArLipAct4

d70Act

OmpAd70Act
ohne Act

Abbildung 3.1.16: Verschiedene Expressonskonstrukte der rekombinanten Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56 im in-vitro-Refolding. Die Abbildung zeigt die im pNPP-Assay
bestimmte Aktivitét in [%] der verschiedenen Lipase-Konstrukte nach dem Refolding mit
Helferprotein mit und ohne die Signalsequenz OmpA und ohne Helferprotein. Die Aktivitét, die nach
dem Refolding von rLip mit OmpAd70Act erreicht wurde, ist mit 100 % angegeben.
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Diein der Literatur beschriebene Erfordernis des Helferproteins fur die korrekte Faltung der
Lipase in ihre aktive Form konnte also bestétigt werden.

Refolding von rLip mit dem gekirzten Helferprotein mit ompA-Signasequenz
(ompAd70Act) fuhrte zu etwa 20 % hoherer Aktivitdt als Refolding mit gekirztem Helfer-
protein (d70Act). Wahrend die ompA Signalsequenz an der Lipase effektives In-vitro-
Refolding der Lipase verhindert, stort die ompA Signalsequenz am gekiirzten Helferprotein
den Refoldingprozef nicht.

3.1.4.5 Einflul3 verschiedener Puffer auf dasIn-vitro-Refolding

Das In-vitro Refolding der Lipase wurde bisher in H,O durchgefihrt. Durch Einsatz
verschiedener Puffer und Salze im Refolding wurde untersucht, ob eine Zunahme der Lipase-
Aktivitét erreicht werden kann. Die Durchfihrung erfolgte mit rLip H und OmpAd70Act H
(Abb. 3.1.17). Nach 20 h und 11 Tagen In-vitro-Refolding bei 4°C wurde jeweils die Aktivitat
im Refoldingansatz bestimmt. Es konnte festgestellt werden, dal3 der Einsatz von Puffer
gegenuber purem H,O keinen Vorteil bietet. Auch der pH-Wert des Puffers scheint keinen
Einflul auf die Effektivitét des Refoldings zu haben. Die Zugabe von Salzen, wie NaCl und
CaCl,, verschlechtert die Ausbeute an Aktivitdt. Wahrend die Zugabe von EDTA das
Refolding nicht beeinflufd, scheint die Zugabe von Glycerin einen positiven Effekt auf die
Aktivitét der Lipase zu haben. Dieser Effekt ist jedoch eher gering und wiegt die mit dem
Einsatz von Glycerin verbundenen Probleme bei der Konzentration oder Gefriertrocknung der
Lipase nicht auf. Daher wurde in allen weiteren Experimenten nach wie vor H,O as
Refoldingl6sung verwendet.

Aus den Messungen nach 20 h und 11 Tagen Refolding wird ersichtlich, dal3 die erreichte
Aktivitdt mit der Dauer des Refoldings generell eher steigt. Daher wurde im folgenden der
Verlauf der Ruckfaltung der Lipase untersucht.
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Abbildung 3.1.17: Einflu3 der Puffer auf das In-vitro-Refolding der rekombinanten
Pseudomonas species KW1 56 Lipase. Die nach dem Refolding im pNPP-Assay bestimmte Aktivitét
ist in [%)] angegeben, die Aktivitdt nach 20 h Refolding in H,0 wurde as 100 % angenommen.
Zusammensetzung der Puffer: Puffer 1. H,O; Puffer 22 50 mM TrigHCI, pH 6; Puffer 3: 50 mM
TrigHCI, pH 7; Puffer 4: 50 mM Trig/HCI, pH 8; Puffer 5: 50 mM TrigHCI, pH 9; Puffer 6: 50 mM
TrigHCI, pH 7, 1 mM EDTA; Puffer 7: 50 mM TrigHCI, pH 7, 5% Glycerin; Puffer 8: 50 mM
TrigHCI, pH 7, pH 8, 5% Glycerin; Puffer 9: 50 mM TrigHCI, pH 7, pH 7, 10% Glycerin; Puffer 10:
50 mM Tris/HCI, pH 7, pH 8, 10% Glycerin; Puffer 11: 50 mM TrigHCI, pH 7, pH 8, 5% Glycerin, 10
mM NaCl,; Puffer 12: 50 mM TrigHCI, pH 7, pH 8, 10% Glycerin, 10 mM NaCl,, 1 mM EDTA;
Puffer 13: 50 mM Tris/HCI, pH 7, pH 8, 50 mM NaCl,; Puffer 14: 50 mM Trig/HCI, pH 7, pH 8, 100
mM NaCl,; Puffer 15: 50 mM TrigHCI, pH 7, pH 7, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl,; Puffer 16: 50 mM
TrigHCI, pH 7, pH 7, 10mM CaCl,.

3.1.4.6 Kinetik desln-vitro-Refoldings

Um den Einflul der Inkubationsdauer und Inkubationstemperatur auf die Effektivitdt der
Rickfaltung der rekombinanten Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 zu untersuchen,
wurde eine Refoldingkinetik bel 4°C und RT Uber einen Zeitraum von 5 Tagen aufgenommen
(Abb. 3.1.18). Das Refolding erfolgte in H,O unter den in Kapitel 2.8.4 angegeben Standard-
bedingungen.
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Die Rekongtitution der rekombinant in E. coli exprimierten Lipase in ihre aktive Form in
Anwesenheit ihres Helferproteins folgt einer Sattigungskinetik. Die Lipaseaktivitéat steigt mit
der Dauer des In-vitro-Refoldings stark an und erreicht nach etwa 24 h ein Plateau. Generell
kann beim In-vitro-Refolding bei RT nur etwa 50 % der Aktivitét der bei 4°C riickgefalteten
Lipase erreicht werden.

Wahrend die Lipase bel 4°C Uber mindestens 5 Tage in der Refolding-Losung stabil bleibt,
scheint die Aktivitét der Lipase bel RT nach dem Erreichen Ihres Maximums wieder leicht zu

sinken.

Relative Aktivitat in [%]

T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Zeitinh

Abbildung 3.1.18: Kinetik des In-vitro-Refoldings der rekombinanten Lipase aus Pseudomonas
species KWI 56 bei 4°C und bei RT. Die Aktivitét der Lipase wurde im pNPP-Assay bestimmt und
ist in [%] angegeben. Die nach 48 h In-vitro-Refolding bei 4°C erreichte Lipase-Aktivitét wurde als
100 % angenommen.
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3.1.4.7 EinfluR der Verdinnung im Refolding

Um zu Uberprifen, ob die Konzentration der Lipase im Refolding-Ansatz einen Einfluld auf
die Effizienz der RuUckfaltung der rekombinant in E.coli exprimierten Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56 hat, wurde das In-vitro-Refolding mit verschiedenen Lipase-
Konzentrationen durchgefihrt. Die Konzentration des eingesetzten Helferproteins entsprach
jewells der Lipasekonzentration, so dal3 Lipase und Helferprotein immer im Verhdtnis 1.1 im
Refoldingansatz vorlagen. Einhergehend mit der Anderung der Lipasekonzentration andert
sich auch der Anteil an Harnstoff im Refoldingpuffer, da Lipase und Helferprotein in
Harnstoff denaturiert vorliegen. Daher wurde in Abb. 3.1.19 die Menge an eingesetzter Lipase
as Verdunnung der Lipase aus dem Uberstand des Harnstoffaufschlusses angegeben. Die
Konzentration der aus Inclusion-Bodies gereinigten Lipase im Harnstoffiberstand betrug
7,5 mg/ml. Bel der Standard-Verdinnung 1:100 im Refolding entspricht dies einer Lipase-
Konzentration von 75ug/ml im Refolding-Ansatz. Die beste Ruckfaltungseffizienz der
Lipase beim In-vitro-Refolding wurde mit Verdinnungen des Harnstoffaufschlusses von

1:100 und 1:250, also einer Lipase-Konzentration zwischen 30 und 75 ug/mg, erreicht. Bei
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Abbildung 3.1.19: Einflul3 der Konzentration der rekombinant in E. coli exprimierten Lipase
aus Pseudomonas species KWI 56 im In-vitro-Refolding. Die Menge an eingesetzter Lipase im
Refolding ist a's Verdiinnung der Lipase aus dem Uberstand des Harnstoff-Aufschlusses angegeben.
Die Menge des eingesetzten Helfers entspricht immer der Menge an eingesetzter Lipase. Die nach
dem Refolding erreichte Aktivitdt der Lipase wurde mit dem pNPP-Assay bestimmt und ist in [%]
angegeben. 100 % entsprechen der Aktivitét, die bel einer 1:100 Verdinnung erreicht wurden.
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hoheren Konzentrationen sinkt die Ausbeute an aktiver Lipase. Bei geringeren Lipase-
Konzentrationen, also grofRerer Verdinnung im Refolding, sinkt die Effizienz der Ruckfaltung
ebenfalls. Da kleinere Volumina fur die Rekonstitution der Lipase erwinscht sind, wurde das
In-vitro-Refolding der Lipase standardmaig mit Lipase-Konzentrationen von 50 bis

75 ug/mg durchgefihrt.

3.1.4.8 Verhédltnisvon Lipase und Helferprotein im In-vitro-Refolding

Zur Untersuchung des optimalen Mengenverhaltnisses zwischen Lipase und Helferprotein im
Refolding wurde unter Standardbedingungen die Konzentration des im Refolding-Ansatz
eingesetzten Helferproteins variiert. Die Menge an eingesetzter Lipase war in allen Ansédtzen
dieselbe (75 ug/ml). Die Konzentration des Helferproteins im Harnstoffiberstand wurde aus
dem Gesamtproteingehalt des Harnstoffiberstandes und dem Anteill rekombinanten
Helferproteins aus dem Gesamtprotein Uber das SDS-Gel abgeschétzt. Das In-vitro-Refolding
der in E.coli exprimierten Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 ist beim Einsatz
aquimolarer Mengen von Lipase und Helferprotein am effizientesten (Abb. 3.1.20). Eine
Verdopplung oder Habierung der Konzentration des Helferproteins fuhrt zu etwa 20 %
geringerer Ausbeute an Aktivitét der Lipase.
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Abbildung 3.1.20: Einfluld des Verhaltnisses von Lipase und Helferprotein im In-vitro-Refolding
auf die Aktivitat der rekombinanten Pseudomonas species KWI 56 Lipase. Die relative Aktivitét
der Lipase nach In-Vitro-Refolding wurde mit dem pNPP-Assay bestimmt und ist in [%)] angegeben.
100 % entspricht der Aktivitét, die nach dem Refolding mit Lipase und Helferprotein im Verhdtnis
1:1 erreicht wurde.
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3.1.5 Batch-Fermentation

Zur Herstellung groRRerer Mengen an Lipase und Helferprotein wurden E. coli BL21(DE3)
PETKWIrLip und E. coli DH50. pKWIompAd70Act im 51 und 30I-Mafdstab fermentiert
(Abb. 3.1.22). Bei der Durchfuihrung der Batch-Fermentationen konnten bei der Expression
der Lipase in E. coli BL21(DE3) Ausbeuten von 4 bis 5 g Zellnal3gewicht/l Medium erreicht
werden. Bei der Expression des Helferproteins in E. coli DH50, war die Ausbeute an Zellen

etwas geringer (3,8 bis 4,5 g/l), da die Induktion der Expression durch einen Temperaturshift

Expression der Lipase: Expression des Helfers:
— Induktion: -
2 £ 04mM IPTG 42°C T £
- < - <
M s < N M = <
P
97,4 kDA - 54 . P 97,4 kDA
66,2 kDA - 4 |/. 66,2 kDA
2 Induktion / n
45,0 kDA | S l / 45,0 kDA - 88
e —— 1 . '?'?'7/. —
o -
3L0KDA ! — 31,0 kDA -
Fermantationsdauer in[h]
21,5kDA
215 kDA W
Ausbeute: 4-6 g Zellen/I
- g 144KDA s

Abbildung 3.1.22: Fermentation: Produktion von Lipase und Helferprotein aus Pseudomonas
species KWI 56. Die Expression von Lipase und Helferprotein erfolgte im 5 1 und 30 | Mal3stab. Fir
die Expression der Lipase wurden E. coli BL21(DE3) mit dem Plasmid pETKWIrLip bei einer ODszg
von ca 1 mit 0,4 mM IPTG induziert. Die Wachstumskurve ist mit Punkten markiert. Auf dem SDS-
Gel links wurde das Gesamtzellprotein vor und 4 h nach der Lipase-Induktion aufgetragen. Die
Expression des Helferproteins erfolgte in DH50e mit dem Plasmid pKWIompAd70Act, die Induktion
erfolgte ebenfalls bel ODs;g von ca. 1, jedoch durch einen Temperaturshift auf 42°C. Die
Wachstumskurve ist mit Kastchen gekennzeichnet. Das SDS-Gel rechts zeigt das Gesamtzellprotein
vor und 4 h nach der Induktion der Expression des Helferproteins.
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von 37°C auf 42°C erfolgte und E. coli bei hdheren Temperaturen eine geringere Wachstums-
rate hat. Die Ausbeuten entsprechen auch der Zellausbeute bel der Expression im Schiittel-
kolben mit Schikanen.

Auch die Expressionsraten von rekombinanter Lipase und deren Helferprotein aus
Pseudomonas species KWI 56 lagen bel der Fermentation entsprechend den Ergebnissen aus
dem Schiittelkolben ebenfalls bel etwa 50 % (Abb. 3.1.22).

3.1.6 Charakteriserung der rekombinanten Lipase aus

Pseudomonas species KWI 56

Fur die Charakterisierung der rekombinanten Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 wurde
die aus Inclusion-Bodies gereinigte Lipase dem In-vitro-Refolding mit ihrem spezifischen
Helferprotein unter den oben beschriebenen Standardbedingungen unterzogen. Wenn nicht
anders vermerkt, wurde die Lipase fir die Charakterisierung direkt aus dem Refolding-Ansatz
verwendet.

3.1.6.1 EinfluR der Temperatur auf die Lipaseaktivitat

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der Aktivitét der in E. coli exprimierten Lipase
aus Pseudomonas species KWI 56 wurde die Aktivitdt mit dem pNPP-Assay bei
verschiedenen Temperaturen gemessen (s. Kapitel 2.7.4.1). Die maximale Aktivitat der
Lipase wurde bei Temperaturen zwischen 60°C und 80°C erreicht (Abb. 3.1.23). Selbst bei
90°C sinkt die Aktivitédt nur um etwa 20 %. Bei Temperaturen zwischen 20°C und 40°C
konnten hingegen lediglich 10 bis 35% der maximalen Aktivitdt gemessen werden. Die

Lipase ist also thermophil.

92



Ergebnisse

100 4 ./.\.
< 1 ./ \
~ 804 °
S 604
=
< 40- °
s 1
= 20-
T 7
o 1 @

O T T T T

20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatur in °C

Abbildung 3.1.23: EinfluR der Temperatur auf die Aktivitét der rekombinanten Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56. Die relative Aktivitdt wurde mit dem pNPP-Assay bel verschiedenen
Temperaturen bestimmt und ist in [%] angegeben. 100 % entsprechen der Aktivitét der Lipase bei
60°C.

3.1.6.2 Temperaturstabilitat

Zur Untersuchung der Stabilitét der rekombinant in E. coli exprimierten Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56 wurden jeweils Aliqots der Lipaseldsung bei verschiedenen
Temperaturen inkubiert und die verbliebene Restaktivitét nach unterschiedlicher Inkubations-
dauer mit dem pNPP-Assay bestimmt (s. Kapitel 2.7.4.1). Die rekombinante Lipase ist bis
37°C Uber mindestens 20 h stabil (Abb. 3.1.24). Nach halbstiindiger Inkubation der Lipase bei
60°C oder noch hoheren Temperaturen sinkt die Restaktivitét auf ca. 20 % der urspriinglichen
Aktivitét. Bei 50°C kann die langsame Deaktivierung der Lipase beobachtet werden. Die
Halbwertszeit liegt hier bel etwas h.
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Abbildung 3.1.24: Temperaturstabilitdt der rekombinanten Pseudomonas species KWI 56
Lipase. Die Restaktivitéat wurde jeweils mit dem pNPP-Assay bestimmt und ist in [%] angegeben.
Die eingesetzte Aktivitét bei 0 h wurde als 100 % gesetzt.

