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Kurzfassung

Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Herstellung von Haloalkan Dehalogena-
sen zur biokatalytischen Umsetzung des prochiralen 1,2,3-Trichlorpropan zu dem
(R) oder (S) Enantiomer des 2,3-Dichlor-1-propanol. Die Bereitstellung dieser En-
zyme schlief3t sowohl eine Optimierung der heterologen Proteinexpression im jewei-
ligen Wirtsorganismus, als auch die Produktion und Aufreinigung des Biokatalysa-
tors ein.

Die von der Firma DOW Chemicals bereitgestellten Haloalkan Dehalogenasen un-
terscheiden sich im Wesentlichen hinsichtlich ihrer ee-Werte bezlglich des Produkts
2,3-Dichlor-1-propanol und im Hinblick auf ihr Expressionsverhaltens in Escherichia
coli. Fur die aus einem Bodenscreening stammenden Haloalkan Dehalogenasen
DSD4 und DSD49 wird auf Grundlage von experimentellen Ansétzen das intrazellu-
lare Expressionsniveau dieser Proteine signifikant erhoht. Weiterhin werden auf
Grundlage von modellgestiitzen Ansatzen Ursachen fiur die Bildung von ,Inclusion
bodies" wahrend der heterologen Expression dieser Haloalkan Dehalogenasen her-
ausgearbeitet.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der fermentativen Produktion von Ha-
loalkan Dehalogenasen in E. coli Uber eine Hochzelldichte- Kultivierung im 30 I-
Maflstab und dem anschlieBenden Downstream-Prozess der Biokatalysatoren. Das
Ziel dieses Arbeitsschwerpunkts liegt darin, den Biokatalysator im halbtechnischen
Mafl3stab mdglichst kostengtinstig und innerhalb kurzer Zeit herzustellen. Fir die
Etablierung des Gesamtprozesses wird eine Haloalkan Dehalogenase aus Rhodo-
coccus rhodochrous (DhaA) eingesetzt. DhaA weist gegeniiber den DSD Varianten
bezlglich des Produkts eine geringere Enantioselektivitat auf, zeichnet sich aber
bereits zu Beginn der Arbeit durch ein hohes Expressionsniveau in dem Wirtsorga-
nismus E. coli aus. Innerhalb des Downstream- Prozesses wird die ,High Gradient
Magnetic Fishing“-Technik eingesetzt. Dieses Verfahren ermdglicht, wesentliche
Schritte eines klassischen Chromatographie-Aufreinigungsverfahrens zu umgehen,
was zu einer Kosten- und Zeitersparnis fuhrt. Mit Hilfe der Magnettrenntechnik I&sst
sich der Downstream-Prozess fur Haloalkan Dehlogenasen auf die drei Arbeits-
schritte des Zellaufschlusses, der Affinitdtsaufreinigung mittels HGMF und der Kon-

ditionierung des Biokatalysators tber eine Ultrafiltration reduzieren.

Schlagwdorter

Haloalkan Dehalogenasen, 1,2,3-Trichlorpropan, heterologe Proteinexpression,
Hochzelldichte Fermentation (HCD), High Gradient Magnetic Fishing (HGMF)
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Abstract

Abstract

The work presented here focuses on the production of haloalkane dehalogenases
for the conversion of prochiral 1,2,3-trichloropropan into the (R) or (S) enantiomere
of 2,3-dichloro-1-propanol. This includes the optimization of the heterologous protein
expression for the haloalkane dehalogenases in different host organisms as well as
the production and downstream process of the biocatalysts.

Haloalkane dehalogenases provided by DOW Chemicals differ mainly in their
ee-values towards the product 2,3-dichloro-1-propanol and in their expression be-
haviour in the host organism Escherichia coli. The intracellulare expression level of
two of these haloalkane dehalogenases DSD4 and DSD49, derived from a soil
based screening, was significantly improved by experimental approaches during cul-
tivation. More causes for inclusion-body-formation during heterologous protein ex-
pression are pointed out by model based methods.

The second part of this work deals with the production of haloalkane dehalogenases
in E. coli by high cell density (HCD) cultivation in a 30 | scale followed by down-
stream processing of the biocatalysts. The aim of this workscope is the production
of the enzyme in large scale in a cost- and time- saving manner. The whole process
is established by a haloakane dehalogenase from Rhodococcus rhodochrous
(DhaA). In comparison with DSD variants DhaA has a lower enantioselectivity to-
wards the product 2,3-dichloro-1-propanol, but the enzyme shows a high expression
level as well as little inclusion body formation in E. coli right from the beginning of
this work. Along with downstream processing a method called “high gradient
magnetic fishing” (HGMF) separation is integrated. The HGMF operation allows re-
duction of purification steps necessary when fixed bed columns are used for protein
purification. In this way saving of costs and time can be achieved. By including the
magnetic separartion technique, the downstream process of haloalkane dehalo-
genases can be reduced into three purification steps: (1) Cell disruption by glass
bead mill, (2) affinity protein purification via the HGMF technique and (3) condition-

ing of the biocatalyst by ultrafiltration.

Keywords

Haloalkane dehalogenase, 1,2,3-trichloropropane, heterologous protein expression,

high cell density fermentation (HCD), high gradient magnetic fishing (HGMF)
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Einleitung

Die WeilRe Biotechnologie umfasst sowohl die Verfahrensentwicklung zur Herstel-
lung neuer Produkte als auch den Ersatz von klassisch-chemischen Produktionsver-
fahren durch die Biokatalyse (Jaworski et al. 2001; Frazzetto 2003). Der Anteil an
biotechnischen Verfahren zur Generierung von chemischen Produkten wird derzeit
auf etwa 5 % geschatzt, wobei dieser bis 2010 nach einer Studie von Festel (Festel
et al. 2004) auf etwa 20 % steigen soll (Abbildung 1-1.

| umsatz200t Umsatz 2010

1.200 Mrd. USD 30 Mrd. 1.600 Mrd. USD 310 Mrd.
usp . usp _
,,,,,,, Anteil ) Anteil )
Feinchemie I 100
’ o 60
Polymere 16 % 350 60 %
1% 50 15 %

Spezialitaten-

chemie 2% 20 %

Basischemie
und Zwischen-
produkte

2% 15 %

Chemie- Biotechnolo- Chemie- Biotechnolo-
produkte gische Verfahren produkte gische Verfahren

Abbildung 1-1:Entwicklung des Anteils biotechnologischer Verfahra an dem Ge-
samtumsatz chemischer Produkte.Die Unterteilung erfolgt nach Produktgruppen
(Festel et al. 2004).

Die der Weil3en Biotechnologie entstammenden Produkte sind den Gruppen der
Feinchemikalien und den so genannten Bulkprodukten zuzuordnen. Unter Feinche-
mikalien sind Substanzen einzuordnen, die einen hohen Funktionalisierungsgrad
besitzen und von denen weniger als 10.000 Tonnen pro Jahr weltweit bendtigt wer-
den. Bulkprodukte hingegen liegen oberhalb dieser jahrlichen Produktionsrate. Der
Marktanteil biotechnologisch hergestellter Feinchemikalien wird derzeit auf ca. 50
Mrd US-$ geschatzt, wobei sich das Volumen innerhalb der nachsten 10 bis 20 Jah-
re auf ca. 250 Mrd US-$ vergrofR3ern soll (Bott et al. 2004).
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Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Synthese von Epichlorhydrin. Dieses
wird bislang mittels chemischer Verfahren, ausgehend von Propylen, hergestellt. Bei
dieser Synthese wird das Nebenprodukt 1,2,3-Trichlorpropan (TCP) zu etwa 5-7 %
gebildet (Abbildung 1-3 (Swanson 1999; Gray et al. 2003). Durch die biokatalytische
Umsetzung des TCP zu Dichlorpropanol (DCH) lber einen Biokatalysator kénnte
bei diesem Prozess eine signifikante Verbesserung der Wirtschaftlichkeit erreicht
werden. Hierbei geht es nicht allein um die Ruckfihrung dieses Nebenprodukts in
den Hauptprozess, vielmehr kann das TCP alternativ dazu in das 6konomisch weit-
aus interessantere chirale Produkt Epichlorhydrin umgewandelt werden (Dravis
2001; Gray et al. 2003). Diese chirale Verbindung kann bei der Synthese von Fein-
chemikalien als Ausgangssubstanz eingesetzt werden. Neben dem wirtschaftlichen
Aspekt bietet die Ruckfuhrung des 1,2,3-Trichlorpropan auch einen 6kologischen
Vorteil. Findet keine Ruckfiihrung des TCP statt, so fallt dieses als Abfallprodukt bei
der chemischen Synthese an. Die Problematik von halogenierten Kohlenwasserstof-
fen besteht darin, dass sie auf mikrobiellem Weg nur sehr schwer abgebaut werden
kénnen und somit meist lange Halbwertszeiten besitzen (Fetzner 1998). Halogenier-
te Kohlenwasserstoffe sind zwar in der natrlichen Umgebung weit verbreitet, da sie
im Zuge von biotischen oder abiotischen Prozessen, die in der Atmosphéare ablau-
fen, gebildet werden (Swanson 1999). Zudem wurden im Laufe vieler Jahre zusétz-
liche halogenierte Kohlenwasserstoffe aus Prozessen der chemischen Industrie in
die Umwelt eingebracht (Pries et al. 1994). In diesem Zusammenhang sind vor al-
lem Chemikalien fir die Agrarwirtschaft (Masunaga et al. 2001), Flammschutzmittel
(Hale et al. 2001), Lésungsmittel (Ukai et al. 1997) und Intermediate aus chemi-
schen Synthesen zu nennen. Ein Beispiel hierfir ist das 1,2-Dichlorethan, das welt-
weit im Tonnen-Mal3stab fir die Synthese von Vinylchlorid sowie als Losungsmittel
hergestellt wird (Schlottmann 2002) und teilweise in die Umwelt gelangt (Holloway
et al. 1998). Aufgrund dieser Situation besteht ein wachsendes Interesse an deha-
logenierenden Enzymen in der Biotechnologie. Im Vordergrund stehen im Wesentli-
chen drei Enzymklassen, in die grof3e Erwartungen gesetzt werden, namlich die
Hydrogen-Halid Lyasen (EC 4.5.1), die 2-Haloacid Dehalogenasen (EC 3.8.1.2.)
und die Haloalkan Dehalogenasen (EC 3.8.1.5) (Swanson 1999). Trotzdem gibt es
bislang nur wenige Bemiihungen, diese Enzyme bis zur industriellen Anwendungs-
reife zu entwickeln.

Zur Erzeugung des chiralen Epichlorhydrins kann auf chemischen Weg prinzipiell
eine asymmetrische Epoxidierung des Propylens mittels chiraler Perséauren durch-
gefuhrt werden. Allerdings sind hierbei die erzielten Enantiomerentberschisse in

der Regel < 20 % ee. Deutlich héhere Enantiomereniberschiisse werden durch effi-
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ziente chirale Katalysatoren bei der ,Sharpless-* und ,Jacobsen-Epoxidierung® er-
halten (Katsuki and Sharpless 1980; Zhang and Jacobsen 1991). Diese klassischen
Synthesen bedienen sich teuerer Edelmetall- oder Schwermetallkatalysatoren und

drastischer Reaktionsbedingungen, wobei Enantiomereniberschiisse > 98 % mog-
lich sind.