3.1.6.3 pH-Einflufd auf die Lipaseaktivitat

Zur Bestimmung des pH-Optimums der rekombinant in E. coli exprimierten Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56 wurde die Lipaseaktivitdt im pH-Stat bei verschiedenen pH-
Werten mit Tributyrin als Substrat gemessen (vergl. Kapitel 2.7.4.2 und 2.7.3.2). Die
Aktivitét der Lipase steigt im Bereich von pH 6 bis pH 9 leicht an (Abb. 3.1.25). Bei pH 10
ist die Lipaseaktivitat nur um etwa 15 bis 20 % geringer, wahrend die gemessene Aktivitét bei
pH 5 auf 60 % und bel pH 4 sogar auf 13 % sinkt.
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Abbildung 3.1.25: Einflul? der pH-Wertes auf die Aktivitat der rekombinanten Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56. Die relative Aktivité wurde im pH-Stat bei verschiedenen pH-
Werten mit Tributyrin als Substrat bestimmt und ist in [%] angegeben. 100 % entsprechen der
Aktivitét bei pH 8.

3.1.6.4 pH-Stabilitat

Zur Untersuchung des Einflusses des pH-Wertes auf die Stabilitét der rekombinant in E. coli
exprimierten Pseudomonas species KWI 56 Lipase wurde die Restaktivitét der Lipase nach
16-stindiger Inkubation in Puffern unterschiedlicher pH-Werte mit dem pNPP-Assay
bestimmt (s. Kapitel 2.7.4.2). Im pH-Bereich von pH 7 bis 9 bleibt die Lipase stabil, nach
Inkubation bei pH 9 scheint die Aktivitét sogar leicht zu steigen. Nach Inkubation bel pH 6
und pH 10 sind noch 60 bis 70 % Restaktivitdt vorhanden, bei pH-Werten kleiner 6 und
grof3er 10 sinkt die gemessene Restaktivitét signifikant (Abb. 3.1.26).
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Abbildung 3.1.26: Stabilitdt der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 nach
16stindiger Inkubation be verschiedenen pH-Werten. Die Restaktivitét wurde mit dem
pPNPP-Test bestimmt und ist in [%] angegeben. Die eingesetzte Aktivitdt wurde as 100 %
gesetzt.

3.1.6.5 Einflul3 von CaCl, auf die Lipaseaktivitat

Der Zusatz von 10mM CaCl, zur Triolein-Substratlosung bei der Messung der Lipase-
Aktivitdt im pH-Stat-Assay hatte keinen Einflu3 auf die Aktivitét der rekombinanten
Pseudomonas species KWI 56 Lipase. Die spezifische Aktivitét der Lipase wurde mit und
ohne Zusatz von CaCl, mit 3900 U/mg bestimmt.
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3.1.6.6 Substratspezifitat der Lipase

Die Substrat- bzw. Kettenlangenspezifitat der rekombinant in E. coli exprimierten Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56 gegenlber Triacylglyceriden mit unterschiedlichen
Acylkettenldngen wurde zunéchst im pH-Stat-Assay untersucht. Als Substrat bel der Messung
der Aktivitét der Lipase diente jeweils ein Triacylglycerid mit definierter Acylkettenlange
(Tributyrin (C4), Tricaproin (C6), Tricaprylin (C8), Tricaprin (C10), Trilaurin (C12),
Trimyristin (C14), Tripalmitin (C16), Triolein (C18:1)).

Die Lipase hat ein breites Substratspektrum (Abb. 3.1.27). Alle untersuchten Substrate
wurden umgesetzt. Maximale Aktivitdt zeigte die Lipase mit Trimyristin (C14), dicht gefolgt
von Tricaprylin (C8) und Tricaprin (C10). Bevorzugte Substrate sind generell mittelkettige
Triacylglyceride.

1407

Relative Aktivitiit in [%]
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Abbildung 3.1.27: Substratspektrum der rekombinanten Pseudomonas species KWI 56 Lipase.
Die Lipaseaktivitdt wurde im pH-Stat-Assay gegeniiber Triacylglyceriden unterschiedlicher Acyl-
kettenldngen gemessen. Die Aktivitét mit Triolein als Substrat wurde als 100 % angenommen, die

Aktivitdten mit anderen Substraten sind als relative Aktivitét in [%] angegeben.

Da insbesondere die mittelkettigen Triacylglyceride oft sehr schlecht 16sliche Substrate sind,
wodurch exakte Messungen im pH-Stat-Assay erschwert werden, wurde ein weiteres
Experiment zur Untersuchung der Substratspezifitét durchgefiihrt (Abb. 3.1.28). In einem
kompetitiven Assay mit einem ,random oil“ und anschlief3ender gaschromatographischer

Detektion konnte die Kettenlangenspezifitét untersucht werden. ,Random oil* ist ein
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synthetisiertes Ol, das ein Fettsiurespektrum von C8 bis C18 mit einer Gleichverteilung der
Fettsurereste auf alle 3 Positionen aufweist.

Die Untersuchungen der Kettenlangenspezifitat der rekombinanten Lipase aus Pseudomonas
species KWI 56 mit ,random oli“ zeigen deutlich das breite Substratspektrum. Alle 8 im
Olgemisch vorhanden Fettsaurereste wurden zu Anteilen von 10 bis 15 % von der Lipase
abgespalten. Wahrend zu Beginn des Umsatzes Myristinsaure (C14) und Pamitinsaure (C16)
die favorisierten Substrate sind, verschiebt sich das Spektrum mit Fortschreiten der
Umsetzung zugunsten von Caprylsdure (C8) und Caprinsdure (C10). Die Unterschiede sind
jedoch sehr marginal.

20
§ 15 Bso,
= 010%
$ 10 D15%
«n
S . H20%

C8 C10 Cl12 C14 Ci16 cC180 C181 C182
Kettenlange

Abbildung 3.1.28: Kettenlangenspezifitat der rekombinanten Pseudomonas species KWI 56
Lipase. Zur Bestimmung der Kettenléngenspezifitdt wurde ein Gemisch aus verschiedenen
Triglyceriden mit Fettsduren unterschiedlicher Kettenldngen an alen 3 Positionen (,Random oil*,
Unilever) hydrolysiert. Die freigesetzten Fettsduren wurden nach einem Gesamtumsatz von 5, 10, 15
bzw. 20 % im GC analysiert. Der Anteil der abgespaltenen Fettséuren jeder Kettenlénge ist in [%0]
angegeben.
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3.2 Lipase aus Chromobacterium viscosum

Fur die rekombinante Expression der Lipase aus Chromobacterium viscosum in E. coli
wurden die Gene fir die Lipase (lipA) und deren Helferprotein (lipB) ebenfals synthetisch
hergestellt. Vorteile der Gensynthese gegentiber der herkdmmlichen Klonierung aus dem
Wildtyp-Stamm sind insbesondere die Mdglichkeit, die Codon-Usage der Gene fur die
rekombinante Expression im Wirtsstamm zu optimieren und die Gene strategisch in
Fragmente zu unterteilen, die weiterflhrende Arbeiten wie Protein-Engineering oder

Untersuchung einzelner Domanen erleichtern (vergl. Kapitel 3.1).

3.2.1 Synthese der Gene fur die Lipase und das Helferprotein aus

Chromobacterium viscosum

3.2.1.1 Gen-Design

Das Design der Gene erfolgte entsprechend der bereits fir die synthetischen Gene fur die
Lipase und deren Helferprotein aus Pseudomonas species KWI 56 beschriebenen Vorgehens-
weise (Kapitel 3.1). Die synthetischen Gene fir die Lipase (lipA) und deren Helferprotein
(lipB) aus Chromobacterium viscosum wurden fir die rekombinante Expression in E. coli
optimiert (Abb. 3.2.1). Wéhrend in der genomischen Organisation in Chromobacterium das
Startcodon ATG von lipB mit dem Stopcodon von lipA GTA um das A Uberlappt (Sequenz
GTATG), und damit die ORFs von lipA und lipB nicht dasselbe Leseraster besitzen, wurdeim
synthetischen Gencluster entsprechend der Organisation der Gene aus Pseudomonas species
KWI 56 das Startcodon von lipB 3 Basenpaare downstream des Stop-Codons von lipA
plaziert. Das 2,2 kb grof3e Gencluster wurde in 6 Boxen unterteilt, die jeweils durch eine
singuldre Restriktionsschnittstelle voneinander getrennt sind. Zusétzlich wurde ein Reihe
weiterer singuldrer Restriktionsschnittstellen eingefuhrt, um spétere Klonierarbeiten zu
erleichtern. Die Codon-Usage der synthetischen Gene wurde der Codon-Usage von E. coli
angepaldt, selten in E. coli verwendete Codons wurden durch hdufig verwendete ersetzt
(Tab. 3.2.2 und 3.1.3). Gleichzeitig konnte der GC-Gehalt der beiden Gene von 73 % auf
69 % verringert werden (Tab. 2.2.1). Die synthetisch hergestellte DNA-Sequenz ist zu 77 %
identisch mit der DNA-Sequenz der Wildtyp-Gene. Abbildung 3.2.2 zeigt die
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Aminosduresequenzen von Lipase und Helferprotein aus Chromobacterium viscosum, die
dazugehorigen Wildtyp-Gene und die von der Aminosauresequenz abgel eitete DNA-Sequenz
der synthetischen Gene lipA und lipB.
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Abbildung 3.2.1: Aufbau der synthetischen Gene lipA und lipB aus Chromobacterium viscosum.
Die synthetischen Gene lipA und lipB sind mit grauen Pfeilen dargestdit. Die Startcodons von lipA
und lipB (ATG), sowie die Stopcodons (TAA) sind in den Genen markiert. Die eingefihrten
singuléren Restriktionsschnittstellen sind Uber dem Gen angezeichnet. Die schwarz umrandeten
Restriktionsschnittstellen begrenzen die jeweiligen Boxen. Die einzelnen Boxen wurden aus den unten

durch schwarze und graue Linien angezeichneten Oligonukleotiden synthetisiert.

Tabelle 3.2.1: GC-Gehalt der Wildtyp-Gene lipA und lipB aus Chromobacterium viscosum und

den synthetischen Genen lipA und lipB.

Wildtyp-Gen 69,6% 77,2% 73,3%

Synthetisches Gen: 56,1% 64,5% 60,3%
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Tabelle 3.2.2: Codon
Chromobacterium viscosum. Angegeben ist jeweils die Anzahl der verwendeten Codons und ihr

Usage und Aminosaure-Zusammensetzung der Lipase aus

prozentualer Anteil.

Amino- | Anzahlin  Codon-Usagein lipA Wildtyp Codon-Usage im synthetischen lipA
saure
Ala 51 (14,2%) |GCG (34;9,5%) |GCA (1;0,3%) |GCT (24;6,7%) |GCG (4;1,1%)
GCC (16; 4,5%) | GCT (0) GCA (23; 6,4%) |GCC (0)
Arg 15(4,2%) |CGC(9;2,5%) |AGA (1;0,3%) |CGT (13;3,6%) |[CGG (0)
CGG (2, 0,6%) |CGT (1; 0,3%) CGC (1;0,3%) |AGG (0)
AGG (2,0,6%) |CGA (0 CGA (1,0.3%) |AGA (0
Asn 15 (4,2%) |AAC(13;3,6%) |AAT (2;0,6%) |AAC(15;4,2%) |AAT (0)
Asp 17 (4,7%) |GAC (14; 3,9%) |GAT (3; 0,8%) GAC (14; 3,9%) | GAT (3; 0,8%)
Cys 2 (0,6%) TGC (2; 0,6%) TGT (0) TGC (2; 0,6%) TGT (0)
GlIn 17(4,7%) |CAA (2,0,6%) |CAG(15;4,2%) |CAG (16;4,5%) |CAA (1;0,3%)
Glu 5 (1,4%) GAG (3,0,8%) |GAA(2,06%) |GAA (4 11%) |[GAG(1,0,3%)
Gly 36 (10,0%) |GGC (27; 7,5%) |GGA (2;0,6%) |GGT (25; 7,0%) |GGA (2; 0,6%)
GGG (6; 1,7%) | GGT (1; 0,3%) GGC (9; 2,5%) |GGG (0)
His 9 (2,5%) CAC (6; 1,7%) CAT (3; 0,8%) CAC (8; 2,2%) CAT (1, 0,3%)
lle 10(2,8%) |ATC(10;2,8%) |ATT (0) ATC (10; 2,8%) |ATA (0)
ATA (0) ATT (0)
Leu 34(9,5%) |CTC(18;50%) |TTA (0) CTG(34,95%) |TTA (0
CTG(14;39%) |CTT (0) CTT (0) CTC(0)
TTG (2; 0,6%) CTA (0 TTG (0) CTA (0)
Lys 6 (1,7%) AAG (6;1,7%) |AAA (0 AAG (6;1,7%) |AAA (0
M et 5 (1,4%) ATG (5; 1,4%) ATG (5; 1,4%)
Phe 8 (2,2%) TTC (8; 2,2%) TTT (0) TTC (8; 2,2%) TTT (0)
Pro 12 (3,3%) |CCG (9; 2,5%) CCT (0) CCG (12; 3,3%) |CCC (0)
CCC (3; 0,8%) CCA (0) CCT (0) CCA (0)
Ser 29(81%) |TCG(14;3,9%) |TCT (0) TCT (16: 45%) |AGT (0)
AGC (11; 3,2%) |TCA (0) TCC (9; 2,5%) TCA (0)
TCC (4; 1,1%) AGT (0 AGC (4;1,1%) TCG (0)
Thr 36 (10,0%) |ACC (24;6,7%) |ACT (0) ACC (23; 6,4%) |ACA (0)
ACG (12; 3,3%) |ACA (0) ACT (13;3,6%) |ACG(0)
Trp 4 (1,4%) TGG (4; 1,1%) TGG (4; 1,1%)
Tyr 10(2,8%) | TAC(7; 1,9%) TAT (3; 0,8%) TAC (9; 2,5%) TAT (1, 0,3%)
Val 37 (10,3%) |GTG (25; 7,0%) |GTT (0) GTT (28; 7,8%) |GTC (0)
GTC (12; 3,3%) |GTA (0) GTA (9; 2,5%) GTG (0)
Gesamt | 358 (100%) | NNN (358; 100%) NNN (358; 100%)
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Tabelle 3.2.3: Codon Usage und Aminosdure-Zusammensetzung des Helferproteins fir die
Lipase aus Chromabacterium viscosum. Angegeben ist jeweils die Anzahl der verwendeten Codons

und ihr prozentualer Anteil.