H H
H__ ||
_Ct=cC -—(|3—H Propylen
H
H H
i Sc= (|: — l:— cl 3-Chlior-1-propen
|
H
Nebenprodukthildung Hauptsyntheseweq
5-7 % 9395 %
1,2,3-Trichlorpropan H CI:I H (R)/(S)-2,3-Dichior-1-
(TCP) Cl__ b c|: - E/CI propanoi (DCH)
| H |
Haloalkan H @,
Dehalogenase OH__ é _ cl; - C/Q,
| H |
H H

(R)-2,3-Dichlor- (S)-2,3-Dichlor-

T-propanof ((R)-DCH)

cl

on L H
| H |
H H

|

(R)-Epichiorhydrin
((R)-ECH)

1-propanof ((S)-DCH)

cl H
H =
OH‘--.A:/& -~ lc:/CI
| H |
H H

|

(S)-Epichlorhydrin
((S)-ECH)

(R)(S)-Epichiorhydrin
((R}(S)-ECH)

0
SN

H
|

H— (|3—C—C—CI

H

|
H

Abbildung 1-2:Syntheseweg von Epichlorhydrin ausgehend von Propgt. Das als Ne-
benprodukt entstehende TCP kann biokatalytisch élmer Haloalkan Dehalogenase zu (R)
oder (S)-DCH umgewandelt werden. Anschlie3end girffdie Umsetzung zu (R) oder (S)-

ECH auf chemischem Weg oder mittels Halohydrin Dagrenasen (modifiziert nach (Gray
et al. 2003)).
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1.1

Gegentber den chemischen Verfahren bedient sich die Weil3e Biotechnologie der
Biokatalysatoren, die entweder intakte Zellen oder isolierte Enzyme darstellen. Bio-
katalysatoren bieten den Vorteil, dass sie die Umsetzung von Substraten in die ge-
wlnschten Produkte chemo-, regio- und stereoselektiv katalysieren. Zudem arbeiten
sie unter milden Reaktionsbedingungen, die oftmals eine kostenglnstigere und

umweltschonendere Produktion gegentiber den chemischen Verfahren erméglichen.

Die biokatalytische Synthese des chiralen Epichlorhydrins erfolgt ausgehend vom
1,2,3-Trichlorpropan (TCP) in zwei Schritten: (1) Die hydrolytische Spaltung des
TCP zu 2,3-Dichlor-1-halohydrin (DCH) Uber das Enzym Haloalkan Dehalogenase
und (2) die anschlielende Umsetzung des DCH zu Epichlorhydrin (ECH) tber das
Enzym Halohydrin Dehalogenase (Abbildung 1-3. Die Synthese eines chiralen End-
produkts erfordert, dass eines der beiden eingesetzten Enzyme eine sehr hohe
Enantioselektivitat aufweist. Das Hauptaugenmerk in dem Kooperationsprojekt, in
das die vorliegende Arbeit eingebunden war, lag auf Seiten des ersten Enzyms, der
Haloalkan Dehalogenase. Grund dafir ist, dass der zweite Schritt dieser Reaktion,
die enzymatische Umsetzung Uber Halohydrin Dehalogenasen, auch auf chemi-
schem Weg erfolgen kann, wobei die Chiralitat des DCH im Endprodukt ECH erhal-
ten bleibt.

Haloalkan Dehalogenase

Die Haloalkan Dehalogenasen (EC 3.8.1.5) werden in der Enzymnomenklatur all-
gemein den a/B-Hydrolasen (EC 3) (Ollis et al. 1992) zugeordnet, die die Spaltung
von Halogenkohlenwasserstoff-Verbindungen katalysieren. Die Familie der o/@-
Hydrolasen ist eine der gro3ten Enzymfamilien, die unter anderem die Acetylcholi-
nesterasen, Lipasen, Thioesterasen, Epoxidhydrolasen einschlie3t (Holmquist
2000). a/B-Hydrolasen besitzen im Wesentlichen die selbe Grundstruktur, welche in
Abbildung 1-3dargestellt ist.
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der Grundstruktur von ao/-
Hydrolasen. a-Helices sind als blaue Zylinder (A-H);Faltblatter als gelbe Pfeile
(1-8) dargestellt. Die gestrichelten Linien deutamiable Bereiche an. Der nukle-
ophile ,Elbow* ist zwischerg-Faltblatt5 unda -Helix aC angedeutet. Die Positi-
onen der Aminosauren der katalytischen Triade asisdgriine Punkte dargestellt
(Ollis et al. 1992).

Eine der ersten Haloalkan Dehalogenasen (DhlA) wurde aus dem Mikroorganismus
Xanthobacter autotrophicus isoliert (Janssen et al. 1985) und in den 90 er Jahren in
der Grundwasseraufarbeitung zum Abbau von 1,2-Dichlorethan eingesetzt (Stucki
and Thier 1995). Haloalkan Dehalogenasen besitzen ein sehr breit gefachertes
Substratspektrum, das verschiedene chlorierte und bromierte Kohlenwasserstoffe
einschlie3t. Aufgrund ihres Substratspektrums und aufgrund von Sequenzhomolo-
gien werden die Haloalkan Dehalogenasen in zwei Gruppen eingeteilt. Hierbei wer-
den Enzyme, die spezifisch kurzkettige halogenierte Alkane (C2-C4) umzusetzen
vermdégen von jenen unterschieden, die einfach-, doppelt- und mehrfach halogenier-
te C2-C9 Verbindungen spalten kénnen (Nagata et al. 1997). Haloalkan Dehaloge-
nasen bestehen aus einer Hauptdomane, sowie einer so genannten Cap- Domaéne.
Die Hauptdomane setzt sich aus acht B-Faltblattern zusammen, die von sechs
a-Helices umgeben sind. Die Cap- Domane wird aus funf a-Helices gebildet, und ist
zwischen B-Faltblatt 6 und B7 lokalisiert. Wéhrend der katalytische Kernbereich

konserviert ist, unterscheiden sich die verschiedenen Haloalkan Dehalogenasen in
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ihrer Sequenz und in der Struktur ihrer jeweiligen Cap- Doméne, die unter anderem
fur die Substratspezifitat verantwortlich ist (Pries et al. 1994; Schanstra et al. 1996;
Holloway et al. 1998). Kristallographische R&ntgenstrukturanalysen von unter-
schiedlichen Haloalkan Dehalogenasen aus Xanthobacter autotrophicus, Rhodo-
coccus sp. und Sphingomonas paucimobilis zeigen, dass die Enzym/Substrat Inter-
aktion in dem hydrophoben Raum zwischen der Haupt- und der Cap- Domane statt-
findet (Verschueren et al. 1993; Newman et al. 1999; Marek et al. 2000). Die drei-
dimensionale Struktur der Haloalkan Dehalogenase aus Rhodococcus sp. ist in
Abbildung 1-4dargestellit.

Cap-Domidne ——

Hauptdomane ———

Katalytische Triade:
Asp'® ¢
G|u130 €
His272 8

Abbildung 1-4: Dreidimensionale Struktur der Haloalkan Dehalogenas aus
Rhodococcus s@dPDB id: 1bn7; (Newman et al. 1999).

Haloalkan Dehalogenasen sind monomere Enzyme, die Co- Faktor unabhangig
sind. Bei der Umsetzung von Substraten durch Haloalkan Dehalogenasen findet zu-
nachst ein nukleophiler Angriff der katalytischen Aminoséaure Aspartat auf die Koh-
lenstoff- Halogen- Bindung des Substrats mit einer anschlie3enden Spaltung der
Halogenkohlenwasserstoff- Verbindung statt. Hierbei bildet sich ein Enzym- Alkyl-
Zwischenprodukt, wobei das Halid iber Aminosauren im aktiven Zentrum stabilisiert
wird. Als letzter Schritt erfolgt eine Hydrolyse des Alkyl-Enzym-Komplexes und die
Freisetzung des gebildeten Alkohols sowie des Halids (Abbildung 1-5)(Pries et al.
1994; Janssen 2004).
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K, K, kK

K
E+RX +i—— E*RX —— ——» E*ROH*X —— E + ROH + X

K, (
H.,O

2

Abbildung 1-5:Reaktionsschema von Haloalkan DehalogenaseDas Enzym ist
in diesem Schema mit E abgekurzt, die Chlorkohlesesstoffverbindung mit RX.
k: bis k sind die Reaktionskonstanten des Systems (JaBe©d).

Von dem Kooperationspartner DOW Chemicals wurden drei unterschiedliche Halo-
alkan Dehalogenasen DhaA, DSD4 und DSD49 zur Verfugung gestellt. Die Haloal-
kan Dehalogenase DhaA stammt aus dem Organismus Rhodococcus rhodochrous
und besitzt bezuglich des Produkts DCH einen ee-Wert von 40 %. Dieses Enzym
wurde am Institut fir Technische Biochemie mutagenisiert. Dabei tauschte man an
den Positionen 176 und 273 die Aminosduren Cystein und Tyrosin gegen Tyrosin
bzw. Phenylalanin aus. Diese Mutationen fiir die Haloalkan Dehalogenase DhaA
wurden erstmals von Bosma durchgefihrt (Bosma 2002) und sollen zu einer
8-fachen Erhdéhung der Enzymaktivitat fuhren. Die Haloalkan Dehalogenase
DhaA®""" zeigte im Versuch lediglich eine 2-fache Erhdhung der Enzymaktivitat.
Zudem wurde durch die eingefiihrten Mutationen die Enantioselektivitat des Wildtyp
Enzyms bezlglich des Produkts DCH von 40 % auf 15 % herabgesetzt. Die ande-
ren beiden Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49 stammen aus einem Bo-
denscreening, das von der Firma Diversa (San Diego, USA) durchgefihrt wurde
(Parales et al. 2002; Gray et al. 2003). Da aus den Bodenproben lediglich DNA iso-
liert wurde, ist nicht bekannt, aus welchen Organismen die beiden letztgenannten
Haloalkan Dehalogenasen stammen. Die Enantioselektivitatswerte (ee) fur diese
Enzyme sind mit 55 % fir DSD4 und mit 70 % fur DSD49 angegeben (Abbildung
1-6). Dariiber hinaus unterscheiden sich diese drei Enzyme hinsichtlich ihrer Pro-
duktinhibierung. Die Haloalkan Dehalogenase DSD4 weist zum Beispiel mit einem
ki-Wert von >100 mM eine viel geringere Produktinhibierung auf als DhaA mit einem
ki-Wert von 1,5 mM (Transfer-Information von DOW Chemical). Dies ist unter pro-
zesstechnischen Aspekten von Vorteil, da wahrend der Umsetzung des Substrats in
einem Festbettreaktor keine Produktabtrennung durchgefiihrt werden kann. Die ki-
netischen Daten der eingesetzten Enzyme sind in Abbildung 1-6zusammengestellt.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Expressionsoptimierung fur diese Haloalkan
Dehalogenasen durchzufiihren, um sie anschlieBend daran in einem groéReren

Malf3stab zu produzieren und nachfolgend aufzureinigen.
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1.2.

Ausgehend von der Haloalkan Dehalogenase DSD4 wurden am Institut fir Techni-
sche Biochemie (ITB) der Universitat Stuttgart weitere Mutanten generiert, die eine
verbesserte Enantioselektivitat beziglich DCH aufweisen. Eine dieser Mutanten, bei

der an Position 107 Histidin gegen Valin ausgetauscht wurde (DSD4""), soll

ebenfalls hinsichtlich der Expression in E. coli optimiert werden.

Haloalkan Dehalogenasen (3.8.1.5)

Organismus Shadacdcrus nicht bekannt nicht bekannt
rhodochrous
Protein Dhah DsD4 DsD49
Gen dhaA dsd4 dsd49
ee-Wert (%) DCH 40 55 70
ki (mM) 15 = >100 13
Institut fiir Technische Institut fiir Technische
Biochermie Biochernie
Protein DhaACY'F DsD4H107Y
Gen dhaACYYF dsd4H?OFV
ee-Wert (%) DCH LHE 70
k; (mM) 1,44 = nb

Abbildung 1-6:Kinetische Parameter der Haloalkan Dehalogenasertber-
sicht Uber die zur Verfligung gestellten Haloalkah&logenasen DhaA, DSD4
und DSD49 der Firma DOW Chemicals, einschlief3lieh idaloalkan Dehalo-
genase DhaR"" und DSD4'""Y aus dem Institut fiir Technische Biochemie
der Universitat Stuttgart. Die kinetischen Datearmanhen von DOW Chemicals,
“dem Institut fur Bioverfahrenstechnik bzw.aus dem Institut fiir Technische

Biochemie; nb nicht bestimmt.

Heterologe Genexpression - ,Inclusion bodies*

Die Methoden der rekombinanten DNA-Technologie und des Gentransfers ermogli-
chen die herterologe Genexpression in Wirtsorganismen, die mit der Produktion von
Insulin in Escherichia coli 1982 erstmals kommerziell realisiert wurde (Chan et al.
1981). In Abhéangigkeit von dem zu produzierenden Protein sind derzeit neben
E. coli vor allem S&ugerzellsysteme Produktionsstandard. Beispielsweise ermdglich-
ten erst CHO-Zellen (chinese hamster ovarian) die Produktion von therapeutischen
Proteinen und rekombinanten monoklonalen Antikdrpern, deren Aktivitat von einer

korrekten posttranslationalen Modifikation abhangt (Wurm 2004). Andere Expressi-
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onssysteme nutzen Gram-positive Bakterien, Hefen, Insektenzellen oder transgene
Pflanzen als Wirtsorganismen.

Das Enterobakterium E. coli ist aufgrund seiner sehr gut untersuchten Genetik, sei-
ner kurzen Generationszeiten und der einfachen Handhabung fir die Expression
von rekombinanten Proteinen der am haufigsten eingesetzte Wirtsorganismus. Zwar
kénnen in E. coli sehr hohe intrazellulare Konzentrationen des rekombinanten Pro-
teins erreicht werden, allerdings ist dieses oftmals nicht aktiv. Dies kann zum einen
daran liegen, dass die Proteine keine posttranslationalen Modifikationen erhalten,
zum anderen lagert sich Fremdprotein mit groReren hydrophoben Regionen oder
komplexen Disulfidbriicken in so genannten ,Inclusion bodies" im Zytoplasma von
E. coli ab. Diese Einschlusskdrper setzten sich vornehmlich aus vollstandig synthe-
tisierten rekombinanten Proteinmolekiilen zusammen. Sie besitzen einen Durch-
messer von 0,2 bis 1,5 um, wobei in der Regel lediglich ein Einschlusskorper pro
Bakterienzelle vorhanden ist (Bowden et al. 1991). Die Bildung von ,Inclusion bo-
dies" macht eine vollstandige Denaturierung und Riickfaltung des Proteins in vitro
notig, worunter die Ausbeute an funktionellem Enzym leidet und die Kosten fur die
Produktion drastisch erhéht werden (Ho and Middelberg 2004).

A) B)

Abbildung 1-7:Heterologe Expression von GFP-DSD4 k. coli BW3110 bei
A) 30 °C und B) 22 °C in LB-Medium Das Fusionsprotein liegt tberwiegend
als Einschlusskorper vor. Im Zytosol der einzeldefien ist lediglich ein ,Inclu-
sion body* zu sehen, wobei bei 22 °C der |6slichel des rekombinanten Pro-

teins im Zytoplasma deutlich zunimmt.

Eine Alternative zu den prokaryotischen Wirtsorganismen stellen Hefen dar. Sie ver-
einen kurze Generationszeiten, geringe Medienanspriiche und die posttranslationa-
len Modifikationen des eukaryotischen Faltungs- und Sekretionsapparats. Industriell
relevante Hefen sind z.B. Saccharomyces cervisiae, Klyveromyces lactis und Pichia
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pastoris (Cereghino and Cregg 2000). Mit kommerziellen Vektorsystemen, wie z.B.
das pPIC Z System von Invitrogen ist sowohl eine intrazellulare als auch eine extra-

zellulare Proteinexpression maglich.

Bei der heterologen Genexpression sind in Abhangigkeit von dem rekombinanten
Protein eine Reihe von Faktoren zu beriicksichtigen, wenn dieses in aktiver Form
exprimiert werden soll. Beispielsweise werden, wie oben beschrieben, fur die Ex-
pression von eukaryotischen Proteinen hinsichtlich der posttranslationalen Modifika-
tionen meist Saugerzellsysteme oder Hefen herangezogen. Fir Proteine mit Disul-
fidbriicken gibt es bereits kommerziell erhaltliche E. coli Stamme, welche innerhalb
der Thioredoxinreduktase (trxB) und der Glutathionreduktase (gor) mutiert sind, was
eine Bildung von Disulfidbriicken im Zytoplasma erlaubt (Ohnuma et al. 2002). Wer-
den all diese Faktoren bericksichtigt, so stellt man in vielen Féllen dennoch fest,
dass in dem Wirtsorganismus inaktives Protein in Form von Inclusions bodies gebil-

det wird.

Tabelle 1-1:Ansatzmoglichkeiten fur die Optimierung der heterobgen Genexpres-

sion auf experimenteller Ebene.

Ansatz Bemerkung Literatur

Wirtsorganismus Die Wahl des Wirtsorganismus b@ana and Deb 2005)
einflusst die Expression und Modifi-
kation des rekombinanten Proteins.

Plasmidkopienzahl Die Gendosis hat einen Einflugs &Jones et al. 1987)
die Proteinexpression, die Uber die
Anzahl der Plasmide innerhalb des
Organismus gesteuert werden kann.

Promoter Die Promotorstarke sowie die Reg(Goldstein and Doi
lierbarkeit des Promotors haben eit995)
nen Einfluss auf die Proteinexpressi-

on.
Transkriptions- Die Effektivitat der Transkripti- (Etchegaray and
termination onstermination geht in die Proteinexinouye 1999)

pression mit ein.

Temperatur Die Wachstumstemperatur hat eingfube et al. 2006)
grof3en Einfluss auf die Proteinstabi-
litat sowie auf die Proteinfaltung.

Wachstumsbedin- Zusatze innerhalb des Kultivie{Corisdeo and Wang
gungen/ Medium rungsmediums koénnen Einfluss auz004)

die Proteinfaltung und Ausbeute an

rekombinatem Protein nehmen.
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Es sind in der Literatur eine Vielzahl von Korrelationen und Methoden beschrieben,
um den l6slichen Anteil des rekombinant hergestellten Proteins im Zytoplasma zu
erhdéhen (Hannig and Makrides 1998; Jana and Deb 2005). In Tabelle 1-1sind expe-
rimentelle Ansatze fiur die Optimierung der heterologen Proteinexpression zusam-
menfassend dargestellt. Oftmals wird auch durch das Einstellen, der in der Tabelle
genannten Faktoren, kein optimales Expressionsergebnis, bezogen auf die Menge
und Ldoslichkeit des rekombinanten Proteins, erreicht. Die Missfaltung des Proteins
wird in diesen Fallen haufig durch die Aminosdure- oder Nukleinsduresequenz be-
einflusst. Einige der in der Literatur beschriebenen Einflisse der Aminoséaure- und

Nukleinsduresequenz auf die Proteinfaltung sind in Tabelle 1-2festgehalten.

Tabelle 1-2:Literaturquellen Uber die Einflisse der Aminosaure-und Nukleinsaurese-

quenz auf die Proteinfaltung inE. coli.

Ansatz Bemerkung Literatur

Einfluss der Aminosauresequenz

Sekundarstruktur In der Aminosauresequenz liegt (Atanford et al. 1973;
einem Grol3teil die Information furJaenicke 1993)
die Struktur des Proteins.

Disulfidbriicken Die Ausbildung von Disulfidbriicker{Anfinsen 1973; Der-
im Zytoplasma vorE. coli ist nicht man et al. 1993)
maglich.

Einfluss der Nukleinsduresequenz

».codon usage* Die Optimierung der ,codon usagé¢Yadava and Ocken-
erhoht oftmals die Ausbeute an reiouse 2003; Ito and
kombinantem Protein. Wagner 2004)

MRNA Stabilitat Die mRNA ist ausschlaggebend figHall et al. 1982; Nier-
die Proteinausbeute wéahrend ddéich and Murakawa

Expression. 1996)
mM-RNA Sekundar- mRNA Sekundarstruktur bedingtdGuisez et al. 1993)
struktur Translationspausen nehmen Einfluss

auf die Proteinfaltung.
Raumliche Anord- Vorkommen seltener Codons in begKrasheninnikov et al.

nung seltener Co-  stimmten Proteinstrukturen. 1989; Xie and Ding
dons 1998; Gu et al. 2004)
Translationsraten/  Einfluss von synonymen Codons aufPurvis et al. 1987;
synonyme Codons die Proteinfaltung. Komar et al. 1999;

Cortazzo et al. 2002)

Auf Seiten der Aminosduresequenz spielen, sowohl einzelne Aminoséuren, als auch

ganze Domanen des Proteins eine wichtige Rolle. Beispielsweise fanden Wilkinson
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1.3.

und Harrison (Wilkinson and Harrison 1991; Davis et al. 1999) heraus, dass die
Tendenz zur Bildung von ,Inclusion bodies” bei (1) Proteinen mit einem hohen Anteil
an Cystein und Prolin bzw. bei (2) stark hydrophoben Proteinen ansteigt. Hierftr
wurde eine mathematische Gleichung vorgeschlagen, mit der die Loslichkeitswahr-
scheinlichkeit des rekombinanten Proteins in E. coli berechnet werden kann. Auf
Seiten der Nukleinsduresequenz ist oftmals die ,codon usage“ des Wirtsstamms
bzw. des heterologen Gens entscheidend. Hierbei wurde von Sharp (Sharp and Li
1987) der so genannte ,codon adaption index" (CAl) eingefihrt. Der CAl beschreibt,
inwieweit ein Gen der ,codon usage“ eines bestimmten Organismus angepasst ist.
Auf Grundlage dieses Wertes kdnnen Vorhersagen lber das Expressionsniveau
des Gens getroffen werden. Des Weiteren wurden Einflisse der mRNA Sekundéar-
struktur (Guisez et al. 1993), der Translationsrate (Purvis et al. 1987; Komar et al.
1999; Cortazzo et al. 2002), sowie der raumlichen Anordnung von seltenen Codons
(Krasheninnikov et al. 1989; Xie and Ding 1998; Gu et al. 2004) auf die Proteinfal-
tung in der Literatur beschieben. Aus dieser Vielzahl von experimentellen und mo-
dellgestitzten Ansatzen wird versucht, ein fur die Haloalkan Dehalogenase geeig-
netes Expressionssystem ausfindig zu machen.

Ist die Synthese des rekombinanten Proteins in l6slicher Form nicht méglich, so
kann in der gezielten Herstellung des rekombinanten Proteins in Form von Ein-
schlusskdrpern eine Alternative gesehen werden (Fahnert et al. 2004). Dies hat zu-
nachst den Vorteil, dass sich die Abtrennung des Proteins in Form von ,Inclusion
bodies" von Fremdproteinen einfacher gestaltet. Der anschlieBende Schritt, der die
De- und Renaturierung des Proteins einschlief3t, ist allerdings im Allgemeinen sehr
kostenintensiv und lasst sich fir industrielle Enzyme aus Kostengrinden nicht reali-

sieren (Vallejo and Rinas 2004).

Proteinaufreinigung

Bei der Herstellung von biotechnologischen Produkten oder Biokatalysatoren spielt
nicht nur der eigentliche Produktionsprozess sondern auch die Gewinnung und Auf-
arbeitung des Produkts eine wichtige Rolle. Das so genannte ,Downstream-
Processing” ist ein sehr kostenintensiver Schritt, der bis zu 50- 80 % der eigentli-
chen Produktkosten ausmachen kann (Spalding 1991). Die Aufarbeitung intrazellu-
larer Proteine ist besonders aufwendig und mit vielen Problemen behaftet, da vor-
handene Feststoffe und Zellfragmente die Aufreinigung erschweren (Hirschbein and
Whitesides 1982). Die Folge davon sind viele sequentielle Prozessschritte, die fir

die Proteinaufarbeitung notwendig werden. In der Regel setzt sich dieser mehrstufi-

1-14



Einleitung

ge Aufreinigungsprozess aus aufeinander folgenden Proteinfallungs-, Chroma-
tographie-, Ultrafiltrations-, und Elektrophoreseschritten zusammen (Safarik and Sa-
farikova 2004), was wiederum zu hohen Investitions-, Betriebs- und Produktkosten
fuhrt. Allgemein kann das ,Downstream-Processing” von Proteinen in drei Phasen
untergliedert werden. Diese sind in Abbildung 1-8wiedergegeben.

| BIOREAKTOR ‘
Intrazellulire l Extrazelluléire
1 Produkte Produkte
ZELLERNTE .
= | ABTENNUNG DER
@ | ZELLAUFSCHLUSS \ BIOMASSE
=
o !
» | PRODUKT EXTRAKTION | <

ZELLTRUMMER

ABTRENNUNG
— F T‘ ;
@ Inclusion J
@ _.{ AUFKONZENTRIERUNG
E bodys
L r

RENATURIERUNG | ) )
= Hohe Reinheit 3 Geringe Reinheit
I | erfordert erfordert
[/}]
s \ FEINREINIGUNG \ » | GEFRIERTROCKNUNG
o

Abbildung 1-8: Allgemeines Schema fur das ,Downstream-Processingvon
intra- und extrazellularen Proteinen (nach (Petrides 2003)).