Codon-Usagein lipB Wildtyp Codon-Usageim synthetischen lipB

Amino- | Anzahl in
saure

Ala 92 (26,1%) |GCG (58; 16,4%) | GCA (1; 0,3%) |GCT (42; 11,9%) | GCG (9; 2,5%)
GCC (32, 9,0%) |GCT (1; 0,3) GCA (40; 11,3%) | GCC (1; 0,3%)
Arg 34(9,6%) |CGC(22;62%) |CGT(1;0,3%) |CGT (23;6,5%) |CGG (0)
CGG (9; 2,5%) |AGA (0) CGC (11; 3,1%) |AGG (0)
AGG (2;0,6%) |CGA (0) CGA (0) AGA (0)
Asn 1(03%) |AAC(103%) |AAT (0) AAC (1, 0,3%) |AAT (0)
Asp 24 (68%) |GAC(17,4,8%) |GAT (7,2,0%) |GAC(20;5,6%) |GAT (4;1,1%)
Cys |3(08%) |TGT(206%) |TGC(L03%) |TGC(3;08%) |TGT(0)
GIn 29(8,2%) |CAG(26:7,3%) |CAA (3;0,8%) |CAG(29;8,2%) |CAA (0)
Glu 15(4,2%) |GAG (13;3,7%) |GAA (2;0,6%) |GAA (14;4,0%) |GAG (1, 0,3%)
Gly 28(7,9%) |GGC (21;5,9%) |GGT (1 0,3%) |GGT (18;51%) |GGA (0)
GGG (6; 1,7%) |GGA (0) GGC (10; 2,8%) |GGG (0)
His 3(0,8%) |CAT(3;0,8%) |CAC(0) CAT (2,0,6%) |CAC (1;0,3%)
lle 8(23%) |ATC(8:23%) |ATT(0) ATC(8;23%) |ATA (0)
ATA (0) ATT (0)
Leu 36 (10,2%) |CTC(16;4,5%) |CTT(3;08%) |CTG(34;9,6%) |TTA (0)
CTG (14; 40%) |TTA (0) CTT (1, 03%) |CTC(0)
TTG (3;0,8%) |CTA (0) CTA (1,0,3%) |TTG (0)
Lys 4(11%) |AAG (4;1,1%) |AAA (0) AAA (4:1,1%) |AAG (0)
Met  |6(17%) |ATG(6;1,7%) ATG (6; 1,7%)
Phe |7(20%) |TTC(7:20%) |TTT (0) TTC(7:2,0%) |TTT (0)
Pro 24 (6,8%) |CCG (15;4,2%) |CCT (1;0,3%) |CCG (24;6,8%) |CCC (0)
CCC (8; 2,25%) | CCA (0) CCT (0) CCA (0)
Ser 7(20%) |TCG(4:1,1%) |TCT (0) TCT (3:08%) |AGC (0)
AGC (3;0,8%) |TCA (0) TCC(3;0,8%) |TCA (0)
TCC (0) AGT (0) AGT (1,0,3%) |TCG (0)
Thr 13(3,7%) |ACG(10;2,8%) |ACT (1;0,3%) |ACC(9;26%) |ACA (0)
ACC (2;0,6%) |ACA (0) ACT (4;1,1%) | ACG (0)
Trp 4(1,1%) |TGG (4; 1,1%) TGG (4; 1,1%)
Tyr 5(1,4%) |TAT (4,1,1%) |TAC(103%) |TAC(5: 14%) |TAT(0)
val 10(2,8%) |GTG(6;1,7%) |GTT (0) GTT(8,23%) |GTC(0)
GTC (4, 1,1%) |GTA (0) GTA (2,0,6%) |GTG (0)
Gesamt | 353 (100%) | NNN (353; 100%) NNN (353; 100%)

102




Ergebnisse

61
61

121
121

181
181

241
241

301
301

361
361

421
421

481
481

541
541

601
601

661
661

721
721

781
781

841
841

GATGGAGATA AACATGGTCA GATCGATGCG
GGGGAATTCA CATATGGTTC GTTCCATGCG

LipA

GGCGTTGGCG
GGCACTGGCT
W A L A

GGCCGTCGCG
AGCAGTTGCA
A A V A

CGCGGGCACC
GGCTGGTACT
L A G T

GCAATCGCAT
GCAATCTCAC
L Q S H

GCCGAACGGC
TCCGAACGGC
G P N G

CGCGACCAAG
TGCTACTAAA
G A T K

GGCCGTCGCG
AGCAGTTGCT
A A V A

CGAGTTCGCC
CGAGTTCGCT
S E F A

GGTGATCGCC
TGTTATCGCA
T vV I A

CCAGGACGCG
CCAGGACGCA
D Q D A

GAACTTCCCG
TAACTTCCCG
R N F P

AACCGTCGGC
AACCGTTGGT
E T V G

CTCCACCGTG
TTCTACTGTT
T S T V

GAACGTGACC
TAACGTTACT
A N V T

M V

R S M

Signalsequenz

GTGATGCCGC
GTTATGCCGC
v M P

GCGGACACCT
GCTGACACCT
A D T

reife Lipase

GACAAGTTCG
GACAAATTCG
D K F

GGCGCGAAGG
GGTGCAAAAG
G A K

CGCGGCGAGC
CGTGGTGAAC
R G E

GTGAACCTGA
GTTAACCTGA
vV N L

CCGCAACTGG
CCGCAGCTGG
P Q0 L

GACTTCGTGC
GATTTCGTTC
D F V

GCCTTCGTCA
GCATTCGTAA
A F V

CTCGCGGCGC
CTGGCTGCTC
L A A

AGCGCGGGCC
TCTGCTGGCC
S A G

GGCAGCCAGC
GGATCCCAGC
G S Q

CTCGGCGTGA
CTGGGTGTTA
L G V

GACCCGTCCA
GACCCGTCCA
D P S

TGGCCGGCGC
TGGCAGGTGC
L A G

ACGCGGCGAC
ACGCTGCTAC
Y A A

CGAACGTGGT
CTAACGTTGT
A N V

TGTACGTCGC
TATACGTTGC
v Y V

AGCTGCTCGC
AGCTGCTGGC
O L L

TCGGCCACAG
TCGGTCACTC
I G H

TGGCCTCGGT
TAGCATCTGT
v A S

AGGACGTGCT
AGGACGTTCT
Q D V

ACGTGTTCGG
ACGTATTCGG
N V F

TGCGCACGCT
TGCGCACTCT
L R T

TGGGCGCGCC
TGGGCGCGCC
L G A

ACCTGCTCTA
ACCTGCTGTA
H L L

CCGGCGCGAC
CTGGTGCAAC
T G A

CGCTCGCGCT
CCCTGGCGCT
T L A

(rlipa)

TTCCAGGGTG
TTCTCGTGTT
R S R V

GGCCGGGTTG
AGCTGGTCTG
A A G L

GCGCTATCCG
CCGATATCCG
T R Y P

GGACTATTGG
AGATTACTGG
vV D Y W

GAATCTCTCG
AAACCTGTCT
A N L S

CTACGTGAAG
GTACGTTAAA
A Y V K

CCAGGGCGGC
TCAGGGTGGT
S Q G G

GACGACGATC
TACCACCATC
v T T I

GAAGACCGAT
GAAAACCGAC
L XK T D

CACGCTCGTC
TACTCTGGTT
G T L V

CACCACCGCG
GACCACCGCG
L T T A

CGGTTCGTGC
GGGTTCTTGC
P G S C

TTCGTGGGGC
CTCTTGGGGT
Y S W G

CGACACCAGC
CGACACCTCT
T D T S

GCTCGCCACC
GCTGGCAACC
L L A T

GCGGCGAGGG
GCTGCTCGTG
A A R

ACGATGGCCG
ACCATGGCAG
T M A

GTGATCCTCG
GTTATCCTGG
v I L

TACGGAATCC
TACGGTATCC
Y G I

GGATTCCAGA
GGTTTCCAGT
G F Q

CAGGTGCTCG
CAGGTTCTGG
O V L

CTGACCTCGC
CTGACTTCCC
L T S

GGCACGCCGC
GGTACTCCGC
G T P

CCGACCGGGC
CCGACCGGCC
P T G

AGCAGCTCGC
TCTTCTTCCC
S S S

CAGACCGCCA
CAGACCGCTA
O T A

CAGACGGGCG
CAGACTGGTG
Q T G

GGCACCGCGA
GGTACTGCTA
G T A

ACCGGCACGC
ACCGGCACCC
T G T

GGCGCGGTGA
GGCGCAGTTA
G A V

CGGTGGCATG
CAGTTGCATG
A V A

CGTCGCCCGC
CTAGCCCGGC
A S P

TCCACGGCCT
TACACGGTCT
vV H G

AGAGCGATCT
AGTCTGACCT
Q S D

GCGACGACGG
CCGACGACGG
S D D

CGGCCACCGG
CTGCAACCGG
A A T

GCTACGTCGC
GTTACGTTGC
R Y V

ATCGCGGCTC
ACCGTGGTAG
H R G

TCTCGTCGAC
TGAGCTCCAC
L S S

ACAACACCGA
ATAACACCGA
H N T

CCTACAACCG
CCTACAACCG
T Y N

CCGCGACCGA
CTGCTACCGA
A A T

TCCAGCCCAC
TCCAGCCGAC
I Q P

TCGACGTCGC
TGGACGTTGC
L D V

TGATCAATCG
TGATCAACCG
M I N
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104

901
901

961
961

1021
1021

1081
1081

1137
1141

1197
1201

1257
1261

1317
1321

1377
1381

1437
1441

1497
1501

1557
1561

1617
1621

1677
1681

1737
1741

CGCCTCGGGG
TGCATCTGGT
R A S G

CAGCACCAGC
CTCTACCTCC
I s T S

CGCCAACGCG
CGCAAACGCT
G A N A

GGGCGTGTG-
GGGAGTTTAA
Q G VvV -

GATGCGCGGC
GATGCGTGGT
P M R G

CGTGCTGTGG
TGTTCTGTGG
v VvV L W

GCCGGCGGCC
CCCGGCAGCA
G P A A

GGCGGCGCTG
GGCTGCTCTG
P A A L

CGGCCGGCTC
CGGCCGCCTG
G G R L

GGGCGAACTG
GGGTGAACTG
Q G E L

TGACGGCAGC
GGACGGCTCT
L D G S

CGACGCGCTC
CGACGCACTG
F D A L

CGCCATGCAG
TGCTATGCAG
A A M OQ

GGCCGAGCCG
GGCAGAACCG
W A E P

GATCGCCAAC
TATCGCGAAC
R I A N

CAGAACGACG
CAGAACGACG
QO N D

TACCACTGGA
TACCACTGGA
Y H W

GAAGATCCGG
GAAGATCCGG
E D P

- - -ATGGCGC
TCGATGGCAC
LipB M A

GCGTCGTTCG
GCATCTTTCG
A S F

CTTCGGCCCG
CTGCGTCCGG
L R P

GGCGTGCCCG
GGTGTTCCGG
G V P

CCGGGCGCGC
CCGGGTGCAC
P G A

A79LipB

GCGAGGACGC
GCACGTACCC
A R T

ACGCCCGCCG
ACCCCGGCGG
T P A

CCCGCGCAAG
CCGGCACAGG
P A O

GCGCAATTGC
GCTCAGCTGC
A Q L

CTCGCGCTCG
CTGGCTCTGG
L A L

TTCTTCGGCG
TTCTTCGGCG
F F G

GACACCACGC
GACACCACTC
D T T

GGCTCGTCTC
GTCTGGTATC
G L V

ACCATCTCGA
ACCACCTGGA
N H L

TCGCGGTGAT
TTGCTGTTAT
v AV

AGGCCGATCG
AGGCTGACCG
QO A D

CGCTGGCCGG
CTCTGGCTGG
A L A

CCGCCCCGTC
CTGCTCCGAG
A A P

CCGCGGCAAG
CAGCAGCTTC
A A A

TGGCTGGCTC
TGGCTGGTTC
L A G

GCGCGGTGCG
GTGCGGTTCG
R A V

CGCTCGATGC
CTCTAGACGC
A L D

CGGAGGCGCT
CAGAAGCTCT
A E A

CCGGCGACGG
CGGGCGATGG
P G D

ATCAGCGCGC
ACCAGCGTGC
D QO R

ACGAGCAGCG
ACGAACAGCG
D E Q

TGAGCCCTGA
TGTCCCCGGA
L S P

GCGCTGCAGC
TCGTTGCTCC
S R C s

CGAGATCAAC
CGAAATCAAC
D E I N

CCGCACGCAC
CCGTACCCAC
I R T H

TCCGGCGCGC
CCCGGCceeae
R P A R

GCTCGTCGCG
CCTGGTTGCT
G L V A

GCCCGCGCCG
TCCGGCTCCG
s P A P

CGGCGCGGCG
CGGCGCAGCA
S G A A

GCATGCGCCG
TCATGCTCCG
S H A P

CGAGTTCTTC
TGAGTTCTTC
R E F F

GCTGGTGCGG
ACTGGTTCGT
A L V R

CGGCGTCTGG
GGGTGTTTGG
L G V W

CGCGGTGCTC
TGCAGTACTG
G A V L

GGCGCTGGCC
AGCTCTGGCT
A A L A

CCGGCAGCGC
CCGTCAGCGT
R R QO R

GCAGAAGGCC
ACAGAAAGCT
E QO K A

TCGCTGTTCG
AGCCTGTTCG
S L F

CAGCTGCTCG
CAGCTGCTGG
Q L L

GTGAACCGGC
GTAAACCGTC
V. N R

GGCGGGCTGG
GGTGGTCTGG
G G L

TGTGCCGCCT
TGCGCTGCTT
c A A

GCCGGCGCCG
GCGGGTGCAG
A G A

GAGGCCGCCA
GAAGCTGCGA
E A A

CGCCTGCCGC
CGTCTGCCGC
R L P

GACTATTGCC
GACTACTGCC
D Y ¢C

CGCGAGATCG
CGTGAAATCG
R E I

CGCCGCTATC
CGCCGCTACC
R R Y

GGCGACAAGC
GGTGACAAAC
G D K

GACCGCACGC
GACCGTACCC
D R T

CATGACCTCG
CACGACCTGG
H D L

GCGCGGCTTG
GCTCGCCTGG
A R L

GGCAGGTGAT
GCCAGGTTAT
G Q V

GCGTGCGCGG
GCGTACGTGG
G V R

TCAAGCTGCA
TGAAACTGCA
L K L

CCGCGeaecee
CAGCACGCCC
A A R

GTGCCGCGGT
GCGCAGCAGT
cC A A

TCGCGGGCGG
TTGCAGGTGG
v A G

TGCCGTTGCC
TGCCGCTGCC
M P L

TGGCCGCCGG
TGGCAGCTGG
L A A

TGACCGCGCA
TGACTGCGCA
L T A

CCGCGCAGCT
CTGCACAGCT
A A Q

GCGCCTACTT
GTGCTTACTT
R A Y

TCGATCCGGC
TGGACCCGGC
L D P

TCGGCGAGTG
TGGGTGAATG
L G E

AACGGATCCG
AACGTATCCG
E R I

CCGCGCTCGA
CAGCACTGGA
A A L
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1797 CGCGCAGCTG ACGCCGGACG AGCGCGCGCA GCAGGCGGCG CTGCATGCGC AGCAGGACGC
1801 TGCTCAGCTG ACCCCGGACG AACGTGCGCA GCAGGCAGCA CTGCATGCTC AGCAGGACGC
D A Q L T P D E R A Q QO A A L H A Q QO D
1857 GGTGACGAAG ATCGCCGACT TGCAGAAGGC CGGCGCGACG CCCGACCAGA TGCGCGCecAa
1861 TGTAACTAAA ATCGCTGACC TTCAGAAAGC AGGTGCTACC CCGGACCAGA TGCGTGCTCA
A Vv T K I A D L Q0 K A G A T P D O M R A
1917 GATCGCGCAG ACGCTCGGGC CCGAGGCGGC CGCGCGCGCC GCGCAGATGC AGCAGGACGA
1921 GATCGCTCAG ACCCTGGGCC CGGAAGCAGC AGCTCGTGCA GCGCAGATGC AGCAGGACGA
I A Q T L G P E A A A R A A QO M Q QO D
1977 CGAGGCGTGG CAGACGCGCT ATCAAGCCTA TGCGGCCGAG CGCGACCGGA TCGCGGCGCA
1981 CGAAGCATGG CAGACCCGTT ACCAGGCTTA CGCAGCAGAA CGCGATCGCA TCGCTGCGCA
D E A W Q T R Y QO A Y A A E R D R I A A
2037 GGGGCTCGCG CCGCAGGATC GCGATGCGCG GATCGCGCAG CTCAGGCAGC AGACTTTCAC
2041 GGGTCTGGCT CCGCAGGACC GTGATGCACG TATCGCTCAG CTGCGCCAGC AGACTTTCAC
Q G L A P Q D R D A R I A Q L R O Q T F
2097 GGCGCCGGGG GAGGCGATCC GCGCGGCGTC GCTCGATCGC GGCGCGGGCG GTTAGGGGGC
2101 CGCACCGGGT GAAGCAATCC GTGCAGCTTC CCTGGACCGT GGCGCTGGTG GTTAATAAGC
T A P G E A I R A A S L D R G A G G - -
2157 GCCGGC
2161 TTCCCC

Abbildung 3.2.2: Nuklectid- und Aminosduresequenzen von Lipase und Helferprotein aus
Chromobacterium viscosum. Die obere Zeile zeigt die DNA-Sequenzen der Wildtypgene lipA und
lipB, darunter ist die DNA-Sequenz der synthetischen Gene gegenlibergestellt. In der dritten Zeile
findet sich die abgeleitete Aminosauresequenz der Lipase und ihres Helferproteins. Die Signal sequenz
der Lipase sowie das verkirzte Helferprotein (vergl. Kapitel 3.2.2) sind ebenfalls gekennzeichnet.