Detaillierter betrachtet stehen eine Vielzahl von Methoden zur Verfiigung, um in die-
sen drei Phasen intra- oder extrazellulare Proteine aufzuarbeiten. Dabei ist zu be-
achten, dass jeder zusétzliche Aufarbeitungsschritt die Aufreinigungszeit verlangert,
die Ausbeute senkt und damit einen kostentreibenden Faktor fir das Endprodukt
darstellt. Daher muss abhangig von der Art des Produkts eine Aufreinigungsstrate-

gie entwickelt werden, die einen Mittelweg zwischen Produktqualitat und Aufarbei-
tungskosten bildet.
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Bei Produkten mit einer hohen Wertschopfung, wie sie zum Beispiel in der pharma-
zeutischen Industrie zu finden sind, liegt der prozentuale Anteil der Aufreinigungs-
kosten bei rund 70 % bis 80 % des Endproduktpreises. Das in der vorliegenden Ar-
beit eingesetzte Enzym zur Umsetzung von 1,2,3-Trichlorpropan stellt ein techni-
sches Enzym dar. Deshalb liegt die Prioritat nicht auf Seiten der Produktreinheit,
sondern vielmehr bei einer Kostenreduktion fir den Downstream-Prozess. Eine
Kostenreduktion kann durch die Einsparung einzelner Aufreingungsschritte erfolgen.
Der Prozess fur die Produktion und Aufreinigung der Haloalkan Dehalogenase ist so
auszulegen, dass mit einem moglichst geringen Kostenaufwand das Enzym fir die
weiterfuhrenden Arbeiten im halbtechnischen MaRRstab prapariert werden kann, und
gleichzeitig eine maglichst hohe Produktreinheit erreicht wird. Dies erfolgt in der vor-
liegenden Arbeit durch eine Reduktion der Aufarbeitungsschritte tber die Einfih-
rung der Magnettrenntechnik innerhalb des ,Downstream-Processing“. Dieses Ver-
fahren ermoglicht es, Aufreinigungsschritte aller drei Phasen bereits in der ersten
Aufreinigungsstufe zu vereinen. Arbeitsschritte wie die Zelltrimmerabtrennung nach
erfolgtem Zellaufschluss, die Grobreinigung des Enzyms sowie die Aufkonzentrie-
rung des Rohextrakts entfallen dadurch.

Die auf Magnetpartikeln basierende ,High Gradient Magnetic Fishing® (HGMF)
Technik kommt bislang fast nur im Labormalf3stab zum Einsatz. Hierbei spielen vor
allem Aufreinigungs-Kits flr analytische Zwecke (Chapman 2005), Kits zur Isolie-
rung von DNA oder Anwendungen im Rahmen der mikrobiellen Qualitatskontrollen
von Lebensmitteln (Boschke et al. 2005), eine grof3e Rolle.

In der vorliegenden Arbeit wird das sogenannte High Gradient Magnetic Fishing’
(HGMF) Verfahren eingesetzt (Hubbuch et al. 2001). Mit dem Terminus HGMF wer-
den Aufreinigungsprozesse bezeichnet, in denen Hochgradienten Magnet Separato-
ren im Durchfluss- Verfahren zur Aufreinigung von Proteienen eingesetzt werden.
Grundlage fur dieses HGMF- Verfahren ist die Immobilisierung von Affinitatsligan-
den an magnetische Partikel. Uber die Kopplung der Liganden an die Magnetparti-
kel kann eine selektive Sorption von Biomolekilen aus feststoffhaltigen Biosuspen-
sionen erzielt werden. Die magnetischen Partikel haben den Vorteil, dass sie auf
sehr einfache Weise innerhalb eines magnetischen Felds abgetrennt werden kén-
nen. Nach der Entfernung von Fremdproteinen und Zelltrimmern kann das Zielpro-
tein in reiner Form von den Partikeln eluiert werden. Auf Seiten der Biotechnologie
gibt es kaum Versuche, dieses Verfahren in den industriellen Mal3stab umzusetzen,
obgleich die Magnetseparation in der Mineralaufarbeitung im Tonnen-Mal3stab an-
gewendet wird. Die erst kirzlich verdffentlichte Aufreinigung von Antikdrpern tber

Protein A, das an Magnetpartikel gekoppelt ist, stellt den bislang bedeutendsten An-
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1.4.

satz zur Aufreinigung von Proteinen Uber die Magnettrenntechnik dar (Holschuh
2005).

Die Grundlagen fir die Mal3stabsvergroRerung des Magnetseparationsverfahrens
wurden in der Dissertation von Hoffmann (Hoffmann 2002) am Forschungszentrum
Karlsruhe erarbeitet. In dieser Arbeit wurde eine Beschreibung des Separationsvor-
gangs mit Hilfe eines umfassenden mathematischen Modells durchgefiihrt, die Mog-
lichkeiten zur Herstellung von geeigneten Magnetpartikeln untersucht, die Sorbtion-
seigenschaften der Partikel charakterisiert sowie die Leistungsfahigkeit des Ge-
samtverfahrens bestimmt.

Einer der Kernpunkte bei der Mal3stabsvergroRerung der Magnetseparation ist die
Herstellung geeigneter magnetischer Mikrosorbentien in einem grof3eren Mal3stab.
Diese mussen vielfaltigen Anforderungen gentigen. So sollen die Partikel z.B. eine
hohe Sattigungsmagnetisierung ohne Remanenz, eine hohe Selektivitat und Binde-
kapazitat bezuglich des Zielproteins sowie eine geringe Foulinganfalligkeit besitzen.
Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Partikel wurden im Rahmen eines durch
die DBU geforderten Verbundprojekt” von der Firma Chemagen Biopolymer- Tech-
nologie AG (Baesweiler, Deutschland) im Gramm- Maf3stab zur Verfligung gestellt.
Diese Partikel besaf3en bezlglich der genannten Eigenschaften eine zufriedenstel-
lende Qualitat. Details Uber die eingesetzten Partikel sind im Abschnitt 2.5 dieser
Arbeit zu finden.

Eine MalstabsvergroRerung der Magnettrenntechnik wurde in der Promotion von
Ebner (Ebner 2006) erarbeitet. Hierbei ist ein ,Scale-up“ vom 2 mg- Maf3stab bis hin
zu einer automatisierten Anlage mit einer Partikelkapazitat von 100 g fur das Mo-
dellprotein GFP durchgefuhrt worden. Parallel zu diesen Mal3stabsvergrofderungen
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Magnettrenntechnik fur die Aufreini-
gung eines industriell relevanten Enzyms, der Haloalkan Dehalogenase, genutzt.
Hierbei lassen sich Moglichkeiten und Grenzen des auf der Magnettrenntechnik ba-

sierenden Affinitatsverfahrens in der automatisierten Anlage aufzeigen.

Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Bereitstellung einer Haloalkan Dehalogenase flr einen bio-

katalytischen Prozess, in dem die Umsetzung von 1,2,3-Trichlorpropan zu dem (R)

“DBU Férderschwerpunkt Biotechnologie: ,Einsatz von Magnettrenntechnologie bei der Bio-
katalyse und Produktaufbereitung zur industriellen Etablierung effizienter und nachhaltiger
Bioprozesse" von 08/2002 bis 10/2004
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oder (S)-Enantiomer des 2,3-Dichlor-1-propanol realisiert werden soll. Die von
DOW-Chemicals bzw. vom Institut fir Technische Biochemie bereitgestellten Halo-
alkan Dehalogenasen werden hierflr einer Expressionsoptimierung unterzogen.

Die Optimierung der heterologen Proteinexpression wird fir die Haloalkan Dehalo-
genasen an Hand von unterschiedlichen experimentellen Ansatzen durchgefihrt.
Uber modellgestiitzte Methoden wird versucht, Ursachen fur die eingeschrankte
Proteinfaltung einzelner Haloalkan Dehalogenasen herauszuarbeiten. Parallel zu
diesen Studien wird die Etablierung eines Produktions- und Aufreinigungsverfahren
am Beispiel der Haloalkan Dehlogenase DhaA durchgefiihrt. Innerhalb des Herstel-
lungsprozesses werden die Enzyme zunachst intrazellular in E. coli Uber eine Hoch-
zelldichte- Fermentation produziert, um anschlielend in einer sequenziellen Verfah-
rensweise aufgearbeitet zu werden. Der Downstream-Prozess wird in einem direk-
ten Verfahren mittels der Magnettrenntechnik durchgefiihrt, welches eine Aufarbei-
tung des rekombinanten Proteins aus dem Zellrohextrakt ermdglicht. Eine Konditio-
nierung des Enzyms am Ende des Prozesses ist fur die Immobilisierung und den
Einsatz des Proteins in einer ,Miniplant“ notwendig. Der Aspekt der Immobilisierung
sowie der Einsatz der Haloalkan Dehlogenasen in einer ,Miniplant* wird in der Dis-
sertation von Samorski (Samorski 2006) bearbeitet. Eine detaillierte Darstellung der
einzelnen Aspekte und deren Verknipfung innerhalb des Gesamtvorhabens ist in
Abbildung 1-9wiedergegeben. Im Rahmen der Aufarbeitung ist Gber die Magnet-
trenntechnik ein zweites Projekt integriert, das von der Deutschen Bundesstiftung

Umwelt (DBU) finanziert wurde.
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p DOW Chemicals

- - Bereitstellung von
PI'Ojekt B PrOJEkt A Haloalkan Dehalogenasen

ITB
ee-Wert Optimierung der
H

aloalkan Dehalogenasen

Chemagen AG ) -
Bereitstellung der . ..
) Expressionsoptimierungung von

Magnetpartikel

Haloalkan Dehalogenase

FZK IBVT Produktion
Scale up/ L,

Automatisierung der
HGMF

Aufarbeitung von Haloalkan

Dehalogenasen mittels

~ Steinert Anlagenbau Magnetseparation
Bereitstellung des

Magnetseparators Y, /
IBVT
Enzym Charakterisierung

Mini-Plant Entwicklung

Abbildung 1-9:Einbettung der vorliegenden Arbeit innerhalb des (A Industrie
und (B) DBU-Projekts. Projektpartner sind (A) DOW Chemicals (San Died8A),
Institut fir Technische Biochemie (ITB) und Instifur Bioverfahrenstechnik (IBVT)
der Universitat Stuttgart; (B) Steinert Anlagenb@bin), Chemagen Biopolymer
Technologie AG (Baesweiler), Institut fir TechniscGhemie, Bereich Wasser und
Geotechnologie (Forschungszentrum Karlsruhe, FZ¥) lmstitut fir Bioverfahrens-
technik (IBVT) der Universitat Stuttgart.

In dem folgenden Kapitel 2 sind die verwendeten Materialien zusammengestellt. In
den einzelnen Unterkapiteln wird néaher auf die verwendeten Mikroorganismen und
Vektoren eingegangen. Ferner werden die fur deren Anzucht eingesetzten Nahrme-
dien beschrieben. Ebenfalls sind in diesem Kapitel die verwendete Chemikalien und
Restriktionsenzyme, wie auch Puffer und Losungen aufgelistet. In Abschnitt 2.5 wird

naher auf die fiir die Proteinaufreinigung genutzten Magnetpartikel eingegangen.