3.2.1.2 Syntheseder Gen-Boxen

Die Gene fur die Lipase und deren Helferprotein aus Chromobacterium viscosum wurden in 6
Boxen von je ca. 400 bp Lange unterteilt. Jede dieser Genboxen wurde aus 4 langen, sich um
20 bp Uberlappenden Oligonukleotiden mittels PCR synthetisiert (vergl. Kapitel 3.1.1.2). Die
6 Gen-Boxen Uberlappen sich ebenfalls gegenseitig um etwa 20 bp. In den Uberlappenden
Bereichen befindet sich jeweils eine singuldre Restriktionsschnittstelle, die nach der Synthese
das Aneinandersetzten der einzelnen Boxen mittels Klonierung ermdglicht. Abbildung 2.2.3
zeigt die synthetische DNA-Sequenz mit den fir die Gensynthese verwendeten Oligo-

nukleotiden.
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106

EcoRI>< ><NdelI lipA Oligo CV1

1 5/{GGGGAATTCA CATATEETTC GTTCCATGCG TTCTCGTGTT GCTGCTCGTG CAGTTGCATG

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

3’ CCCCTTAAGT GTATACCAAG CAAGGTACGC AAGAGCACAA CGACGAGCAC GTCAACGTAC

Box 1
><NcoI > <NhelI

[GEGCACTGECT GTTATGCCGC TGGCAGGATGC AGCTGGTCTG ACCATGGCAG ATAGCCCGGC
CCGTGACCGA CAATACGGCG ACCGTCCACG TICGACCAGAC TGGTACCGTC GATCGGGCCG

><EcCoORV
AGCAGTTGCA GCTGACACCT ACGCTGCTAC CCGATATCCG GTTATCCTGG TACACGGTCT
[TCGTCAACGT CGACTGTGGA TGCGACGATG GGCTATAGGC CAATAGGACC ATGTGCCAGA|
Oligo CV2

Oligo CV3
GGCTGEGTACT GACAAATTCG CTAACGTTGT AGATTACTGG TACGGTATCC AGTCTGACCT]
lcceaccaTeA CTETTTAAGC GhTTGCAACA TCTAATGACC ATGCCATAGG TCAGACTGGA

><AccIl
GCAATCOTCAC GETGCARAAG TATACGTTGC AAACCTGTCT GATTTCCAGT CCGACGACGE
CGTTAGAGTG CCACGTTTTC ATATGCAACG TTTGRGACAGA CCAAAGGTCA GGCTGCTGECCI
Oligo CV4

TCCGAACGGC CGTGGTGAAC AGCTGCTGGC GTACGTTAAA CAGGTTCTGG CTGCAACCGG

[AGGCTTGCCG GCACCACTTG TCGACGACCG CATGCAATTT GTCCAAGACC GACGTTGGCC

><HincII, Hpal Oligo CV5
TGCICACTAAA GTTAACCTGA TCGGTCACTC TCAGGGTGGT CTGACTTCCC GTTACGTTGC]
ACGATGATTT CAATTGGACT AGCCAGTGAG AGTCCCACCA GACTGAAGGG CAATGCAACG

Box 2

RGCAGTTGCT CCGCAGCTGG TAGCATCTGT TACCACCATC GGTACTCCGC ACAGTGGTAG
TCGTCAACGA GGCGTCGACC ATCGTAGACA ATCETCGTAG CCATGAGGCG TGGCACCATC
Oligo CVeé

><SacIl
CGAGTTCGCT GATTTCGTTC AGGACGTTCT GAAAACCGAC CCGACCGGCC TGAGCTCCAC
[GCTCAAGCGA CTAAAGCAAG TCCTGCAAGA CTTTTGGCTG GGCTGGCCGGE ACTCGAGGTG]

Oligo CV7
TGTIIATCGCA GCATTCGTAA ACGTATTCGG TACTCTGGTT TCTTCTTCCC ATAACACCGA]

[ACAATAGCGT CGTAAGCATT TGCATAAGCC ATGAGACCAA AGAAGAAGGG TATTGTGGCT

k:g:AQQAQQQA CTGGCTGCTC TGCGCACTCT GACCACCGCG CAGACCGCTA QQTIACAACCG
GGTCCTGCGT GACCGACGAG ACGCGTGAGA CTGIETGGCGC GTCTGGCGAT GGATGTTGGC
Oligo CV8

TAACTTCCCG TCTGCTGGCC TGGGCGCGCC GGGTTCTTGC CAGACTGGTG CTGCTACCGA
|ATTGAAGGGF AGACGACCGGE ACCCGCGCGEGE CCCAAGAACG GTCTGACCAC GAFGATGGFT'

><BamHI Oligo CV9
AACCGTTGET GGATCCCAGC ACCTGCTGTA CTCTTGGGGT GGTACTGCTA TCCAGCCGAC
[TTGGCAACCA CCTAGGGTCG TGGACGACAT GAGAACCCCA CCATGACGAT AGGTCGGCTG

Box 3

[TTCTACTGTT CTGGGTGTTA CTGGTGCAAC CGACACCTCT ACCGGCACCC| TGGACGTTGC
AAGATGACAA GACCCACAAT GACCACGTTG [GCTGTGGAGA TGGCCGTGGG ACCTGCAACG

><BclI
TAACGTTACT GACCCGTCCA CCCTGGCGCT GCTGGCAACC GGCGCAGTTA TGATCAAICCG]
[ATTGCAATGA CTGGGCAGGT GGGACCGCGA CGACCGTTGG CCGCGTCAAT ACTAGTTGGC]
Oligo CV10
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Oligo CV11l ><BglI
[TGCATCTGGT CAGAACGACG GTCTGGTATC TCGTTGCTCC AGCCTGTTCG GCCAGGTTAT
[ACGTAGACCA GTCTTGCTGC CAGACCATAG AGCAACGAGG TCGGACAAGC CGGTCCAATA

901

961 [CTCTACCTCC TACCACTGGA ACCACCTGGA CGAAATCAAC CAGCTGCIIGG GCGTACGTGG
GAGATGGAGG ATGGTGACCT TGGTGGAICCT GCTTTAGTTG GTCGACGACC CGCATGCACC

Oligo CV12

>
CGCAAACGCT GAAGATCCGG TTGCTGTTAT CCGTACCCAC GTAAACCGTC TGAAACTGCA
[GCGTTTGCGA CTTCTAGGCC AACGACAATA GGCATGGGTG CATTTGGCAG ACTTTGACGT]

1021

<PstlI ><Clal 1lipB Oligo CV13 > <SacIl
GGGAGT TC CAC AGGCTGACCG CCCGGCCCGC GGTGGTCTGG CAGCACGCCC
CCCTCAAATT AGCTAICCGTG TCCGACTGGC GGGCCGGGCG CCACCAGACC GTCGTGCGGG

Box 4

[GATGCGTGET GCATCTTTCG CTCTGGCTGG CCTGGTTGCT TGCGCTGCITT GCGCAGCAGT
CTACGCACCA CGTAGAAAGC GAGACCGAICC GGACCAACGA ACGCGACGAA CGCGTCGTCA
Oligo CV14

1081

1141

><HinfI
TGTTCTGTGG CTGCGTCCGG CTGCTCCGAG TCCGGCTCCG GCGGGTGCAG TTGCAGGTGG
ACAAGACACC GACGCAGGCC GACGAGGCTC AGGCCGAGGC CGCCCACGTC AACGTCCACC

1201

><NaelI Oligo CV15
AGCA TGTT AGCAGCTT AGCA GAAGCT: A T T
[GGGCCETCET CCACAAGGCC GITCGTCGAAG GCCGCGTCGT CTTCGACGCT ACGGCGACGG

1261

[EECTGCTCTE CCGGGTGCAC TGGCTGGTTC TCATGCTCCE CGTCTGCCGC TGGCAGCIGGE
CCGACGAGAC GGCCCACGTG ACCGACCAAG AGTACGAGGC GCAGACGGCG ACCGTCGACC

1321

><NotI

CGGCCGCCTG GCACGTACCC

[GCCGGCGGAC CGTGCATGGG
Oligo CV1e

1381 GTGCGGTTCG

CACGCCAAGC

TGAGTTCTTC GACTACTGCC
ACTCAAGAAG CTGATGACGG

TGACTGCGCA
ACTGACGCGT]

><Xbal Oligo CV17

1441

1501

GGGTGAACTG

ACCCCGGCGE

CTCTAGACGC

ACTGGTTCGT CGTGAAATCG

CTGCACAGCT

[CCCACTTGAC

TGGGGCCGCC

GAGATCTGCG

TGACICAAGCA GCACTTTAGC

Box 5

> <NarI

GACGTGTCGA

GGACGGCTCT
CCTGCCGAGA

CCGGCACAGG
GGCCGTGTCC

CAGAAGCTCT
GTCTTCGAGA

GGGTGTTTGG CGCCGCTACC
CCCACAAACC GCGGCGATGG

GTGCTTACT

caccaATGAR]

><Scal
TGCAGTACTG GGTGACAAAC
ACGTCATGAC CCACTGTTTG

1561 |CGACGCACT(

[GCTGCGTGAC

GCTCAGCTGC CGGGCGATGG
CGAGTCGACG GCCCGCTACC
Oligo Cv1s

TGGACCCGGC
ACCTGGGCCG

Oligo CV19

CTGGCTCTGG ACCAGICGTGC AGCTCTGGCT GACCGTACCC TGGGTGAATG
GACCGAGACC TGGTCGCACG TCGAGACCGA CTGGCATGGG ACCCACTTAC

1621 TGCTATGCAG

[RCGATACGTC

1681 AGAA TTCTT ACGAACA TCA T CACGACCT AACGTAT

CCGTCTTGGC AAGAAGCCGC TGCTTGTCGC GGCAGTCGCA GTGCTGGACC TTGCATAGGC

><Nrul
[CTATCGCGAAC GACACCACTC TGTCICCCGGA ACAGAAAGCT GCTCGCCTGG CAGCACTGGA
ATAGCGCTTG CTGTGGTGAG ACAGGGGCCT TGTCTTTCGA CGAGCGGACC GTCGTGACCT
Oligo CV20

1741
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><SphI
1801 TGCTCAGCTG ACCCCGGACG AACGTGCGCA GCAGGCRGCA CTGCATGCTC AGCAGGACGC
BRCGAGTCGAC TGGGGCCTGC TTGCACGCGT CGTCCGTCGT GACGTACGAG TCGTCOTGCG

Box 6

Oligo Cv21
1861 [TGTAACTAAA ATCGCTGACC TTCAGAAAGC AGGTGCTACC CCGGACCAGA TGCGTGCTCA|
ACATTGATTT TAGCGACTGG AAGTCTTTCG TCCACGATGG GGCCTGGTCT ACGCACGAGT

> <Apal
1921 [EGATCEGCTCAG ACCCTCGGGCC CGGAAGCAGC AGCTCGTGCA GCGCAGATGC AGCAGGACGA
[CTAGCGAGTC TGGGACCCGG GCCTTCGTCG TCGAGCACGT CGCGTCTACG TCGTCCTGCT
Oligo Cv22

><Pvul
1981 CGAAGCATGGE CAGRACCCGTT ACCAGGCTTA CGCAGCAGAA CGCGATCGCA TCGCTGCGCA|
[GCTTCEGTACC GTCTGGGCAA TGCTCCGAAT GCGICGTCTT GCGCTAGCGT AGCGACGCGT

Oligo CV23

2041 [GGGTCTGGCT CCGCAGGACC GTGATGCACG TATCGCTCAG CTGCGCCAGC AGRCTTTCAC
CCCAGACCGA GGCGTCCTGG CACTACGTGC ATAGCGAGTC GACGCGGTCG TCTGAAAGTG]

HindIII><
2101 CGCACCGGGT GAAGCAATCC GTGCAGCTTC CCTGGACCGT GGCGCTGETG GTraafrance
T A CTTCGTTAGG CACGTCGAAG GGACCTGGCA ACCAC CAATTATT

Oligo CVv24

2161 TTCCCC

[RAGGGG

Abbildung 3.2.3: Nukleotidsequenz von lipA und lipB. Die fir die Gensynthese verwendeten
Oligonukleotide sind in grauen und weif3en Kéasten dargestellt, Restriktionsschnittstellen sind tiber der

Sequenz gekennzeichnet. Die Start- und Stop-Codons sind dick schwarz umrandet.

Die Gen-Boxen, die mit der Deep-V ent-Polymerase, einem Enzym, das bel der PCR stumpfe
Enden generiert, synthetisiert wurden, wurden jeweils direkt , blunt end“ in den mit Hincll
oder Smal linearisierten E. coli-Vektor pUC19 kloniert. Nach der Transformation in E. coli
DH50. wurden Klone mit Insert mit Hilfe des Blau-weil3-Screenings auf LBampx-ca-
Agarplatten selektiert und die DNA-Sequenz durch Sequenzierung Uberprift. Entsprechend
der Erfahrungen, die bei der Gensynthese der Gene fir die Lipase und deren Helferprotein aus
Pseudomonas species KWI 56 gemacht wurden (vergl. Kapitel 3.1.1.2), zeigte sich auch bei
der Synthese der Gen-Boxen fir Lipase und Helferprotein aus Chromobacterium viscosum
eine Fehlerrate von im Durchschnitt 5 Sequenzfehlern pro 1000 bp. Nach mehreren Runden
Synthese der Boxen, Klonierung in pUC19 und Sequenzierung wurde von den Gen-Boxen 1
bis 3 jewells ein fehlerfreier Klon (pCVbox1, pCVbox2 und pCVbox3) gefunden. Von den
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Boxen 4 bis 6 war jeweils ein Klon mit nur einer 1 bp Insertion bzw. Deletion vorhanden.
Entfernung dieser Sequenzfehler durch zielgerichtete Mutagenese fihrte zu den ebenfals
fehlerfreien Klonen pCVbox4, pCVbox5 und pCV box®6.

3.2.1.3 Gene-Assembly

Nachdem alle 6 Gen-Boxen fehlerfrei in pUC19 kloniert vorlagen, wurde das Gencluster fir
die Lipase und ihr Helferprotein aus Chromobacterium viscosum im Vektor pUC18
zusammengefugt. Alle Gen-Boxen enthielten an ihren Enden jeweils eine singulédre
Restriktionsschnittstelle, die sie mit ihren Nachbar-Boxen teillten. Zusétzlich war bel der Box-
Synthese am 3'Ende jeder Box eine zusétzliche Hindll1-Schnittstelle eingefligt worden, die
den Zusammenbau der Gene aus den 6 Boxen durch Klonierung ermdglicht. Die Abbildungen
3.2.4 A und B illustrieren das VVorgehen beim ,, Gene-Assembl y“.

Erster Schritt beim Zusammensetzen der Gene fur die Lipase aus Chromobacterium viscosum
und ihrem Helferprotein war die Klonierung von Box 1 aus Plasmid pCVbox1 in den Vektor
pUC18 Uber die Restriktionschnittstellen EcoRlI und Hindlll. Hierbei wurde im daraus
resultierenden Plasmid pCV1 automatisch die multiple cloning site (MCS) aus pUC18
deletiert, wodurch ale fir die folgenden Klonierungen verwendeten Restriktionsschnittstellen
nicht mehr auf dem Vektor-Backbone vorhanden waren. Im zweiten Schritt wurde zur
Konstruktion von pCV12 Box 2 aus pCVbox2 mit Hilfe der Schnittstellen Smal und Hindll|
in pCV1 direkt hinter Box 1 kloniert. Box 3 wurde aus Plasmid pCVbox3 Uber die
Schnittstellen BamHI und HindIll hinter Box2 in pCV12 kloniert. In das hieraus
resultierende Plasmid pCV1-3 wurde zur Konstruktion von pCV1-4 daraufhin Box 4 aus
pCVbox4 Uber die Restriktionsschnittstellen Pstl und Hindlll eingefiigt. Box 5 wurde aus
pCVbox5 Uber die Schnittstellen Xbal und Hindlll hinter Box 4 in pCV 1-4 kloniert, wodurch
pCV 1-5 entstand. Im letzten Schritt des Zusammenbaus der synthetischen Gene wurde Box 6
aus pCVbox6 mit Hilfe der Restriktionsschnittstellen Sphl und Hindlll in pCV 1-5 eingefigt.
Das resultierende Plasmid pCV1-6 enthdlt das komplette Gencluster fur die Gene fir die
Lipase und deren Helferprotein aus Chromobacterium viscosum. Die Richtigkeit der

Sequenzen der synthetisierten Gene wurde durch DNA-Sequenzierung Uberpruft.
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Eco RI
Sma |
Bam HI
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Acc |
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Abbildung 3.24A: Zusammensetzen der synthetischen Gene fir die Lipase

Chromobacterium viscosum.
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Abbildung 3.24B: Zusammensetzen der synthetischen Gene fir die Lipase aus

Chromobacterium viscosum und ihr Helfer protein.
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3.2.2 Expression der Lipase und des Helferproteins aus

Chromobacterium viscosum in E. coli

Bel der rekombinanten Expression der synthetischen Gene fir die Lipase und deren
Helferprotein aus Chromobacterium viscosum in E. coli konnte aufgrund der Homologie zu
der Lipase und deren Helferprotein aus Pseudomonas species KWI 56 auf die bei deren

Expression gesammelten Erfahrungen zuriickgegriffen werden (vergl. Kapitel 3.1.2).

3.2.2.1 Klonierung der Gene fir die Lipase und deren Helferprotein in
PET20b(+)

Da sowohl bel der Expression der Lipase als auch der Expression des Helferproteins aus
Pseudomonas species KWI 56 mit dem T,-Expressionssystem hohere Protein-Ausbeuten
erzielt werden konnten als mit dem A-Expressionssystem, wurde das T7-Expressionssystem
fir die Expression der Lipase und deren Helferprotein aus Chromobacterium viscosum
gewdhit. Analog der erfolgreichen Konstrukte bel der Expression von lip und act aus
Pseudomonas species KWI 56 wurden auch die Plasmide fir die rekombinante Expression
von lipA und lipB aus Chromobacterium viscosum konstruiert (Abb. 3.2.5). Alle Konstrukte
basieren auf dem Vektor pET20b(+), der den starken T7-Promotor trégt, die Expression
erfolgt in E. coli BL21(DE3).

ﬂ‘ PETCVILipA

Pr7 rlipA

D ———  pETCVLipB
Pr7 lipB

D | PETCVd79LipB
Prs d79lipB

Abbildung 3.2.5: Expressionskonstrukte fur die Lipase und das Helferprotein aus

Chromobacterium viscosum in pET20b(+).
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Die Lipase aus Chromobacterium viscosum besitzt eine Signalsequenz, die aus den ersten N-
terminalen 39 Aminosduren besteht. Diese Signalsequenz wird in Chromobacterium viscosum
bei der Prozessierung zur reifen Lipase abgespalten. Da die Lipase aus Pseudomonas species
KWI 56 nur ohne ihre Signalsequenz erfolgreich Uberexprimiert werden konnte, wurde fur die
Expression der Lipase aus Chromobacterium viscosum das Gen fir die reife Lipase (rlipA)
mittels PCR aus dem Plasmid pCV 1-6 amplifiziert und dabei eine Ndel-Restriktionsschnitt-
stelle an das 5' Ende und eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle an das 3' Ende von rlipA
angehangt. Uber diese beiden Restriktionsschnittstellen wurde rlipA unter die Kontrolle des
T,-Promotors in den Vektor pET20b(+) kloniert. Das hieraus resultierende Expressions-
plasmid fur die reife Lipase aus Chromobacterium viscosum wurde mit pETCVrLipA
bezeichnet (Abb. 3.2.5).

Fur die rekombinante Expression des Helferproteins aus Chromobacterium viscosum in
E. coli wurden 2 Konstrukte untersucht (Abb. 3.2.5). Zur Konstruktion des ersten Plasmids,
PETCVLipB, wurde das komplette Gen fiir das Helferprotein (lipB) durch PCR aus Plasmid
pCV1-6 amplifiziert und hierbeli eine Ndel- bzw. eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle an den
Enden eingefuhrt. Mit Hilfe dieser Restriktionsschnittstellen wurde lipB in pET20b(+)
eingefugt.

Der Konstruktion des zweiten Plasmides, pETd79LipB, lagen verschiedene Uberlegungen
zugrunde. Schon Frenken et al. postulierten unter den ersten 70 oder 80 N-terminalen
Aminosdureresten des Helferproteins von Pseudomonas glumae mindestens eine, eher zwel
Transmembran-Helices (Frenken et al., 1993a). Auch bei den Helferproteinen einer Reihe
weiterer verwandter Pseudomonas Lipasen wurden mittels Hydrophobizitétsplots sehr
hydrophobe Bereiche am N-Terminus gefunden. Fir die Helferproteine der Lipasen aus
Pseudomonas cepacia ATCC21808 (Quyen et al., 1999), Pseudomonas aeruginosa (Shibata
et al., 1998b) und Pseudomonas species KWI 56 (diese Arbeit, Kapitel 3.1.4) konnte gezeigt
werden, dal3 die N-terminalen hydrophoben Sequenzen nicht fur die Funktion des
Helferproteins bei der Vermittlung der Faltung der Lipase in ihre aktive Form erforderlich ist.
Da die exakte Position des Membranankers nicht bekannt ist, wurden Sequenz-Alignments
der Helferproteine aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum durch-
gefuhrt (vergl. Kapitel 4.5). Das Helferprotein aus Chromobacterium viscosum wurde
daraufhin entsprechend dem gekirzten Helfer aus Pseudomonas species KWI 56 um 79 N-
terminale Aminosduren verkirzt. Hierzu wurde das am 5° Ende um 237 bp verkirzte Gen fir
das Helferprotein (d79lipB) mittels PCR aus Plasmid pCV1-6 amplifiziert und hierbei eine
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Ndel-Restriktionsschnittstelle an das 5’ Ende und eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle an das
3’ Ende von d79lipB angehangt. Die beiden Restriktionsschnittstellen wurden zur Klonierung
von d79lipB in den Vektor pET20b(+) verwendet. Der so entstandene Expressionsvektor
wurde mit pETCVd79LipB bezeichnet (Abb. 3.2.5).

Alle fur die rekombinante Expression der Lipase und des Heferproteins aus
Chromobacterium viscosum verwendeten Plasmide wurden mittels DNA-Sequenzierung auf
die Richtigkeit ihrer DNA-Sequenz tberpruft.

3.2.2.2 Expresson der Lipase und ihres Heferproteins aus

Chromobacterium viscosum

Die rekombinante Expression der Lipase und deren spezifischen Helferproteins aus Chromo-
bacterium viscosum erfolgte mit den im vorigen Abschnitt beschriebenen Plasmiden im
E. cali-Stamm BL21(DE3) im Schittelkolben (vergl. Kapitel 2.5.4). Die Expressionsraten
wurden durch SDS-PAGE des Gesamtzellproteins analysiert (Abb. 3.2.6).

M 1 2 3 4

97,4 kDa =
66,2 kDa R
45,0 kDa ;is Abbildung 3.2.6: SDS-PAGE-Analyse der
[pe——— ; Expression der rekombinanten Lipase und
31,0kDa ggz deren Helferproteins aus Chromobacterium
e g* viscosum in E.coli BL21(DE3). Die Proteine
21,5 kDa — wurden mit Coomassie-Brilliant-Blue gefarbt.
Spuren: Zellysat aus BL21(DE3) mit (1)
14,4 kDa S | pET200(+), (2) PETCVILipA, (3) PETCVLIpB,

(4) pETCVd79LipB.

Bel der Expression der reifen Lipase aus Chromobacterium viscosum (rLipA) wurde eine
Ausbeute von 50 % des Gesamtzellproteins erreicht (Abb. 3.2.6, Spur 2). Die 33,1 kDa
schwere Lipase lag nahezu inaktiv (0,2 U/ml im Uberstand nach Ultraschallaufschiul der

Zellen) in Inclusion-Bodies aggregiert in E. coli vor. Dieses Ergebnis entspricht den
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Erwartungen und steht in Einklang mit den Erfahrungen bei der rekombinanten Expression
der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 und der Literatur (vergl. Kapitel 3.1.2.3). Alle
Lipasen aus der Familien | und 11 der Pseudomonas-Lipasen, zu denen auch die Lipase aus
Chromobacterium viscosum gehdrt, benétigen zur korrekten Faltung in ihre aktive Form ihr
spezifisches Helferprotein (Frenken et al., 1993a; Frenken et al., 1993b; Hobson et al., 1993;
lharaet al., 1992; lizumi & Fukase, 1994a; Quyen et al., 1999).

Das 37 kDa schwere Helferprotein der Lipase aus Chromobacterium viscosum konnte als
ganzes (LipB) nicht in E. coli Uberexprimiert werden. Die Expression von lipB auf dem
Plasmid pETCVLipB fihrte zu keiner zusédtzlichen Bande nach SDS-PAGE (Abb. 3.2.6,
Spur 3). Bel der Expression des um 79 Aminosduren gekirzten Helferproteins hingegen

konnte eine Expression von ca. 25 % des Gesamtzellproteins erreicht werden (Abb. 3.2.6,

Spur 4).

3.2.3 In-vitro-Refolding der Lipase aus Chromobacterium

viscosum

3.2.3.1 Schnell-Refolding

Um die rekombinante Lipase aus Chromobacterium viscosum, die inaktiv in E.coli in
Inclusion-Bodies aggregiert vorliegt, mit Hilfe ihres spezifischen Helferproteins in ihre aktive
Form zu falten, wurde das bereits fur die in E. coli exprimierte Lipase aus Pseudomonas
species KWI 56 etablierte, schnelle und effektive In-vitro-Refolding angewandt (vergl.
Kapitel 3.1.4).

E. coli Zdlen, die rekombinant exprimierte Lipase enthalten, sowie E. coli Zellen, die
rekombinant exprimiertes Helferprotein enthaten, wurden jeweils mit 8 M Harnstoff
aufgeschlossen und die Zeltrummer abzentrifugiert. Die im Uberstand befindliche,
denaturierte Lipase konnte direkt zum Refolding mit dem ebenfals im Uberstand
denaturierten Helferprotein eingesetzt werden. Das In-vitro-Refolding erfolgte unter den fir
das Refolding der rekombinanten Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 optimierten
Bedingungen fir 24 h bei 4°C in Wasser, wobei jewells aquimolare Mengen an Lipase und
Helfer in einer Endkonzentration von ca. 50 bis 100 ug/ml eingesetzt wurden (vergl.
Kapitel 2.8.5). Die Mengen an Lipase und Helferprotein wurden Uber SDS-PAGE
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abgeschétzt. Fiur die rekombinant in E. coli exprimierte Lipase aus Chromobacterium
viscosum konnten mit diesem schnellen und sehr effizienten In-vitro-Refolding Ausbeuten
von 190 000 U/g Zellen (Substrat: Triolein) errreicht werden (Tab. 3.2.4).

Tabelle 3.2.4: Ausbeute der rekombinant in E. coli exprimierten Lipase aus Chromobacterium
viscosum nach In-vitro-Refolding. Die Aktivitat der Lipase wurde im pH-Stat-Assay mit
verschiedenen Substraten bestimmt.

Substrat Ausbeutein [U/g ZellnalR3gewicht]

Tributyrin (C4) | 180 000 U/g
Tricaprylin (C8) 350 000 U/g
Trimyristin (C14) 340 000 U/g
Triolein (C18) 190 000 U/g

3.2.3.2 AufschluRmethoden

Fur das Schnell-Refolding der Lipase aus Chromobacterium viscosum wurden die Lipase
bzw. Helferprotein exprimierenden E. coli Zellen mit 8 M Harnstoff aufgeschlossen. Sowohl
Lipase als auch Helferprotein lagen so denaturiert im Uberstand des Harnstoffaufschlusses
vor (rLipA H und d79LipB H). Um zu uberprifen, ob die Zelaufschlul3methode einen
Einflu® auf die Ausbeute im Refolding hat, wurden die Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen.
Dadie Lipase in E. coli in Inclusion-Bodies aggregiert, lag sie nach dem Ultraschallaufschlul3
im Pellet vor und konnte erst unter Einsatz von Harnstoff solubilisiert werden. Sie lag dann
ebenfalls denaturiert vor, war jedoch weitgehend von anderen Zellproteinen befreit
(rLipA UH). Das Helferprotein befand sich nach dem Ultraschallaufschluf® in Lésung im
Uberstand, war also im nativen Zustand (d79LipB U). rLipA H, rLipA UH, d79LipB H und
d79LipB U wurden im In-vitro-Refolding unter den oben angegebenen Standardbedingungen
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eingesetzt. Zusétzlich wurde die Effizienz des In-vitro-Refoldings in Abwesenheit des
spezifischen Helferproteins untersucht. Abbildung 3.2.7 zeigt die Ausbeute an aktiver Lipase
nach dem Refolding. Der Reinigungsgrad der im In-vitro-Refolding eingesetzten Lipase hat
keinen Einfluf auf das Refolding. Das Helferprotein kann sowohl im denaturierten als auch
im nativen Zustand fir das In-vitro-Refolding eingesetzt werden, die Effizienz wird dadurch
nicht beeinfluldt. Das Refolding der Lipase aus Chromobacterium viscosum in Abwesenheit
ihres spezifischen Helferproteins fuhrt nur zu etwa 10 % der beim Refolding mit Helfer
gewonnenen Aktivitat.

120 / \’
S
— 100*»
£
] 801
z
< 60
<
g
= 201
=7 rLipA UH

. rLipA H

d79LipB H )

d79LipB U .
ohneLipB

Abbildung 3.2.7: Einflul der AufschluBmethode auf die Aktivitat der rekombinanten
Chromobacterium viscosum Lipase nach dem In-vitro-Refolding. Denaturierte Lipase (rLipA H
oder rLipA UH) wurde unter Einsatz des denaturierten Helferproteins (d79LipB H) und des nativen
Helferproteins (d79LipB U) bzw. ohne Helferprotein in vitro rekonstituiert. Die nach dem
Refolding gewonnene Aktivitdt wurde mit dem pNPP-Assay bestimmt und ist in [%] angegeben,
wobei die nach dem Refolding von rLipA H mit d79LipB H erhaltene Aktivitét als 100 % gewahlt

wurde.

3.2.3.3 Reinigung von Incluson-Bodies und Bestimmung der spezifischen
Aktivitat

Da die Lipase aus Chromobacterium viscosum in E. coli in Inclusion-Bodies aggregiert
vorliegt, kann die Lipase relativ einfach gereinigt werden. Die nach dem Zellaufschluf3
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gewonnenen Inclusion-Bodies konnten mit Hilfe verschiedener Waschschritte gereinigt und
anschlieffend in 8 M Harnstoffpuffer solubilisiert werden (vgl. Kapitel 2.8.2.2). Die aus den
Inclusion-Bodies gereinigte Lipase wurde im SDS-PAGE analysiert (Abb. 3.2.9).

Die gereinigte Lipase wurde in Anwesenheit ihres denaturierten Helferproteins in vitro
rekonstituiert. Die spezifische Aktivitédt der aus Inclusion-Bodies gereinigten Lipase liegt bei
2800 U/mg im Refolding eingesetzter Lipase (Substrat: Triolein). Bezogen auf die E. coli
Zellmasse, aus der die Lipase gewonnen wurden, liegt die Aktivitét bei 190 000 U/g Zellen,
die Ausbeute bei der Reinigung ist also praktisch 100 %.

M 1
97,4 kDa ~
66,2 kDa :
45,0 kDa
e
31,0kDa Abbildung 32.9: SDSPAGE der aus Indusion-Bodies
gereinigten rekombinanten Lipase aus Chromobacterium
215 kDa viscosum. Die Proteine wurden mit Coomassie-Brilliant-Blue

geféarbt. Spuren: (M) LMW-Standard, (1) gereinigte rLipB.