Das dritte Kapitel beschreibt alle Methoden, die in der vorliegenden Arbeit durchge-
fuhrt wurden. Hierbei werden in den Abschnitten 3.1, 3.2 und 3.3 mikrobiologische,
proteinbiochemische und molekularbiologische Methoden getrennt voneinander
aufgefuhrt. Der Abschluss dieses Kapitels bildet Abschnitt 3.4, in dem die in der Ar-

beit verwendeten Software Programme wieder zu finden sind.
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Das vierte Kapitel geht auf Problemstellungen der in vivo Proteinfaltung und auf die
Expressionsoptimierung von Haloalkan Dehalogenasen ein. Abschnitt 4.1 be-
schreibt zunachst die Ausgangssituationen fir die Expression von DhaA sowie von
DSD4 und DSD49. AnschlieRend werden in diesem Kapitel die in Abschnitt 4.2 be-
schriebenen experimentellen Anséatze von denen, in Abschnitt 4.3 aufgezeigten mo-
dellgestiitzten Methoden unterschieden. Abschlie3end findet sich in dem Unterkapi-
tel 4.4 eine zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse vorangegangener Ab-

schnitte.

In Kapitel 5 geht es um die Produktion und Aufreinigung des Biokatalysators, um
diesen in einem Festbettreaktor fir die Umsetzung von 1,2,3-Trichlorpropan ein-
setzten zu konnen. In Abschnitt 5.1 werden zunachst Grundlagen fir den Herstel-
lungsprozess beschrieben. Der nachfolgende Abschnitt 5.2 beschéftigt sich mit der
Produktion der Haloalkan Dehlaogenase mittels einer Hochzelldichte-Fermentation.
AnschlielRend werden in Abschnitt 5.3 die einzelnen Schritte der Proteinaufreinigung
wie Zellaufschluss, Affinitatsaufreinigung sowie Konditionierung des Enzyms disku-
tiert. Eine Zusammnenfassung der Ergebnisse des gesamten Downstream-

Prozesses ist in Unterkapitel 5.4 wieder zu finden.

Das sechste Kapitel dient einer Zusammenfassung aller Ergebnisse, die sich aus
der vorliegenden Arbeit ergeben. Zudem wird auf Méglichkeiten eingegangen diese
Arbeit fortzuftihren.

AbschlieRend sind in dieser Arbeit in Kapitel 7 Anhange wie z.B. Sequenzierung-
sergebnisse oder Plamidkarten abgelegt, und im achten Kapitel findet sich das voll-

standige Literaturverzeichnis dieser Arbeit wieder.
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2. Material

In dem folgenden Kapitel wird auf die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Materialien eingegangen. In Abschnitt 2.1 sind die eingesetzten Mikroorganismen
zusammengestellt sowie die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Plasmide
und Primer beschrieben. Der nachfolgende Abschnitt 2.2 behandelt die Nahrme-
dien, die fur die Kultivierung der Mikroorganismen in Schuttelkolben und bei
Fermentationen notwendig sind. In den Abschnitten 2.3 und 2.4 sind sowohl ver-
wendete Chemikalien und Enzyme als auch die eingesetzten Puffer und Lésun-
gen zusammengestellt. Der letzte Abschnitt gibt einen Uberblick tber die in der

Proteinaufreinigung eingesetzten Magnetpartikel.

2.1. Mikroorganismen und Vektoren

Im Folgenden sind die in der Arbeit verwendeten Wirtsstamme sowie die einge-

setzten Plasmide n&her beschrieben.

2.1.1. Eingesetzte Bakterienstimme

Escherichia coli

Die E. coli Stamme JM109 und S17 werden fir molekularbiologische Arbeiten
herangezogen, E. coli BW3110 und BL21 dienen als Produktionsstamme bei

Schittelkolbenversuchen und Fermentationen.

* E. coli JM109: recAl supkE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi A(lac-
proAB) (Yanisch-Perron et al. 1985).

* E.coliS17: RP4-2 (Tc:Mu) (Km:Tn7) chromosomal integriert;
Tra" recA pro thi hsdR (Simon et al. 1983).

* E. coliBW3110: W3110 Derivat; rhaB negativ (Wilms et al. 2001).

e E.coliBL21(rha): BL21 Derivat (Novagen) lon ompl rhaB negativ.

Pseudomonas putida

* P.putida KT2440: r Derivat von P. putida mt-2 (Bagdasarian et al.
1981).
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2.1.2. Plasmide

Die in den Tabellen 2-1und 2-2 aufgelisteten Plasmide wurden im Rahmen der

vorliegenden Arbeit konstruiert.

Tabelle 2-1Plasmide fur die Expression inE. coli.

Bezeichnung Resistenz Eigenschaften Primer
pJOE4036 Amp DhaA mit Hig am C-Terminus  DhaA N1/C4
DhaA

pJOE4036 Amp Fusionsprotein mit Higm C- DhaA N1/C2
DhaA-GFP Terminus GFP N2/C1
pJOE4056 Amp Fusionsprotein mit Hisam N- ~ GFP N2/ C3
GFP-DhaA Terminus DhaA N3/C4
pJOE4056 Amp DSD49 mit Hisam N-Termius  DSD49 N3/C1
DSD49

pJOE4036 Amp Fusionsprotein ohne His DSD49 N3/C1
MBP-DSD49

pJOE4056 Amp Fusionsprotein mit Hisam N-  GFP N2/C3
GFP-DSD49 Terminus DSD49 N2/C1
pJOE4036 Amp DSD4 mit Hig am C-Termius DSD4 N4/C2
DSD4

pJOE4036 Amp Fusionsprotein mit Hisam C-  MBP N1/C2
MBP-DSD4 Terminus DSD4 N5/C2
pJOE4056 Amp Fusionsprotein mit Hisam N-  GFP N2/C2
GFP-DSD4 Terminus DSD4 N5/C1
pJOE4036 Amp DSD4'%"Y mit Hiss am C- DSD4 N4/C2
DSD4107V Termius

pJOE4036 Amp Fusionsprotein mit Hisam C-  MBP N1/C2
MBP-DSD4""Y Terminus DSD4 N5/C2
pJOE4056 Amp Fusionsprotein mit Hisam N-  GFP N2/C2
GFP-DSD4'°"Y Terminus DSD4 N5/C1
Tabelle 2-2Plasmide fiir die Expression inP. putidaund E. coli.

Bezeichnung Resistenz Eigenschaften Primer
pJOE4782 Kan/Nal ~ DSD4"V mit Hiss am C- DSD4 N4/C2
DSD4107V Terminus

pJOE4782 Kan/Nal  Fusionsprotein mit Hjmam C-  MBP N1/C1
MBP-DSD4'"Y Terminus DSD4 N6/C2
pJOE4782 Kan/Nal  Fusionsprotein mit Hjgam N-  GFP N3/C2
GFP-DSD4'°"Y Terminus DSD4 N5/C2
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2.1.3.

Erganzend wurden Plasmide, die speziell fir die Expression in P. putida herge-
stellt worden sind, parallel dazu in E. coli BL21 (rha’) transformiert und getestet.
Die Ausgangsvektoren, aus denen die jeweiligen Plasmide hervorgehen, sind

aus den Plasmid- Bezeichnungen ersichtlich.

Primer

Die Restriktionsschnittstellen sind in den aufgelisteten Primer Sequenzen (Tabelle

2-3) unterstrichen, Start- und Stop-Codons fett und Affinitats-tags kursiv gedruckt.

Tabelle 2-3:Primer fur die Amplifikation von Haloalkan Dehalogenasen, GFP
und MBP.

Bezeichnung Sequenz (5> 3) Tw (°C)

DhaA N1 GGG AAT TCC AR TGT CAG AAA TCG GTA CAG 70,6
GCTTTCC

DhaA N3 GGG CGA TAT TC AGA AAT CGG TAC AGG CTT 73,7
TCCCT

DhaA C2 CGC GGATCGAG TGC GGG GAG CCA G 74,5

DhaA C4 CCC_AAG dT AAT GAT GAT GAT GAT GATGI CGA >75,0
GTG CCG GGA GCC AGC

DSD4 N4 GGA ATT CCA AT GAG CGA AGA AGC GAT CTC 71,9

GGCC

DSD4 N5 CCC_AAG CTTATG AGC GAA GAA GCG ATC TCG 73,2
GCC

DSD4 N6 CGC_GAA TTCAGC GAA GAA GCG ATC TCG GCC >75,0
CTC

DSD4 C1 CCCAAG QT AGATTC CTC GGT ACC AGT CTG CG 72,1

DSD4 C2 CCC AAG CT AAT GAT GAT GAT GAT GATGA TTC >75,0
CTC GGT ACC AGT CTG CG

DSD49 N2 GGG CGA TAT 8G CGA GAT CTC CCC GAA AGA 73,3

GC
DSD49 N3 GCG GGA TCAGC GAG ATC TCC CCG AAAGAG C 74,8
DSD49 C1 CCC AAG TT AGA GAT CCG CGT ACC AGC CTG 72,2
GFP N2 GCG GGA TCAGC AAG GGC GAG G 69,6
GFP N3 GGA ATT CCA AT GAC CAT GAT TAC GCA TCA >75,0
TCA TCA TCA TCAAG CAA GGG CGAGGAGCT G
GFP N4 CCG GAA TTAAGC AAG GGC GAG GAG CTG 69,1
GFP C1 CCC AAG CTTITA ATG ATG ATG ATG ATG ATGTT 71,2
GTA
GFP C2 CCCAAGCTICTT GTACAG CTC GTC CAT G 68,0
GFP C3 GGG CGA TAT CT TGT ACA GCT CGT CCATG 69,5
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Fortzetzung Tabelle 2-3

Bezeichnung Sequenz (5> 3’) Tw (°C)

MalE N1 GAT ATA CAT ATG AAA ACT GAA GAA GGT AAA 56,0
CTG

MalE C1 CCG GAATTCCCT TCC CTC GAT CCC GAG GTT 74,0

MalE C2 CCC AAG CTTCCT TCC CTC GAT CCC GAG GTT 73,0

Tabelle 2-4:Primer fur die Modifikation von dsd4 Uber die Quick Change Methode
nach Stratagene.

Bezeichnung Sequenz (5> 3)) Tw (°C)

DSD4MOKAMNT  CAG CTT GGT GGT GAA AGA CTG GGG ATC G 69,5
DSD4MO7KAM 1 CGA TCC CCA GTC TTT CAC CAC CAAGCT G 69,5
DSD4MO7KAG N1 CGA TCC CCA GTC CTT CAC CAC CAA GCT G 71,0
DSD4MOKAC 1 CAG CTT GGT GGT GAA GGA CTG GGG ATC G 71,0
DSD4MR N1 CAG CTT GGT GGT GCG AGA CTG GGG ATC G 72,4
DSD4MR c1 CGA TCC CCA GTC TCG CAC CAC CAAGCT G 72,4
DSD4M"7 N1 CAG CTT GGT GGT GCT GGA CTG GGG ATC G 72,4
DSD4M""t c1 CGA TCC CCA GTC CAG CAC CAC CAAGCT G 72,4

2.2. Nahrmedien

Im Folgenden sind die eingesetzten Nahrmedien fir die Kultivierung von E. coli
und P. putida in tabellarischer Form aufgefihrt.