3.2.3.4 Refoldingkinetik

Zur Untersuchung des Einflusses von Temperatur und Dauer des In-vitro-Refoldings der
Lipase aus Chromobacterium viscosum wurde die Entwicklung der Lipaseaktivitédt Uber einen
Zeitraum von 2 Tagen beim Refolding bel 4°C und bel Raumtemperatur verfolgt (Abb. 3.2.8).
Die Aktivierung der Lipase folgt einer Séttigungkinetik. Nach etwa 10 h erreicht die Aktivitét
ihr Maximum, das sie bei 4°C Uber mehrere Wochen hélt (nicht gezeigt). Be RT fdlt die
Aktivitét nach einem Tag langsam, aber kontinuierlich ab. Generell liegt die beim In-vitro-
Refolding bei RT erreichte Lipaseaktivitét etwa 25 % unter der bei 4°C erreichten Aktivitat.
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Abbildung 3.2.8: Kinetik des In-vitro-Refoldings der rekombinanten Lipase aus
Chromobacterium viscosum bei 4°C und bei RT. Die Aktivitét der Lipase wurde mit dem pNPP-
Assay bestimmt und ist in [%] angegeben. Die nach 48 h In-vitro-Refolding bei 4°C erreichte Lipase-

Aktivitét wurde als 100 % angenommen.

3.2.4 Charakterisierung der Lipase aus Chromobacterium

viscosum

Fur die Charakterisierung der rekombinanten Lipase aus Chromobacterium viscosum wurde
die aus Inclusion-Bodies gereinigte Lipase dem In-vitro-Refolding mit ihrem spezifischen
Helferprotein unter den oben beschriebenen Standardbedingungen unterzogen. Wenn nicht
anders vermerkt, wurde fir die Charakterisierung die Lipase direkt aus dem Refolding-Ansatz

verwendet.
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3.2.4.1 EinflulR der Temperatur auf die Lipaseaktivitéat

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der Aktivitdt der rekombinant in E. coli
exprimierten Lipase aus Chromobacterium viscosum wurde die Lipaseaktivitdt mit dem
pNPP-Assay bei unterschiedlichen Temperaturen gemessen (s. Kapitel 2.7.4.1). Die Lipase
zeigte ihre maximale Aktivitét bei 60°C (Abb. 3.2.10). Bel 50°C konnten lediglich 64 % der
maximalen Aktivité gemessen werden. Bel 80°C wurden noch 62 % der maximalen Aktivitat
gefunden.

100 °
| N
<)

w] o

Relative Aktivitat in [%]

20 30 40 50 60 70 80 90

Temperatur in °C

Abbildung 3.2.10: EinfluR der Temperatur auf die Aktivitat der rekombinanten Lipase aus
Chromobacterium viscosum. Die relative Aktivitat wurde mit dem pNPP-Assay bel verschiedenen
Temperaturen bestimmt und ist in [%] angegeben. 100 % entsprechen der Aktivitdt der Lipase bei
60°C.

3.2.4.2 Temperaturstabilitat

Zur Untersuchung der Stabilitét der rekombinanten Lipase aus Chromobacterium viscosum
wurden Aligouts der Lipaselosung bei verschiedenen Temperaturen inkubiert und die
verbliebene Restaktivitdt mit dem pNPP-Assay bestimmt (vergl. Kapitel 2.7.4.1). Die Lipase
ist bis 50°C Uber mindestens 16 h stabil, bel 60°C bleibt die Lipase etwa 0,5 h stabil, verliert
aber dann rasch ihre Aktivitét. Bei 70°C sind bereits nach 30 min nur noch 9 % Restaktivitét
vorhanden (Abb. 3.2.11).
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Abbildung 3.2.11: Temperaturstabilitdt der rekombinanten Chromobacterium viscosum Lipase.
Die Restaktivitdt wurde mit dem pNPP-Assay bestimmt und ist in [%] angegeben. Die eingesetzte
Aktivitdt bei 0 hwurde als 100 % angenommen.

3.2.4.3 EinfluR des pH-Wertes auf die Lipaseaktivitat
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Abbildung 3.2.12: Einfluld des pH-Wertes auf die Aktivitat der rekombinanten Lipase aus
Chromobacterium viscosum. Die relative Aktivitét wurde im pH-Stat mit Tributyrin als Substrat
bestimmt und ist in [%] angegeben. 100 % entsprechen der Aktivitét bei pH 8,5.
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Der Einflufd des pH-Wertes auf die Aktivitdt der rekombinanten Lipase aus Chromobacterium
viscosum wurde im pH-Stat bei unterschiedlichen pH-Werten mit Tributyrin als Substrat bei
60°C bestimmt (s. Kapitel 2.7.4.2 und 2.7.3.2). Das pH-Optimum der Lipase liegt bei pH 8,5
(Abb.3.2.12). Bei pH8 und pH9 wurden 90% bzw. 94 % der maximaen Aktivitét
gemessen. Bis pH 6 ist die Lipase nahezu inaktiv, bei pH 7 konnten 44 % der Aktivitét bei
pH 8,5 detektiert werden.

3.2.4.4 pH-Stabilitat

Zur Untersuchung der pH-Stabilitét der rekombinanten Lipase aus Chromobacterium
viscosum wurde die Lipase in Puffern unterschiedlicher pH-Werte fur 16 h inkubiert und die
verbliebene Restaktivitét mit dem pNPP-Assay bei pH 8,0 gemessen (s. Kapitel 2.7.4.2). Die
Lipase ist im pH-Bereich von pH 7 bis pH 11 sehr stabil (Abb. 3.2.13). Nach 16-stlindiger
Inkubation bei 30°C in Puffern der pH-Werte pH 7 bis pH 9 konnten 90 % bis 121 % der
urspringlich eingesetzten Lipaseaktivitét wiedergefunden werden. Nach Inkubation in Puffern
der pH-Werte pH 3, pH 4 und pH 12 waren noch maximal 13 % der urspriinglichen Aktivitét
vorhanden, wahrend die Restaktivitét bei pH-Werten tber 4 wieder stieg.
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Abbildung 3.2.13: Stabilitat der Lipase aus Chromobacterium viscosum bei verschiedenen pH-
Werten. Die Restaktivitdt wurde mit dem pNPP-Assay bestimmt und ist in [%] angegeben. Die
eingesetzte Aktivitét wurde mit 100 % angenommen.
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3.2.4.5 Einfluf von CaCl, auf die Lipaseaktivitéat

Der Zusatz von 10 mM CaCl, zur Tributyrin- bzw. Triolein-Substratlésung bel der Messung
der Lipase-Aktivitédt im pH-Stat-Assay hatte keinen Einflud auf die Aktivitat der
rekombinanten Lipase aus Chromobacterium viscosum. Die spezifische Aktivitét der Lipase
war mit und ohne Zusatz von CaCl, 2800 U/mg.

3.2.4.6 Substratspezifitat der Lipase

Zur Untersuchung der Spezifitat der rekombinanten Lipase aus Chromobacterium viscosum
gegenuber unterschiedlichen Acylkettenldngen wurde im pH-Stat zunachst die Lipaseaktivitét
mit verschiedenen Triacylglyceriden as Substrat gemessen (Abb. 3.2.14). Die Lipase zeigte
bei 60°C und pH 8,5 mit Tricaprylin (C8) und Trimyristin (C14) die hochste Aktivitét. Die
Aktivitat mit Tributyrin (C4), Tricaprin (C10), Tripamitin (C16) und Triolein (C18) betragt
nur etfwa die Hélfte der maximalen Aktivitdt. Dennoch setzte die Lipase ale Substrate um, ihr
Substratspektrum ist relativ breit.
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Abbildung 3.2.14: Substratspektrum der rekombinanten Chromobacterium viscosum Lipase. Die
Lipaseaktivitdt wurde im pH-Stat-Assay gegentiber Triacylglyceriden unterschiedlicher Acylketten-
langen gemessen. Die Aktivitdt mit Triolein as Substrat wurde as 100 % angenommen, die
Aktivitdten mit anderen Substraten sind als relative Aktivitat in [%] angegeben.
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Abbildung 3.2.15: Kettenlangenspezifitdt der rekombinanten Chromobacterium viscosum
Lipase. Zur Bestimmung der Kettenlangenspezifitdt wurde ein Gemisch aus verschiedenen
Triglyceriden mit Fettsduren unterschiedlicher Kettenlangen an allen 3 Positionen (,, Random oil*,
Unilever) hydrolysiert. Die freigesetzten Fettsduren wurden nach einem Gesamtumsatz von 5, 10, 15
bzw. 20% im GC analysiert. Der Anteil der abgespaltenen Fettsauren jeder Kettenldnge ist in [%0]
angegeben.

In einem zweiten Experiment wurde die K ettenlangenspezifitéat der rekombinanten Lipase aus
Chromobacterium viscosum in einem kompetitiven Assay mit ,Random oil* untersucht.
,Random oil* ist ein synthetisches OI, in dem die Fettsiurereste mit einer K ettenlange von C8
bis C18 auf ale drei Positionen gleichverteilt vorliegen. Dieses Ol wurde im pH-Stat zu 5 %
bis 20 % umgesetzt und die abgespaltenen Fettsduren im GC analysiert (Abb. 3.2.15). Auchin
diesem Experiment zeigte sich die Préferenz der Lipase fur mittelkettige Fettsduren. Zu
Beginn der Reaktion ezielte Myristinsaure (C14) die hochste Umsatzrate. Mit
fortschreitendem Gesamtumsatz wurde am meisten Caprylsdure (C8) freigesetzt. Das
Spektrum der Chromobacterium viscosum Lipase ist dennoch sehr breit. Alle 8 im Gemisch

vorhandenen Fettsurereste wurden zu Anteilen zwischen 9 % und 20 % umgesetzt.
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3.3 Spezifitat der Helferproteine

Um die Spezifitdt der Helferproteine gegentiber ihrer Lipase zu untersuchen, wurden In-vitro-
Cross-Refolding-Studien durchgeftihrt. Die Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56,
Chromobacterium viscosum und Pseudomonas cepacia ATCC 21808 wurden in Anwesenheit
jeweils enes der verkirzten Helferproteine aus Pseudomonas species KWI 56,
Chromobacterium viscosum, Pseudomonas cepacia ATCC 21808 und Pseudomonas

aeruginosa TE 3285 dem Standard-In-vitro-Refol ding-Prozef3 unterworfen.

Die rekombinante Expression von Lipase und Helferprotein aus Pseudomonas species
KWI 56 und Chromobacterium viscosum in E. coli sind in dieser Arbeit beschrieben (Kapitel
3.1 und 3.2), die rekombinante Expression von Lipase und Helfer aus Pseudomonas cepacia
ATCC 21808 wurde von Quyen et al. (1999) verdffentlicht. Das Gen fir das
Helferprotein von Pseudomonas aeruginosa TE 3285 wurde am ITB ebenfalls synthetisiert
und in einer verkirzten Form entsprechend der anderen hier beschriebenen Pseudomonas-
Helfer rekombinant in E. coli exprimiert (Dieterich, 1998). Tabelle 3.3.1 zeigt die im Cross-
Refolding verwendeten Konstrukte.

Tabelle 3.3.1: Im Cross-Refolding verwendete Lipasen und Helfer proteine.

i Expressionsvektor exprimiertes Protein

Lipase aus Ps. spec. KWI 56 PETKWIrLip rLip

Helfer aus Ps. spec. KWI 56 pKWIOmpAd70Act OmpAd70Act
Lipase aus C. viscosum PETCVTrLipA rLipA

Helfer aus C. viscosum pPETCVd79LipB d79LipB

Lipase aus Ps. cepacia pT-Lip-Hp rLip

Helfer aus Ps. cepacia pT-ompAd70HpHis OmpAd70HpHis
Helfer aus Ps. aeruginosa pTEompAd67LipB OmpAd67LipB

Die Cross-Refolding-Studien wurden unter den fir die Lipasen aus Pseudomonas species

KWI 56 und Chromobacterium viscosum optimierten In-vitro-Refolding Bedingungen

125



Ergebnisse

durchgefuhrt. Das Refolding erfolgte in HoO bel 4°C fur 24 h mit einer Lipasekonzentration
von 50-100 ug /ml Refoldingansatz.

Die nach dem Refolding der rekombinanten Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56,
Chromobacterium viscosum und Pseudomonas cepacia ATCC 21808 mit den Helferproteinen
aus Pseudomonas species KWI 56, Chromobacterium viscosum, Pseudomonas cepacia
ATCC 21808 und Pseudomonas aeruginosa TE 3285 erhaltene Aktivitét ist in Abbildung
3.3.1 dargestellt. Die drei untersuchten Lipasen aus der Gruppe Il der Pseudomonas-Lipasen
kénnen mit allen drei Helferproteinen aus Gruppe Il effizient in ihre aktive Form gefaltet
werden. Die Lipaseaktivitdten, die mit den verwandten Helferproteinen erreicht wurden,
liegen zwischen 72% und 120% der im Refolding mit dem jeweils spezifischen

Helferprotein gewonnenen Aktivitét.
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Abbildung 3.3.1: Austausch der Helferproteine beim Refolding der rekombinanten Lipasen aus
Pseudomonas species KWI 56 (rLip KWI), Chromobacterium viscosum (rLipA CV) und
Pseudomonas cepacia ATCC 21808 (rLip PC). Jede Lipase wurde mit alen drei Helferproteinen der
Gruppe Il der Pseudomonas-Lipasen (OmpAd70Act aus Pseudomonas species KWI 56: schwarz,
d79LipB aus Chromobacterium viscosum: dunkelgrau; OmpAd70HpHis aus Pseudomonas cepacia
ATCC21808: helgrau) und dem Helferprotein der Lipase aus Pseudomonas aeruginosa
(OmpAd67LipB: weild) rickgefaltet. Die Balken zeigen die relative Aktivitét der Lipasen nach dem
Refolding in [%] an. Die mit dem jeweils fir die Lipase spezifischen Helferprotein erreichten

Aktivitdten wurden als 100 % angenommen.
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Beim Refolding der Lipasen in Anwesenheit des fur die Lipase aus Pseudomonas aeruginosa
TE 3285, einem Mitglied der Gruppel der Pseudomonas-Lipasen, spezifischen Helfer-
proteins, konnten lediglich 2% bis 7 % der maximalen Lipaseaktivitét gemessen werden.
Dies entspricht der Aktivitét, die auch bel der Riuckfaltung ohne Helferprotein erreicht wird.
Das fur die Lipase aus Pseudomonas aeruginosa TE 3285 spezifische Helferprotein vermag

also keinerlel Aktivierung der Pseudomonas-Lipasen aus der Gruppe 11 zu vermitteln.
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4 DISKUSSION

In der Biotechnologie spielen Pseudomonas Lipasen in der organischen Synthese bei der
Herstellung optisch aktiver Substanzen und als Zusétze von Detergentien eine wichtige Rolle
(Reetz & Jaeger, 1998; Sobéron-Chévez & Palmeros, 1994). Bisher werden die Pseudo-
monas-Lipasen entweder direkt aus dem Wirtsstamm isoliert oder in rekombinanten
Pseudomonas-Stammen homolog exprimiert (Gerritse et al., 1998; Hom et al., 1991a;
Nakamura et al., 1992). Allerdings nimmt die Lipaseproduktion in rekombinanten
Pseudomonas-Stammen oft aufgrund der Grofde und der damit verbundenden Instabilitét der
Expressionsplasmide mit der Zeit ab. Aul3erdem sind die meisten Pseudomonas-Stdmme, die
momentan fir die homolog rekombinante Expression der Lipasen verwendet werden,
potentiell pathogen (Sicherheitsstufe S2 in Deutschland). Bei der Lipaseproduktion sind daher
besondere Sicherheitsvorkehrungen erforderlich. Um Riskken zu vermeiden und ene
kostenguinstige Produktion zu erméglichen, wurde in der vorliegenden Arbeit ein rekom-
binantes Expressionssystem fir die Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromo-
bacterium vioscosum in E. coli etabliert und ein schnelles und effektives In-vitro-Refolding

entwickelt.