2.2.1. Medien zur Kultivierung von  Escherichia coli

® TSS-Losung (Chung et al. 1989) e | B-Medium pH 7,0 (Luria et al. 1960)
LB-Medium (pH 6,5)... 90 ml Bacto-Trypton............... 10 g/l
PEG 6000................ 10 ¢ Hefeextrakt................... 5 gl
DMSO.........ceveeas 5 ml NaCl.......coooovvienn, 10 g/l
2MMgCly ...ennnn 25 ml
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* Mineralsalzmedium (Neubauer et al. 1995)

Glucose.................. 25 g/l

Salzlésung............... 937,5 g/l

Spurenelementlésung 3,0 mi/|

M oaing e 20

1 % Thiminlésung...... 1,0 mi/|

Salzlésung Spurenelementlésung

(NH4),H-Citrat.......... 1,0 g/l CaClL*H,0..........cce..e. 0,5 gl

Na,SO,*10H,0.......... 2,0 all ZnSO/*H,0..cecivie . 0,2 gl

(NH)2SO4...vveenne 2,7 g/l MnSO4*H,0................. 0,1 gl

NH,Clo 0,5 g/l Na,-EDTA......cccevvvennn 10,1 g/l

KoHPOy..o v, 14,6 g/l FeCl,*6H,0.................. 8,4 gl

NaH,PO,*2H,0......... 4,0 g/l CuSO4*5H,0................ 0,2 gl
CoCI2*6H20................ 0,2 gl

Fed-Batch- Medium

Feed | Feed Il

Glucose..........cccc..... 480 g/l (NH4)HPOg4.e. v 396 g/l

MgSO4*7 H.O........... 23,5 g/l

Spurenelementlésung 119 mi/|

Thiamin.................... 0,6 mi/I

2.2.2. Medien zur Kultivierung von Pseudomonas putida

Far die Kultivierung von Pseudomonas putida wird das unter 2.2.1 beschriebene

LB- Medium verwendet.

2.2.3. Antibiotika und Medienzusatze

Die Antibiotika und Medienzusatze werden nach dem L&sen mittels eines
0,22 uym Rotilabo®-Spritzenfilters der Firma Carl Roth GmbH (Karlsruhe,
Deutschland) sterilfiltriert und aliquotiert bei —20 T gelagert.
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Tabelle 2-5Mediumszusatze fur die Kultivierung von Mikroorganismen.

Komponente Stamml6dsung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/mli 100 pg/ml
Kanamycin 100 mg/ml 100 pg/ml
Nalidixin 50 mg/ml 50 pg/ml
Rhamnose 200 mg/ml 2 mg/ml

2.3. Chemikalien und Enzyme

2.3.1. Chemikalien

Nicht gesondert aufgefiihrte Chemikalien werden von den Firmen Fluka (Buchs,
Schweiz), Merk (Darmstadt), Riedel-deHaen/Sigma-Chemie (Deisenhofen) und

Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.3.2. Kits

Plasmidisolierung

Fir die Plasmidisolierung wird das QIAprep”Spin Miniprep Kit der QIAGEN
GmbH (Hilden, Deutschland) eingesetzt.

Agarosegelextraktion

Fir die Extraktion von DNA aus Agarosegelen wird auf das QIAquick”Gel Extrac-
tion Kit der QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschland) zuriickgegriffen.

2.3.3. Enzyme

Die in den Versuchen verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden mit Aus-
nahme des Enzyms Pmel von der Firma Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Deutschland) bezogen. Die PCR Polymerase wurde von der Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland), die T4 Ligase von der Firma New England Biolabs

GmbH (Frankfurt, Deutschland) bezogen.
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2.4.

Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen werden, wenn nichts anderes vermerkt ist, mit H,Oyg

angesetzt.

* Ldsungen fur Agarose- und SDS-Gelelektrophoresen

50x TAE-Puffer

Tris-Base.........cvvvvn. .. 2,0 M
Essigsaure................... 1,0 M
EDTApHS8,.0............... 0,05 M

Ethidiumbromid-L6sung
Ethidiumbromid......... 10

mg/ml

6x DNA-Probenpuffer
Bromphenolblau..... 0,25 % (w/v)

SUCroSe............... 40 %

(Losung muss vor Licht geschuitzt aufbewahrt werden)

5x TGS-Puffer

Tris-Base.........ccocevvnns 125 mM
Glycin...........cooovenns 125 M
SDS..e 0,5 %

Coomassie Farbeldsung
Coomassi€......cccevevnn.. 0,25 %

ad Coomassie Entfarbeldsung

® Lo6sungen fur den Aktivitdtsassay
Interne Standardlésung
Acetophenon............. 1,58 mM

ad Isopropanol

5x Probenpuffer
Tris-Base pH. 6,8... 225 mM

Glycerin................ 50 %
SDS...ciiiii, 5 %
Bromphenolblau..... 0,05 % (w/v)
DTT.iiiiiiie e, 250 mM
Coomassie Entfarbelésung
Methanol................... 45 %
HoOoooe 45 %
Essigsaure................ 10 %

TCP/DCH Stammlésung
1,2,3-Trichlorpropan.... 20 mM
2,3-Dichlor-1-propanol. 20 mM

ad Isopropanol
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Substratlésung pH 8,9
TAPS.....ooi i 50
1,2,3-Trichlorpropan... 10

* Losungen fur die Proteinaufreinigung

Kupferlésung pH 4,2
CuSO4*5H,0............... 50

Elutionspuffer pH 7,0
Imidazol..................... 0,2
NaH2PO4 ..................... 0,2

® Losungen fir die in vitro Synthese

S30 Puffer pH 8,2

Magnesiumacetat......... 14
Kaliumacetat................ 60
DTT.iiiiiiie i 1

Tris/Acetat-Puffer.........

Aminoséure Stammldsung

Aminosauren (18)......... 100
Hepes/KOH pH 7,6....... 0,1
Thyrosin..................... 10

HCl.ooo e, 0,1
Methionin.................... 20

Hepes/KOH pH 7,6....... 0,1
Mastermix

Hepes/KOH pH 7,6....... 433
Tyrosin in HCI.............. 1,7
DTT.ciiiiine 13

ATP i, 6,7

mM
mM

mM
mM
mM

mM

mM

mM

mM

mM
mM
mM

mM

Equilibrierungs-Puffer pH 6,8

Natriumphosphatpuffer 20 mM
NaCl.......cccoeveiennnn. 02 M
EDTA Losung

EDTA 05 M
~fun-off* Lésung pH 8,2
Magnesiumacetat........ 92 mM
DTT.iiiie, 4,4 mM
Tris/Acetat-Puffer....... 433 mM
Nukleotid-Stammldsung

ATP. ., 100 mM
G I 100 mM
CTP.iiii e, 100 mM
UTP. s 100 mM
Hepes/KOH pH 7,6..... 01 M
Reaktionsmix 300 ul
Mastermix (-Met)........ 46
40 % Glycerin............ 30
10 % Natriumazid....... 0,9
35X NTP....ceeinne, 8,5
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2.5.

Fortzetzung

CTP i, 3,3
GTP.iiii i, 5,2
UTP. 3,3
Folsaure (3 mg/ml)....... 0,1
EDTA (250 mM)........... 6,7
Aminosaure Mix............ 1,7

(5 mM) (-Met/-Tyr)

Magnetpartikel zur Proteinaufreinigung

mM
mM
mM
mg/mi
mM
mM

2,5 M Kaliumacetat..... 12
1 M Magnesiumacetat. 5,4
20 mM Methionin........ 3,8
0,5 M Acethylphosphat 24
100 mg/ml Rifampicillin 3,0

40 mg/mltRNA.......... 3,6
40 U/ul RNAsIn.......... 0,8
2,5 M Hepes/KOH...... 4,0
pH 7,6

Bei der Magnetseparation werden unpordse Magnetpartikel eingesetzt. Die in

dieser Arbeit verwendeten emulsionspolymerisierten Magnetpartikel werden von

der Firma Chemagen Biopolymer-Technologie AG (Baesweiler, Deutschland) zur

Verfliigung gestellt und sind vom Typ MPVA-IDA (Magnetit-Polyvinylalkohol) der
Charge 28/29/87. Diese Partikel haben eine GréRe von 1,2 — 1,6 um und besit-
zen eine Remanenz von Mg = 0,13 Am?kg™. Die MPVA-IDA Partikel sind mit

Iminodiessigsaure (IDA) funktionalisiert,

.Hisg-getagten” Proteinen geeignet ist.

welche fir die Aufreinigung von
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3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4.

Methoden

In diesem Kapitel werden die in der Arbeit verwendeten Methoden dargestellt. Die
Abschnitte 3.1, 3.2 und 3.3 befassen sich mit mikrobiologischen und molekularbio-
logischen bzw. proteinbiochemischen Methoden. AbschlieRend sind im Unterkapitel

3.4 eingesetzte Software- Programme zusammengestellt.

Mikrobiologische Methoden

Stammbhaltung

Die verschiedenen E. coli und P. putida Stamme werden zur kurzfristigen Lagerung
auf Agarplatten ausgestrichen und bei 4 C gelagert . Zur dauerhaften Lagerung von
Mikroorganismen werden Glycerolstocks angelegt. Hierfir wird die Methode, wie

von Sambrook (Sambrook and Russell 2001) beschrieben, eingesetzt.

Kultivierung im Schittelkolben

Die Kultivierung im Schuttelkolben wird fur E. coli und P. putida ausschlieRlich in
LB- Medium mit den entsprechenden Mediumszusatzen durchgefihrt. Hierbei be-
trAgt das maximale Flussigkeitsvolumen 20 % des Gesamtvolumens des jeweils
eingesetzten Schittelkolbens. Die rekombinante Proteinsynthese wird durch Zuga-
be des Induktors bei einer ODsq von 0,3-0,5 induziert. Die Zellernte erfolgt 6 h oder
20 h nach Induktion.

Kultivierung im 30 |- Bioreaktor

Fur die Bereitstellung einer grol3eren Menge des aufzureinigenden Biokatalysators
wird eine Hochzelldichte-Kultivierung in einem 30 |- Edelstahlfermenter der Firma
Bioengineering AG (Wald, Schweiz) durchgefiihrt. Die Fed-Batch-Kultivierung er-
folgt mit einer exponentiellen Zufutterungsrate, wie sie bei Wilms (Wilms et al. 2001)

beschrieben ist.

Zellaufschlussmethoden

Zellaufschluss mittels Hochdruckhomogenisator

Mit dem Hochdruckhomogenisator werden Zellsuspensionen mit einem Mindestvo-
lumen von 10 ml und einer Konzentration zwischen 10 % und 30 % (w/v) aufge-
schlossen. Der Aufschluss erfolgt mit dem EmulsiFlex®-C5 Hochdruckhomogenisa-

tor der Firma Avestin (Mannheim, Deutschland) bei 18.000 Psi unter Eiskihlung.
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3.1.5.

3.2.

3.2.1.

Zellaufschluss mittels Rihrwerkskugelmuihle

Fur den Zellaufschluss von Biosuspensionen, die aus der Hochzelldichte- Fermen-
tation gewonnenen werden, wird eine Ruhrwerkskugelmihle der Firma Netzsch
Feinmahltechnik GmbH (Selb, Deutschland) eingesetzt. Die Zellsuspension wird
hierbei kontinuierlich durch die Kugelmiihle gepumpt und dabei aufgeschlossen.

Eine detaillierte Schemazeichnung der Anlage findet sich in Abschnitt 5.3.1.

Kenndaten der Rihrwerkskugelmuhle

Volumen der Aufschlusskammer: 4800 ml

Glasperlengrolie: 0,75-1,0 mm (Sili beads TypS)
Glasperlenmenge: 3000 ml

Durchflussrate: 700 ml min™
Rihrwellendrehzahl: 2100 min™

Zentrifugation

Volumina bis zu 2 ml werden in einer Eppendorf- Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
abzentrifugiert. Volumina bis zu 500 ml werden mit einer Zentrifuge des Typs J2-

21ME der Firma Beckman zentrifugiert.

Proteinbiochemische Methoden

In vitro Biosynthese

S30- Lysat Herstellung nach Pratt (Chen and Zubay 1  983)
Fur die S30- Lysat Herstellung wird auf E. coli 2MSCC3010 Biomasse zurtickgegrif-

fen, die aus der exponentiellen Wachstumsphase einer Batch- Fermentation stammt
und bei -70 T gelagert wurde. Die Zellen werden in S30- Puffer mit 0,05 pl ml™*
Mercaptoethanol gewaschen und erneut in S30- Puffer aufgenommen, wobei 50 g
Zellen in je 64 ml Puffer resuspendiert wurden. Nach 15 mindtiger Begasung mit
Stickstoff wird die Zellsuspension in einer French Press (Aminco SLM Instruments,
Urana lllinois) bei 600 Psi aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wird zweimal bei
18.000 min™, 7 € 30 Minuten lang zentrifugiert. Jeweils 25 ml des Uberstandes
werden mit 7,5 ml ,run-off‘-Mix versetzt, 60 Minuten bei 37 T inkubiert und an-
schlieRend 45 Minuten lang bei 20.000 min™ und 7 T zentrifugiert. Das erhaltene

S30- Lysat wird aliquotiert und bei -70 T schockge froren.
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Radioaktiv markierte in vitro Synthese
Die einzusetzende Plasmidmenge fir die radioaktiv markierte Proteinsynthese wird

anhand der nachfolgenden Formel berechnet:

GréRe des Plasmids (bp)
GroRe des Plasmids pTSTLO1 (6464p)

Plasmidmege = 223 ug m™  (3-1)

Ein Reaktionsansatz setzt sich aus den in Tabelle 3-laufgelisteten Komponenten
zusammen. Die Synthese lauft bei 30 T ab, wobei die Reaktion durch Zugabe der
T7-Polymerase gestartet wird. Uber einen Zeitraum von 1,5 Stunden werden den
Reaktionsansatzen jeweils 20 pl Probe entnommen, die in 500 pl 10 %-iger TCA
abgestoppt werden. Die Proben werden 10 Minuten lang bei 95 € inkubiert, auf Eis
abgekihlt und mit 10 ml 5 %-iger TCA auf ,Glass Microfibre* Filter (Whatman,
Dassel) uberfuhrt. Die Analyse der Proben erfolgt mit 4 ml Scintilationsflissigkeit
(Amersham Biosciences, Freiburg) in dem Scintilationsmessgerat Liquid Scintilation
Analyzer 1900 TR (Packard, Groningen, Niederlande). Nach der letzten Proben-
nahme werden die Ansatze abzentrifugiert und sowohl der Uberstand als auch das

Pellet auf ein SDS-Gel aufgetragen.

Tabelle 3-1:Komponenten des Reaktionsansatzes fur die radioakti

markierte in vitro Proteinsynthese.

Komponenten Volumen (ul)
Reaktionsmix 142,1
Plasmid (z.B. pTST101 mit 288,6 pg il 23,2
1C-Leucin (0,17 mM) 46,1
S30- Lysat (z.B. mit 26 g') 68,5

50 U pl* T7- Polymerase 12,0
H2Ove 8,1

Aktivitatstest

Haloalkan Dehalogenase Aktivitatstest

Der Aktivitatstest fir die Haloalkan Dehalogenase wird in einem temperieren Was-
serbad bei 30 T unter standigem Ruhren durchgefuhrt. Durch Zugabe des Rohex-
traktes zu der vortemperierten Substratldsung im Verhaltnis 1:1 wird die Umsetzung
initiiert. Uber einen Zeitraum von drei Stunden werden dem Reaktionsgefaf in einer

Dreifachbestimmung je 100 ul Probe entnommen und in 900 ul interner StandardIo-
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3.2.3.

sung abgestoppt. Die Proben werden anschlielend mittels Gaschromatographie

analysiert.
Analytik

Protein Bestimmung

Die Bestimmung des Gesamtproteins erfolgt Giber den Protein Assay der Firma BIO-
RAD Laboratories GmbH (Miinchen, Deutschland). Dieser wird, wie in der Anleitung
beschrieben, durchgefiihrt. Die Kalibrierung des Assays erfolgt tber das Standard-
protein Albumin (Fraktion V), das in Konzentrationen von 0,1 g I'* bis 0,5 g I einge-

setzt wird.

Biomasse Bestimmung

Die Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration wahrend der Fermentation er-
folgt Giber die Messung der optischen Dichte bei 500 nm (ODsq) und wird tber die

nachfolgende Formel berechnet:
¢, = 0Dy, k(g1 ™) (3-2)
Der Korrelationsfaktor k = 0,3 wurde fur E. coli mittels Biotrockenmassebestimmun-

gen bei unterschiedlichen optischen Dichten empirisch ermittelt.

Glukose Bestimmung

Die Bestimmung der Glukosekonzentration wahrend der Batch Phase der Fermen-
tation erfolgt offline mittels eines enzymatischen Tests der Firma Boehringer Mann-
heim. Das Testprinzip beruht auf der Umwandlung der Glukose zu D-Gluconat-6-
phosphat unter Bildung der MessgréRe NADPH, die dquivalent zu der vorhandenen
Glukose gebildet wird. Gegen Ende der Batch Phase und im Verlauf der gesamten
Fed-Batch Phase der Kultivierung erfolgt die Glukosemessung online mit dem Glu-
kose Messgerat ProcessTRACE 1.21MT der Firma TRACE Biotech AG, Braun-
schweig. Das Messprinzip ist hierbei die enzymatische Umsetzung der Glukose zu
Glukonolacton bzw. zur Glukonsaure mit paralleler anodischen Oxidation von Wa-

serstoffperoxid.

Fluoreszenzmessung

Die Bestimmung der spezifischen Proteinkonzentration des rekombinanten Proteins
erfolgt, sofern es mit GFP fusioniert ist, Gber eine Fluoreszenzmessung. Diese wird
in dem Fluorometer Spectra Fluor der Firma TECAN GmbH (Crailsheim, Deutsch-
land) mit einem Extinktions- und Emissionsfilter von 485 nm bzw. 535 nm durchge-

fuhrt. Mittels eines Korrelationsfaktors, der tiber eine in vitro Synthese (siehe unten)
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ermittelt wird, kann die gemessene Fluoreszenz in die jeweilige Proteinkonzentrati-
on umgerechnet werden.

Wahrend der Fermentation wird die Bildung des rekombinanten Proteins Uber eine
online Fluoreszenzsonde HPX-2000 der Firma Mikropack (Ostfildern, Deutschland)
mit einem Extinktions- und Emissionsfilter von 480 nm bzw. 510 nm verfolgt. Die
Detektion erfogt dabei mit Hilfe des Spektrometers S200 der Firma Ocean Optics,
USA. Die Uber die Fluoresezenzsonde erhaltenen Werte kénnen mit den offline
Werten des Spectra Fluor Fluorometers korreliert werden um somit die spezifische
Proteinkonzentration des rekombinanten Proteins wahrend der Fermentation zu er-
mitteln.

Bei der Vermessung von Proben aus Proteinaufreinigungen mittels Magnettrenn-
technik, muss darauf geachtet werden, dass diese Proben vor der Messung 1:1 mit
einer 0,5 M EDTA Lo6sung versetzt werden. Die zum Teil in den Aufreinigungsfrakti-
onen enthaltenen Cu?* lonen wirken sich stérend auf die Fluoreszenzmessung aus.

Deshalb erfolgt zuvor die Komplexierung der Cu®* lonen mit EDTA.

Kalibrierung Fluoreszenz / Proteinkonzentration

Der Korrelationsfaktor fir die Bestimmung von Proteinkonzentrationen aus Fluores-
zenzmessungen wird mit Hilfe von in vitro Synthesen gewonnen. Hierzu wird eine
radioaktiv markierte in vitro Synthese zunachst fir das Protein GFP-DhaA durchge-
fuhrt. Aus diesem Ansatz lassen sich Uber die radioaktive Markierung Rickschliisse
auf die Menge des gebildeten Polypeptids ziehen. Parallel dazu erfolgt unter glei-
chen Bedingungen eine in vitro Synthese, bei der die Zunahme des Proteins
GFP-DhaA uber Fluoreszenzmessungen aufgenommen wird. Aus der Kopplung der
maximal synthetisierten Proteinmenge in der radioaktiv markierten Synthese mit den
maximal gemessenen Fluoreszenzwerten erhélt man eine Korrelation zwischen der
Proteinkonzentration von GFP-DhaA und den Fluoreszenzmesswerten. Die Protein-

konzentration von GFP-DhaA (Xxin pg ml") ergibt sich dabei aus der Formel

y (countg =545k (mgml™) . (3-3)

Gaschromatographie

Die Auswertung der Proben aus dem Haloalkan Dehalogenase Assay wird mittels
Gaschromatographie durchgeftihrt. Hierzu wird der Gaschromatograph 5890 Se-
ries Il der Firma Hewlett Packard (Stuttgart, Deutschland) eingesetzt. Die Auftren-
nung der Proben erfolgt in einer Trennséule (Permabond® CW20, 25m*0,32 mm)

der Firma Macheray-Nagel (Dlren, Deutschland).
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3.2.4. Proteinaufreinigungsmethoden

Hochgradienten-Magnet-Separation

Fur die Aufreinigung im 1 ml- MaRRstab wird ein vom Forschungszentrum Karlsruhe
modifiziertes Magnet-Rack mit zehn Permanentmagneten in der Bauart eines Ep-
pendorfstanders verwendet. Nach einem Standardprotokoll Tabelle 3-2des For-
schungszentrums Karlsruhe (Hoffmann 2002) werden je Aufreinigungsansatz 2 mg
M-PVA-IDA Partikel der Chemagen Biopolymer Technologie AG (Baesweiler,

Deutschland) eingesetzt.

Tabelle 3-2:Aufreinigungsprotokoll von rekombinanten Proteinen im 1 ml-MaR3stab
mit M-PVA-IDA Partikeln.

(1) Beladung der Magnetpartikel mit Kupferionen

1x Waschen der Partikel mit - Vortexen
1 ml H,Ove - Partikel im Magnet-Rack abtrennen
- Uberstand abnehmen
1x 1 ml Kupferlésung zugeben - Vortexen

- 10 min bei 25 € und 14.000 rpm inkubieren
- Partikel im Magnet-Rack abtrennen
- Uberstand abnehmen
2 X Waschen der Partikel mit - Vortexen
1 ml EQ-Puffer - Partikel im Magnet-Rack abtrennen
- Uberstand abnehmen

(2) Beladung der Partikel mit dem aufzureinigendem Protein

1x 1 ml Rohextrakt zugeben - Vortexen
- 10 min bei 25 € und 14.000 rpm inkubieren
- Partikel im Magnet-Rack abtrennen
- Uberstand abnehmen

(3) Entfernung der Zelltrimmer und des Fremdprotein s

3X Waschen der Partikel mit - Vortexen
1 ml EQ-Puffer - Partikel im Magnet-Rack abtrennen
- Uberstand abnehmen

(4) Elution des Zielproteins

2 X 1 ml Elutionspuffer zugeben - Vortexen
- 10 min bei 25 € und 14.000 rpm inku bie-
ren
- Partikel im Magnet-Rack abtrennen
- Uberstand abnehmen

Die Aufreinigung &hnelt vom Ablauf her einem Affinitditschromatograpie-Verfahren.
Sie setzt sich aus folgenden vier Arbeitsschritten zusammen:

(1) Beladung der Magnetpartikel mit Kupferionen,

(2) Auftragung des Zellrohextraktes mit der spezifischen Bindung des Zielprote-

ins an die Partikel,
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(3) Entfernung von Zelltrimmern und Fremdproteinen Uber Waschschritte und
(4) die Elution des Zielproteins von den Magnetpartikeln mit Imidazo haltigem
Puffer.