4.1 Gensynthese

Um eine optimale Expression der Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und
Chromobacterium viscosum in E. coli zu erreichen, wurden die Gene fir die beiden Lipasen
und deren spezifische Helferproteine de novo synthetisiert (Kapitel 3.1.1). Die Gensynthese
bietet die Moglichkeit, komplexe DNA-Sequenzen oder Gene, die durch Klonierung aus dem
Wirtsstamm nicht gewonnen werden konnen, synthetisch herzustellen (Brocca et al., 1998;
Chen et al., 1994; Stemmer et al., 1995). Das Design der Gene fur die Lipasen und deren
Helferproteine aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum erfolgte
unter Ausnutzung verschiedener Vorteile der Gensynthese (Kapitel 3.1.1.1). So wurde zum
Erreichen maximaler Proteinausbeuten und zur Verhinderung einer Wachstumsinhibierung
(Kane, 1995; Mattes, 1993; Zahn, 1996) bei der Uberexpression von Lipase und Helferprotein

in E. coli die Codon-Usage der Gene fir die rekombinante Expression in E. coli optimiert.
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Zur Erleichterung molekularbiologischer Arbeiten wurde gleichzeitig der GC-Gehalt der
DNA, der in Pseudomonaden normalerweise tber 70 % betragt (West & Iglewski, 1988), um
bis zu 13% reduziert (Tab.3.1.1). AufRerdem konnten die Gene fir die Lipasen und
Helferproteine aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum durch
EinfUhrung strategisch positionierter singulérer Restriktionsschnittstellen in Fragmente
unterteilt werden (Abb. 3.1.1).

Die Gene fur die Lipasen und Helferproteine aus Pseudomonas species KWI 56 und
Chromobacterium viscosum wurden erfolgreich mit der Methode der , self priming PCR*
(Ausubel et al., 1994; Dillon & Rosen, 1990; Prodromou & Pearl, 1992) synthetisiert. Von
beiden Stammen wurden die Gene fir Lipase und Helferprotein jeweils aus insgesamt 24
langen, sich um 20 bp tberlappenden Oligonukleotiden mit Hilfe von PCR synthetisiert und
in anschlieffenden Klonierungsschritten zu einem 2,2 kb grof3en DNA-Fragment zusammen-
geflugt (Kapitel 3.1.1.1 und 3.1.1.2). Diese PCR-basierte Methode der Gensynthese ist sehr
effizient und wirtschaftlicher bzw. kostenglinstiger als die Gensynthese durch Ligation oder
DNA Shuffling von kurzen Oligonukleotiden. Bei den letzteren Methoden mussen beide
Strange der DNA durch die Oligonukleotide abgedeckt werden und im Falle der Ligations-
methode sind zusétzlich phosphorylierte Oligonukleotide erforderlich (Chen et al., 1994;
Jayaraman, 1995).

Bel der in dieser Arbeit verwendeten Gensynthese mittels ,, self priming PCR* zeigte sich, dal3
der entscheidende Faktor neben der , Proofreading*-Aktivitét der verwendeten Polymerase
insbesondere die Qualitét und Homogenitat der fir die PCR eingesetzten langen Oligo-

nukleotideist.

4.2 Rekombinante Expression der Pseudomonas-Lipasen
und deren spezifischen Helferproteinein E. coli

Die Lipasen aus Pseudomonaden konnen aufgrund ihrer Aminosauresequenzen in drel
Familien unterteilt werden (Gilbert, 1993). Danach gehdren sowohl die Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56 als auch die Lipase aus Chromobacterium viscosum zur
Familie 1l der Pseudomonas-Lipasen, wobel die Lipase aus Chromobacterium viscosum
identisch mit der Lipase aus Pseudomonas glumaeist (Schrag et al., 1997; Taipaet al., 1995).
Die Pseudomonas-Lipasen der Familien | und Il benétigen fir ihre aktive Expression ein

lipase-spezifisches Helferprotein, welches die korrekte Faltung der Lipasen in ihre aktive
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Form vermittelt (Frenken et al., 1993a; Hobson et al., 1993; lhara et al., 1995; lizumi &
Fukase, 19944a). Daher ist fur die funktionelle Expression der Lipasen in einem heterologen
Wirtsstamm die K oexpression des Helferproteins unbedingt erforderlich.

In dieser Arbeit wurden zunéchst verschiedene Konstrukte fir die rekombinante Expression
der Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum in E. coli
untersucht (Kapitel 3.1.2 und 3.2.2). In Tabelle4.1 sind alle in dieser Arbeit verwendeten
Expressionskonstrukte zusammengefalit.

Die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 konnte sowohl in ihrer reifen Form (rLip), d.h.
ohne Signalsequenz, as auch as Fusionsprotein der reifen Lipase mit der ompA-
Signalsequenz (OmpArLip) erfolgreich in E. coli Uberexprimiert werden. Dabel konnten mit
den Expressionsplasmiden pETKWIrLip und pKWIOmpATrLip jewells Expressionsraten von
Uber 50 % des Gesamtzellproteins erzielt werden. Die Lipase aus Chromobacterium viscosum
(rLipA) konnte ebenfalls in ihrer nativen Form ohne Signalsequenz mit einer Ausbeute von
etwa 50 % mit dem Plasmid pETCVTrLipA in E. coli Uberexprimiert werden. Beide Lipasen
bildeten jedoch Inclusion-Bodies in E. coli und waren nicht aktiv. Dies war in der Literatur
bereits fir eine Vielzahl anderer in E. coli exprimierten Pseudomonas-Lipasen berichtet
worden: In Zellysaten von rekombinanten E. coli Zellen, die Plasmide fur die Expression von
Lipase und auch Helferprotein enthielten, konnten jeweils nur sehr geringe Lipaseaktivitéten
gemessen werden (Frenken et al., 1993b; lhara et al., 1992; lizumi & Fukase, 19943
Jorgensen et al., 1991; Oshima-Hirayama et al., 1993).

Da in diesen Féllen die Koexpression des fur die Lipase spezifischen Helferproteins nicht
oder nur mit geringer Ausbeute erfolgte, wurde zunachst vermutet, dal? die in der E. coli Zelle
vorhandene Menge an rekombinantem Helferprotein nicht fir die effektive Ruckfaltung der
rekombinanten Lipase ausreicht. In-vitro-Studien zum Faltungsmechanismus der Pseudo-
monas-Lipasen hatten gezeigt, dal3 fir eine effektive Rickfaltung der Lipase in ihre aktive
Form &quimolare Mengen an Lipase und Helferprotein erforderlich sind (Shibata et al.,
1998a). Quyen untersuchte daher die rekombinante Koexpression der Lipase und ihres Helfer-
proteins aus Pseudomonas cepacia mit einem Expressionsplasmid, welches beide Gene unter
einem eigenen Promotor trug (Quyen, 1998). Sowohl die Lipase as auch deren Helferprotein
konnten mit einer Ausbeute von jewells etwa 25 % Gesamtzellprotein in E. coli koexprimiert
werden. Dabei zeigte sich jedoch, dal3 die Lipase auch in Anwesenheit ausreichender Mengen

an Helferprotein in  E.coli nicht aktiv vorliegt. Offensichtlich vermag das
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Tabelle4.1: Ubersicht der Ergebnisse in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte zur heter ologen
Expresson der Lipasen und Hdferproteine aus Pseudomonas species KWI 56 und

Chromobacterium viscosum in E. coli.

Expressions- Aktivitat nach

Expressionskonstrukte level in E. coli® In-vitro-Refolding

L ipase aus Pseudomonas species KWI 56

P.:  pKWILipAct keine nicht bestimmt
pKWIrLipAct keine nicht bestimmt
pKWIrLip keine nicht bestimmt
pKWIompArLipAct 50 % 2000 U/g Z€llen®
pKWIompArLip 50 % 1700 U/g Zellen®

Przi  pETKWIrLip 50 % 310000 U/g Zellen®

Helfer aus Pseudomonas species KWI 56

P.:  pKWIACct keine -
pKWId70Act 5-10 % -
pKWIlompAAct keine -
pKWIompAd70Act 50 % -

Pr7zz pETKWIAct 5% -
PETKWId70Act 50 % -

Lipase aus Chromobacterium viscosum

Pr7.  pETCVrLipA 50 % 190000 U/g Zellen®

Helfer aus Chromobacterium viscosum

Pr;. pETCVLipB keine -
pETCVd79Lip 25% -

% m pNPP-Assay (Substrat: pNPP) bestimmt. (Die mit dem pNPP-Assay gemessene Lipaseaktivitat liegt
aufgrund des Substrates generell um Faktor 10 unter den im pH-Stat mit Triolein als Substrat gemessenen
Werten.)

®|m pH-Stat (Substrat: Triolein) bestimmt.

‘in [%)] des Gesamtzellproteins

rekombinante Helferprotein die Rickfaltung der Pseudomonas-Lipase in ihre aktive Form in
E.coli nicht zu vermitteln. Zur Gewinnung aktiver Lipase, die rekombinant in E. coli

exprimiert wurde, ist daher im Anschlufd an die Expression ein In-vitro-Refolding der Lipase

132



Diskussion

unumganglich (vergl. Kapitel 4.3) (Frenken et al., 1993b; lhara et al., 1992; lizumi & Fukase,
1994a; Jorgensen et al., 1991; Oshima-Hirayama et al., 1993; Quyen, 1998).

Aufgrund dieser bel der rekombinanten Expression verwandter Pseudomonas-Lipasen
gewonnenen Erfahrungen, wurden in der vorliegenden Arbeit daher die Helferproteine der
Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum von den Lipasen

unabhéngig kloniert und exprimiert.

Untersuchungen zur Funktion des Helferproteins zeigten, dal} das Helferprotein in
Pseudomonas mit einer N-terminalen hydrophoben Sequenz in der inneren Membran
verankert ist (Frenken et al., 1993b). Dieser Membrananker ist fur die Funktion des
Helferproteins bei der Ruckfaltung der Lipase nicht erforderlich (El Khattabi et al., 1999;
Quyen et al., 1999; Shibata et al., 1998b). Allerdings beeintréchtigt er die rekombinante
Expression der Pseudomonas-Helferproteine in E. coli stark. So war sowohl die Uber-
expresson des Helferproteins aus Pseudomonas species KWI56 as auch aus
Chromobacterium viscosum in dieser Arbeit erst moglich, nachdem der Membrananker ganz
entfernt oder durch die ompA-Signalsequenz ersetzt worden war (Kapitel 3.1.2 und 3.2.2).
Das Helferprotein aus Pseudomonas species KWI 56 konnte mit den Expressionsplasmiden
pKWIOmMpAd70Act und pETKWId70Act mit Ausbeuten von etwa 50 % des Gesamt-
zellproteins exprimiert werden. Bei der Expression des Helferproteins aus Chromobacterium
viscosum mit dem Plasmid pETCVd79LipB in E. coli wurde eine Expressionsrate von etwa
25 % erzielt. Ahnliche Resultate wurden auch fir die lipase-spezifischen Helferproteine aus
Pseudomonas cepacia (Quyen et al., 1999) und aus Pseudomonas aeruginosa beobachtet
(Dieterich, 1998; Shibata et al., 1998b).

4.3 In-vitro-Refolding

Das In-vitro Refolding der in E. coli heterolog exprimierten Pseudomonas-Lipasen resultierte
bisher in relativ geringer Lipaseaktivitdt. Im allgemeinen konnten lediglich 5 bis 10 % der
Aktivitét der nativen Lipase gewonnen werden (Hobson et al., 1993; lizumi & Fukase,
1994a). Quyen et al. (1999) entwickelten jedoch ein einfaches und effizientes In-vitro-
Refolding Protokoll, mit dem erstmals die quantitative Riickfaltung der rekombinant in E. coli
exprimierten Lipase aus Pseudomonas cepacia ATCC 21808 unter Einsatz des ebenfalls in

E. coli exprimierten lipase-spezifischen Helferproteins gelungen war.
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In einer entsprechenden Refoldingprozedur konnten daraufhin die in der vorliegenden Arbeit
heterolog in E.coli exprimierten Lipasen aus Pseudomonas species KWI56 und
Chromobacterium viscosum ebenfalls unter Einsatz ihres jewells spezifischen Helferproteins
effizient rickgefaltet werden (Kapitel 3.1.4 und 3.2.3). Die gewonnenen Lipaseaktivitéten,
310 000 U/g Zellen fir die Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 (Substrat: Triolein) und
190 000 U/g Z€llen fir die Lipase aus Chromobacterium viscosum (Substrat: Triolein) sind
vergleichbar mit den verdffentlichten Werten der rekombinanten Lipase aus Pseudomonas
cepacia ATCC 21808 (314000 U/g Zellen) (Quyen et al., 1999). Diese Ausbeuten
Ubertreffen die in friheren Expressionss und RuUckfaltungsversuchen gewonnenen
Lipaseaktivitdten um das 10 bis 100-fache (Frenken et al., 1993a; Frenken et al., 1993b;
lizumi & Fukase, 19944a; lizumi et al., 1991).

Untersuchungen zum In-vitro-Refolding der Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 mit
ihrem spezifischen Helferprotein zeigten, dal3 die reife Lipase sowohl in Anwesenheit des
gekurzten Helferproteins a's auch des mit ompA fusionierten Helferproteins quantitativ riick-
gefaltet werden kann (Kapitel 3.1.4.4). Offensichtlich ist der N-Terminus fir die Funktion des
Helferproteins nicht erforderlich und auch nicht in die zur Funktion notwendigen Struktur des
Helferproteins involviert. Im Gegensatz hierzu erwies sich die Signalsequenz bel der mit
ompA fusionierten reifen Lipase as hinderlich. Beim In-vitro-Refolding der mit ompA
fusionierten Lipase konnten nur Ausbeuten von 10 % im Vergleich zur Aktivitét der reifen
Lipase nach Rickfaltung erreicht werden (Kapitel 3.1.4.4). Die Lipase mul3 demnach zuerst
prozessiert werden und in ihrer reifen Form vorliegen, bevor sie mit Hilfe des Helferproteins
in ihre korrekte Form gefaltet werden kann.

Das In-vitro-Refolding der rekombinanten Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und
Chromobacterium viscosum erfolgte standardméafdig in H,O. Der Einsatz verschiedener Puffer
im In-vitro-Refolding erbrachte keine weitere Steigerung der Lipaseaktivitét (Kapitel 3.1.4.5).
Auch der Zusatz von Ca’*-lonen zum Refoldingansatz filhrte zu eher geringerer Lipase-
aktivitat im Vergleich zum Refolding in H,O. Dies ist bemerkenswert, da beim In-vitro-
Refolding der rekombinanten Lipase aus Pseudomonas aeruginosa eine Ca’*-Abhangigkeit
beschrieben worden war (Shibata et al., 1998a). Die Helferproteine der Lipasen aus
Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum bendtigen fur ihre Funktion
as Mittler der Faltung der Lipasen in ihre aktive Konformation offensichtlich keine

Kofaktoren. Lipase und Helferprotein missen jedoch fir die maximale Ausbeute an aktiver
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Lipase in &guimolaren Mengen vorliegen (Kapitel 3.1.4.8). Ein ,Recycling” der
Helferproteine findet nicht statt (Shibata et al., 1998a).

Die Verdinnung der in 8 M Harnstoff denaturierten Lipase und Helferprotein im Refolding-
ansatz hat einen starken Einflul auf die gewonnene Lipaseaktivitét (Kapitel 3.1.4.7). Die
besten Ergebnisse wurden mit Verdinnungsraten von 1:100 bis 1:250 erzielt. Bel geringerer
Verdunnungsrate hemmt die h6here Harnstoffkonzentration im Ansatz das erfolgreiche
Refolding. Abhilfe wére nur durch Dialyse zu schaffen. Bei grof3eren Verdinnungen wird der
Refoldingprozef3 durch die Diffusion von Lipase und deren spezifischen Helferprotein

limitiert.

Die lipase-spezifischen Helferproteine aus Pseudomonaden vermitteln die Fatung der
Lipasen in ihre aktive Konformation. Eine entsprechende Funktion erflllen auch die
bekannten Chaperone, wie Hsp60 oder Hsp70, fur ein Reihe von Proteinen (Fink, 1999; Hartl
& Martin, 1995; Langer et al., 1992). Generell unterscheiden sich die lipase-spezifischen
Helferproteine aber gravierend von der Funktion eines Chaperons. Sie sind spezifisch fur die
zugehdrige Lipase und benétigen im Gegensatz zu Chaperonen fur ihre Funktion keine
Energie in Form von ATP. Aul3erdem vermag ein Helferprotein lediglich die Faltung eines
Lipaseproteins zu vermitteln, Chaperone hingegen konnen reaktiviert werden. Die Helfer-
proteine der Lipasen konnen daher alenfalls als , chaperondhnlich® bezeichnet werden und

bilden aufgrund ihrer physiologischen Funktion eine eigene Proteinfamilie.

4.4 Charakteriserung der rekombinanten Lipasen aus
Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium

Vviscosum

Die rekombinant in E. coli exprimierten und in vitro riickgefalteten Lipasen aus Pseudomonas
species KWI 56 und Chromobacterium viscosum wurden beziglich einiger biochemischer
Eigenschaften charakterisiert und den aus der Literatur bekannten Daten der nativen Enzyme
gegenubergestellt (Tabelle 4.2).
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Tabelle4.2: Eigenschaften der nativen und rekombinanten Lipasen aus Pseudomonas species

KW/ 56 und Chromobacterium viscosum.

Lipase aus ' Lipase aus
Pseudomonas species KWI 56 Chromobacterium viscosum

nativ® rekombinant” nativ® rekombinant®
Temperaturoptimum 60°C 60-80°C 70°C 60°C
Temperaturstabilitat 60°C 50°C 40°C 60°C
pH-Optimum pH 5,5-7 pH 7-9 pH 6,5 pH 8,5
pH-Stabilitét pH 4-10 pH 7-9 pH 4-11 pH 7-11
Ca’*-Abhangigkeit keine keine keine keine
Substratspektrum breit, C8-C16  breit, C8-C14 n.b. breit, C8 und
(C4-C18) bevorzugt bevorzugt C14 bevorzugt
Alizumi et al., 1990 ‘Sugiura & Isobe, 1974
PK apitel 3.1.6 K apitel 3.2.4

Beide Lipasen sind thermostabile Enzyme, ihr Temperaturoptimum liegt bei etwa 60°C, bel
Temperaturen unter 50°C bleiben sie Uber mehrere Stunden aktiv. Das pH-Optimum der
nativen Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 liegt mit pH 5,5-7 etwas niedriger a's bei
der rekombinanten Lipase, deren pH-Optimum bei pH 7-9 ermittelt wurde. Auch bei der
Lipase aus Chromobacterium viscosum hat das native Enzym mit pH 6,5 ein niedrigeres pH-
Optimum a's die rekombinante Lipase (pH 8,5). Die pH-Stabilitét der nativen Lipasen umfal3t
mit pH 4-10 bzw. pH 4-11 jeweils einen breiteren pH-Bereich als die fur die rekombinanten
Enzyme ermittelten Werte (pH 7-9 bzw. pH 7-11). Diese Unterschiede zwischen nativen und
rekombinanten Lipasen kénnten auf die unterschiedlichen Assay-Bedingungen, die in dieser
Arbeit und der Literatur verwendet wurden (lizumi et al., 1990; Sugiura & Isobe, 1974)
zurtckzufihren sein. So wurden in dieser Arbeit und in der Literatur verschiedene Assays zur
Messung der Lipaseaktivitét verwendet, die Inkubationsdauer reicht von 20 min bis 24 h und
es wurden unterschiedliche Pufferzusammensetzungen und Lipasekonzentrationen verwendet.
Fur die Lipasen aus Pseudomonaden sind keine posttrans ationalen Modifikationen wie z.B.
Glycosylierung bekannt, die rekombinanten Enzyme sollten sich daher in ihren Eigenschaften

unter gleichen V ersuchsbedingungen nicht von den nativen unterscheiden.
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Da firr verschiedene Pseudomonas-Lipasen eine Aktivierung durch Ca®*-lonen gezeigt
werden konnte (Gilbert et al., 1991; Lee et al., 1993), wurde auch der EinfluR von Ca* auf
die Aktivitét der Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum
untersucht (Kapitel 3.1.6.5 und 3.2.4.5). Es stelle sich jedoch heraus, dal3 keine der beiden
Lipasen durch Ca?* aktiviert werden kann. Dies ist bemerkenswert, da sowohl bei der Lipase
aus Pseudomonas cepacia (Kim et al., 1997) als auch den Lipasen aus Chromobacterium
viscosum (Lang et al., 1996) und Pseudomonas glumae (Noble et al., 1994; Noble et al.,
1993) bei der Untersuchung der Proteinstrukturen jeweils eine Ca?*-Bindestelle gefunden
wurde, Ca®* aber offensichtlich weder auf die Aktivitat noch auf das Refolding Einflu

nimmt.

4.5 Spezifitat der Helfer proteine

Die Aminosauresegquenzen der Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56, Chromobacterium
viscosum und Pseudomonas cepacia ATCC 21808 weisen 80 % Homologie untereinander auf
(Abb. 4.1). lhre spezifischen Helferproteine hingegen teilen nur 56 % identische und 15 %
ahnliche Aminosauren (Abb. 4.2). Die in dieser Arbeit durchgefihrten In-vitro-Cross-
Refolding-Studien (Kapitel 3.3) zeigten, dald ale drei rekombinanten Lipasen in Anwesenheit
eines beliebigen dieser drei Helferproteine effizient in ihre aktive Form gefaltet werden
konnen. Weniger verwandte Helferproteine, wie das Helferprotein der Lipase aus
Pseudomonas aeruginosa TE 3285, einem Mitglied der Familie | der Pseudomonas-Lipasen,
welches etwa 40 % Sequenzhomologie zu den Helferproteinen der Familie |1-Pseudomonas-
Lipasen aufweist, vermochte keine der drel Lipasen zu aktivieren. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den von El Khattabi et al. (1999) beschriebenen Ergebnissen, die
zeigten, dai’ die Helferproteine aus Pseudomonas glumae und Pseudomonas aeruginosa nicht
gegeneinander austauschbar sind. Umgekehrt konnte in Studien von Shibata et al. (1998) das
Helferprotein der Lipase aus Pseudomonas aeruginosa die Faltung der Lipase aus
Pseudomonas species 109 vermitteln, nicht jedoch die Fatung der Familiell-Lipase aus

Pseudomonas cepacia M 12-33.
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1 50
LR A RV SRV VlIABA vAGANS TRADEA GINTIANMETT AT AMANASWAR A De v A2
LICVARSMR SR VVAGAVACAMS VAP EACETIA VR T ATRIA AN ARASABA DN Y A
cv  BVEEEEEEN RRINEWINIAY VELZE-Afcl WIRASPEVE - - - -ITiEE
Signalsequenz
KWI LSGTDKYAGVIVE YWYGIQEDEL.OONGARVY
PC LICTDKYAGVIRRE YWY G IQEDRLOQINGATVY
cv VD YWY G T OSDILOSEIGAINV Y
101 150
KWI ANGRGEQLLIAYVKIVLAATEGATKVNLVGHESQGGLTSRYVIIAAVAPDLVAS
=l CPNGRGEQL LAY VKIVLAATGATKVNLVGHESQGGLTSRYVIlIAAVAPDLVAS
SUNGENGRGEQL LAY VKGVLAAT
151 200
KWI SEFADFVONVITAVDPTGLS SEEVIAAF VNV G TS S SHNT]
26l TT I GTPHRGISEFADFVQEVELAYDPTGLS STV IAAFVNVH Tsss
VA TTIGTPHRGSEFADFVQRVELEGID PTGLS SPIV I AAFVNVFIGILESSS
250
KWI LTTARNAATYNEO ETVGGNTHLI)
PC LTTAQAATYNO ETVGGNTHLI)
cv LTTAQIWATYNRINF PSAGLGA ETVGGEOHLL)
251 300
KWI TS VEG 1 TGANTDTST\YBT VDREANVEDP STL
PC TS VEGY TGARNTDTS THMBLVDIRRANNEDPSTL
cv TSR VIG Y TGANTDTS TiegtT DA NVIND P STLEAT I TGE Y T
350
KWI VSKCSALYCREVILS TSYKWNH RGA
PC VSKCSEA OfVILSTSEKWNH| RGANAEDPVA
cv VSR CSELFCORVIS T SYIEWNH RGANAEDPVA
351 364
I T R THANRL KILAG
=o'/ T R THANRLKILAG
SN 1 RTHNR KR GY

Abbildung 4.1: Sequenzhomologie der Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 (KWI),
Chromobacterium viscosum (CV) und Pseudomonas cepacia ATCC21808 (PC) (Corpet, 1988). In
adlen drei Lipasen identische oder ahnliche Aminosauren sind schwarz unterlegt, Homologien
zwischen 2 Lipasesequenzen sind durch grau unterlegte Aminosduren gekennzeichnet. Die bel der

Prozessierung der Lipase in Pseudomonas abgespaltene Signal sequenz ist unterstrichen.
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1 50
KWI-H MTSEEGEA PARRAVVYCG VVGIAATAGY BMWSCAGIHR ATGASGESEE
PC-H MTAREGEA PIARCAVVYG VVGIES IEGV EMWSGA HR GTGTAGELJgD
CV-H MAQADZPARG GWAARPMRGA SFARAGHEVAC MAcAAViiLWwL RPANZSPNEA
TE-H MKK ILLBIP#AFA BSUWFUILE PSPINZETAEP
N-terminale hydrophobe Sequenz
51 100
KkWwi-H NEvieEsvtd Eg------- ol 7 By PACheN |, DIST.AGSHSAPEREPLD A
pc-H [ A~ BE------- o2 7 BT DAk eS 1, DEIST.AGSISAPERT PLD A
Cv-H  GAVIEEPAAG Vigi¥iasEaile - - -VErea H-MEcARIEs Hily- Il
TE-H [NEroaEiorl EE¥satrv plpoviiigikv HoiETEFRET EvDesFsviER
101 150
R GG AL R Ay O DI Ale T DNAIVITRI T A1 OfT DEIYAORE A
1=TeR: QG iz AN R A VIR DE FD YO LTANOSDLISAA A)gVYRe T A2 OllT DEIRYAOAE
/S IC Ol ANTRAVEREEFDY(CLTA TPL ALVRRIz T AAQNT DESPAOAE
TE-H SENBLIEOH Y ERYNF#sD GEEPLooSHEE Gl -[FAviENND ¥e- EZRRGEA
151 200
R T D/TNR Y RA Y JREDAT Al 1230)-NMCAI SO KESDTNeA 0L ALDORMA I ANMRTTLED
PC-H WDWAVHENGN LARAKIRDA €0V - -miSpil GLL @il iisle): ESIA RTLGD
SRR € VIR VRA VIRaDA T Ale e DGAY T DRSDIRAAY OT A LDORN ~ WA RRTECE
TE-H WALMOONMIDN KKE@VLEERE LPREABLDAR RORBARV--K BLrREARIFSNE
201 250
ki1-H  [soEEREARE wilSivilal el ASREEIVE solisARE T
S (o G ORI RN 1R LR T QDT iyl O K ADRIAAT I{e0MBRIDE RA
(AT Q=i - < GD EOBR ORIID L E RIS T ANDiNT T S)=llE O K AARTAAT WAQT iN=DERA
TE-H AHV. TYROFTIENIE ANREWGKEST ERIEVATDRE REASEEES0-
251 300
KWI-H AROHTDORRA ATDREROMS: SEENVRY FrriieEn MEvieIesh
PC-H  ABQRVDOSRA KTDRUROMS: SENENES CrTEuigpi LviRv. el
CV-H  QEAALHAROD EvTKUgDier NEVINOVEL (©1ARuE
TE-H ESVLPQLESE LOQETRAMSA NN TR0 MROELVEAEY TTRLEGRIRE
301 350
kw1-H  BasfesEial EEREETolSs -NEISRE RolSABRRY FirEERVEN
D O R VDN v A OREAD T ECRRA G T SBODR D7 le T ART RO F PG = AR A
cv-H pENYETEYOA RID e CLINPODRDEAIN T AGT ROk ANRA
TE-H RSLWKGELDE MFAEKS;tc NAGISEARGR BMAYE ER |gSEQ-JBRLIJL
351 362
KWI-H NGB EsA R
PC-H [EilIEREsa
CV-H LEplsleiNec
TE-H GAMBOMROAE [BR

Abbildung 4.2: Sequenzhomologie der Helfer proteine aus Pseudomonas species KWI 56 (KWI-H),
Chromobacterium viscosum (CV-H), Pseudomonas cepacia ATCC 21808 (PS-H) und Pseudomonas
aeruginosa TE 3285 (TE-H) (Corpet, 1988). In alen vier Helferproteinen identische oder dhnliche
Aminosauren sind schwarz unterlegt, Homologien zwischen 2 oder 3 Helferproteinsequenzen sind
durch grau unterlegte Aminosduren gekennzeichnet. Die N-terminalen hydrophoben Bereiche der

Helferproteine, die fur die rekombinante Expression in E. coli entfernt wurden, sind unterstrichen.
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Offensichtlich besteht innerhalb ener Familie von Lipasen und ihren zugehdrigen
Helferproteinen ein gemeinsamer Mechanismus bel der Faltung der Lipasen sowie
konservierte Proteinstrukturen, Uber die die Lipase mit ihrem Helferprotein interagiert.
Hieraus kann gefolgert werden, dald3 auch alle anderen Lipasen aus der Familie Il der
Pseudomonas-Lipasen nach ihrer Klonierung und Uberexpression in E. coli mit einem der in
dieser Arbeit bereitgestellten rekombinanten Helferproteine riickgefaltet werden kénnen. In
der vorliegenden Arbeit konnte daher ein allgemeines Konzept zur heterologen Expression
aller Pseudomonas-Lipasen aus der Familie Il in E. coli entwickelt und ein effektives In-vitro-
Refolding dieser Lipasen unter Einsatz eines vorhandenen rekombinanten Helferproteins

etabliert werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Pseudomonas-Lipasen finden breite industrielle Anwendung als Waschmittelzusétze, in der
Nahrungsmittelindustrie und in der organischen Synthese. Ihre Gewinnung erfolgte bisher
durch Isolierung aus dem Wirtsorganismus oder durch homologe Expression in
Pseudomonas. Da viele der verwendeten Pseudomonaden jedoch als potentiell pathogen
gelten, sind spezielle Sicherheitsmaldnahmen bei ihrer Kultivierung erforderlich. Auch eignen
sie sich nicht zum Proteindesign mit Hilfe evolutiver Strategien. Daher wurde in dieser Arbeit
ein heterologes Expressionssystem in E. coli und ein In-vitro-Refolding fur diese Lipasen
etabliert.

Die Gene fir die Lipasen und deren zur korrekten Faltung erforderlichen Helferproteine
wurden de novo synthetisiert. Beim Design der Gene wurde der GC-Gehalt gegeniiber den
Wildtyp-Genen um 12 % bzw. 13 % verringert, die Codon-Usage fir E. coli optimiert und die
Gene durch Einfihrung singuldrer Restriktionsschnittstellen in Module aufgeteilt. Zur
Expression wurden die Gene in verschiedene Vektoren kloniert. Hohe Expressionsraten (50 %
des Gesamtzellproteins) der Lipasen konnten unter der Kontrolle des T,-Promotors im
Plasmid pET20b(+) erreicht werden, allerdings liegt die Lipase inaktiv in E. coli vor. Eine
Expression der Helferproteine in E. coli war erst nach Entfernung stark hydrophober N-
terminaler Segenzen zu erreichen. Unter Einsatz der rekombinanten Helferproteine wurde ein
schnelles und effizientes In-vitro-Refolding zur Aktivierung der rekombinanten Lipasen
entwickelt. Das Refolding resultiert in Ausbeuten von 310000U/g Zellen fur die
rekombinante Lipase aus Pseudomonas species KWI 56 und 200 000 U/g Zellen fur die
rekombinante Lipase aus Chromobacterium viscosum mit Triolein als Substrat.

Die Lipasen aus Pseudomonas species KWI 56 und Chromobacterium viscosum gehéren
beide zur Gruppe Il der Pseudomonas-Lipasen und weisen 80 % Sequenzhomologie unter-
einander auf. Es konnte gezeigt werden, dal3 beide Lipasen auch unter Einsatz von Helfer-
proteinen verwandter Lipasen effizient aktiviert werden konnen.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen konnte die Voraussetzung fur
evolutives und rationales Proteindesign dieser industriell relevanten Lipasen geschaffen
werden und zugleich ein allgemein glltiges System fur die rekombinante Expression in
E. coli und die effiziente Rickfaltung der Pseudomonas Lipasen der Klasse Il gefunden

werden.
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