Die Aufreinigung im technischen Maf3stab wird mit einem am Forschungszentrum
Karlsruhe entwickelten Hochgradienten-Magnetseparator durchgefiihrt. Dieser ist in
eine Anlage integriert, in der eine vollautomatische Aufreinigung von Proteinen
durchgefuhrt werden kann. Die einzelnen Arbeitsschritte wahrend der Aufreinigung
in der HGMF-Anlage gleichen prinzipiell den zuvor beschriebenen Aufreinigungs-
schritten im Magnet-Rack. Der Anlagenbau wurde von A. Hauck (Institut fir Biover-
fahrenstechnik, Universitat Stuttgart) durchgefiihrt, und das rechnergestitzte Auf-
reinigungsprogramm ist von N. Ebner (Forschungszentrum Karlsruhe) im Rahmen
seiner Dissertation (Ebner 2006) entwickelt worden. Das Flie3schema dieser
HGMF-Anlage ist in Abbildung 3-1 dargestellt. Detailinformationen beziglich der
technischen Daten und Anlagenkomponenten sowie Information zu der verwende-
ten Sofrware sind der Tabelle 3-3zu entnehmen. Die fir die Aufreinigung notwendi-
gen Puffer und Lésungen werden aus den jeweiligen Vorlagebehéltern tber die in-
tegrierte Schlauchpumpe in die Anlage eingebracht. Die jeweiligen Ventilstellungen
innerhalb der Anlage sowie Pumpzeiten und Pumpraten werden Uber ein rechner-

gestitztes Aufreinigungsprogramm vorgegeben.
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Abbildung 3-1:FlieBschema der HGMF-Anlage im technischen Mal3stabur Aufrei-
nigung von ,Hise getagten“ Proteinen. G1-G5: Vorlagenbehdalter fir Magnetpartikel,
Equilibrierungs- und Elutionspuffer, Rohextrakt seviir die Kupferlosung; E1-E3. Vor-
lagengefaRe fur das Eluat, Retentat und den Abfall; Magnetventil Nr. x; P1-P3.
Schauchpumpen; MS: Separationskassette mit Pertmaagmet; UF: Cross-Flow Filtrati-
onskassette; QIR 001 und 002: Fluoreszenz- und o8, W1 und W2: Vorlagenbehal-

ter fur Filtrationspuffer und Filtrat Pl: Manometer

Tabelle 3-3Technische Daten und Bauteile der HGMF-Anlage

Magnetseparator HGF 300 Steinert Anlagenbau, Koln
Separationsmatrix ~ Details siehe unten Steinertderidau, Koln
Permanentmagnet 0,45 Tesla Steinert Anlagenbaum, Kol

Schlauchpumpe 704U IP55 Washdown Watson Marlow, rRersbach
Vorlagenbehalter Edelstahl, rostfrei 2GMF Swiety, Danemark

100 |
Magnetventile 24V, DC, 10W Fluid automation systems, Versoix,
Schweiz
Z130A, V24, 13W Sirai, Bussero, Italien
Leitungen Teflon Rehau AG, Mainz
Programmierung Visual Designer 4.0 Intelligant lastentation, Filderstadt

Die Separationskassette selbst besteht aus einer Abscheidematrix, einem Gehéause

und einem auf das Gehause aufgesetzten Kugelvibrator (Abbildung 3-3. Die Sepa-
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rationsmatrix ist aus einer Folge von magnetischen (m) und nicht magnetischen (n)
Stahlnetzen zusammengesetzt, deren Drahtdicke 0,1 (m), 0,5 (n) bzw. 1 (n) mm
mif3t, wobei der Drahtabstand 1 (m), 2 (n) und 5 (n) mm betragt. Der Kugelvibrator,
der Uber Druckluft betrieben wird, soll die Ablésung der Partikel von der Matrix er-

leichtern.

Gehause mit
Kugelvibrator

Separationsmatrix

Abbildung 3-2:Separationskassette der HGMF AnlageDie Abbildung zeigt sowohl das

Gehéause der Separationskassette mit aufgesetztgeividarator, als auch die Separations-

matrix bestehend aus einer Folge von magnetischeémight magnetischen Stahlnetzen.

Wie aus Abbildung 3-1hervorgeht, ist innerhalb der HGMF-Anlage eine Ultrafiltrati-
onseinheit (Amersham Biosciences, Freiburg) am Ende der Aufreinigung integriert.
Diese dient zum einen zur Aufkonzentrierung des Endprodukts, zum anderen aber
auch zur Entfernung von Kupferverunreinigungen oder zur Umpufferung des Eluats.
Die AusschlussgroRe der zwei Kvick Lab Filterkassetten (UFELA 0010 010 ST 01)
betragt 10 kDa.

Bestimmung der Magnetpartikelkonzentration

Die Bestimmung der Partikelkonzentration erfolgt Uber Trockengewichtsbestimmun-
gen. Hierzu wird die Partikelsuspension mehrmals mit H,Oye gewaschen. Anschlie-
Rend werden jeweils 3 x 1 ml der Partikelsuspension in einem vorgetrockneten und
gewogenen HPLC Vail eingebracht. Nach einer Trocknungszeit von einem Tag bei

90 C wird die Trockensubstanz ermittelt.

Regeneration der Magnetpartikel

Nach den einzelnen Aufreinigungsversuchen werden die Magnetpartikel mit 0,5 M
EDTA-L6sung (pH 7,5) behandelt, um die IDA-Gruppen vollsténdig von restlichen
Kupfer-lonen und von gebundenem Protein zu befreien. Das EDTA wird anschlie-
Rend duch mehrmaliges Waschen der Partikel mit H,Oe entfernt. Die Magnetparti-
kel werden im Anschluss daran bei 4 T in 20 % Etha nol gelagert.
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3.2.5.

Rechnergestitztes Aufreinigungsprogramm

Das Programm fir die Steuerung des Aufreinigungsprozess wurde mit Visual De-
signer 4.0 (Intelligent Instrumentation, Filderstadt) geschrieben. Das Programm glie-
dert sich in funf Module (Tabelle 3-3.

Tabelle 3-4Einzelne Module des rechnergestutzten Aufreinigunggogramms und

deren Funktion.

Modul Nr. Programm-Funktion

HP_O - Befillen der Anlage mit Equilibrierungsparff
- Separation der eingebrachten Magnetpartikel

HP_1 - Beladen der M-PVA-IDA Partikel mit Kupferden ein-
schlieB3lich zweier Waschschritte mit Equilibrierspgffer

- Beladung der Partikel mit Rohextrakt

HP_2 - dreimaliges Waschen der Partikel mit Equéiungs-

puffer, um Fremdprotein zu entfernen

zweimalige Elution des Zielproteins von den Magne

partikeln mit Imidazol haltigem Puffer

HP_3 - Waschen der Magnetpartikel mit Equilibrieysipuffer

Aufreinigungszyklus

HP_4 - Waschen der Magnetpartikel nach dem gesafeini-
gungsprozess und Ruckfihrung dieser in das Vortggen
fan

Die Programm-Module HP_0 und HP_4 werden lediglich zu Beginn bzw. am Ende
des gesamten Aufreinigungsprozesses bendtigt, so dass beim Durchlaufen eines

Aufreinigungszyklus die Module HP_1 bis HP_3 durchfahren werden.

SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt unter denaturierenden Bedingungen entspre-
chend ihrem Molekulargewicht in 10 bis 12,5 %-igen Acrylamidgelen. Die Zusam-
mensetzung der Acrylamidgele, sowie die Durchfihrung der Gelelektrophorese ist in
»Molecular cloning — A Labratory Manual* (Sambrook and Russell 2001) beschrie-
ben. Von den Proben fir die SDS-PAGE werden jeweils 20 ug Protein mit 5x Pro-
benpuffer versetzt und mit H,O auf ein Endvolumen von 25 pl eingestellt. Die Dena-
turierung der Proben erfolgt bei 95 T wahrend einer Zeitdauer von 10 min. An-
schlieRend werden sie auf das SDS-Gel aufgetragen. Die Detektion der Proteinban-

den erfolgt Uber Coomassie Farbung (Sambrook and Russell 2001).

Fur radioaktiv markierte Proben wird die SDS-Gelelektrophorese in entsprechender

Weise durchgefiihrt. AnschlieRend wird das Gel 60 min lang in einem Fixierer und
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3.2.6.

3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

weiter 30 min lang in Amplify Losung (Amersham Biosciences, Freiburg) inkubiert.
Nach dem Vakuumtrocknen des Gels wird dieses bei -70 T auf einem Hyperfilm
MP (Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert. Die Expositionsdauer betragt je

nach Effektivitat der radioaktiven Markierung 72 bis 96 Stunden.

Densiometrische Auswertung von SDS-Proteinge  len
Die qualitative Auswertung einzelner Proteinbanden zur Bestimmung des prozen-
tualen Anteils am Gesamtprotein erfolgt (iber das Programm Image Master® der

Firma Amersham Biosciences (Freiburg, Deutschland).

Molekularbiologische Methoden

Isolierung und Reinigung von DNA

Die Plasmid-DNA wird mit Hilfe des QIAprep”Spin Miniprep Kit isoliert. Die Isolie-
rung wird wie in der Anleitung beschrieben durchgefihrt. Die Elution der Plasmid-
DNA von der Saule erfolgt mit 32 pl H,Opp.

Charakterisierung der DNA
Zur Bestimmung der DNA-Konzentration, sowie deren Reinheitsgrad, wird die Ex-
tinktion bei 260 und 280 nm gemessen. Reine DNA zeigt ihr Absorbtionsmaximum

bei 260 nm, wobei der Quotient aus E,g0/Eg bei 1,8 liegt.

Gen- Amplifikation

Die Amplifikation der Haloalkan Dehalogenase Gene erfolgt Gber PCR mit den in
den Tabellen 2-3und 2-4 aufgeflihrten Primern. Die Annealing Temperatur wird ab-
hangig von der Schmelztemperatur T\, der Primer fir jede Amplifikation festgelegt.
Eingesetzt wird ein PCR- Cycler der Firma Progene. Die einzelnen Komponenten

der Reaktionsanséatze sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben.
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3.3.4.

3.3.5.

Tabelle 3-5Komponenten eines PCR Ansatzes zur DNA Amplifikatio.

Komponente Volumen (ul)
10 x PCR Puffer + Mg 5,0

10 mM dNTPs 1,0
100 pmol pt N Primer 1,0

100 pmol pt C Primer 1,0
DNA (~100 pg nif) 10,0

5 U ul* Polymerase 0,5
H.Onp 31,5

Enzymatische Behandlung von Nukleinsduren

Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Die Spaltung von DNA-Fragmenten oder Plasmid-DNA wird zur Klonierung von
Plasmiden oder fur Kontrollanalysen durchgefiihrt. Die Restriktionsansatze werden
bei 37 € 60 bis 90 Minuten lang inkubiert. Die Zus ammensetzung eines Restrikti-
onsansatzes ist dem beiliegenden Produktblatt des jeweiligen Restriktionsenzyms
zu entnehmen. Im Allgemeinen werden je Restriktionsansatz 5 bis 10 ug DNA ein-

gesetzt.

Ligation

Bei der Ligation von Inserts und Vektoren werden, die aus dem Agarosegel eluier-
ten DNA-Fragmente in aquimolaren Verhdaltnissen oder im Verhaltnis 1:3 (In-
sert:Vektor) eingesetzt. Daher variiert die einzusetzende Menge der einzelnen
Komponenten abhangig von der vorliegenden Insert- bzw. Vektorkonzentration. Fur
die Ligation wird die T4 Ligase der Firma New England Biolabs (Frankfurt, Deutsch-
land) eingesetzt. Die Zusammensetzung des Ligationsansatzes, sowie die Inkubati-

onsbedingungen sind dem beiliegenden Produktblatt der T4 Ligase zu entnehmen.

Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wird zur Langenbestimmung von Nukleinsduren und
zur Reinigung von Restriktions- oder PCR-Fragmenten eingesetzt. Je nach GrélRe
der zu trennenden Fragmente werden 1 bis 2 %-ige Gele eingesetzt. Hierbei wird
die Agarose durch erhitzen in 1x TAE Puffer gelést und auf den Geltrager gegos-
sen. Die DNA-Proben werden vor dem Lauf mit 6x Auftragspuffer versetzt. Die Auf-
trennung der DNA-Fragmente erfolgt bei einer Feldstérke von bis zu 5 V cm™. Als
Langenstandard wird der Molekulargewichtsmarker MWM VII der Firma Roche Di-

agnostics GmbH (Mannheim, Deutschland) eingesetzt.
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3.3.6.

3.3.7.

3.3.8.

3.3.9.

Herstellung kompetenter Zellen

Mit einer E. coli Ubernachtkultur werden 50 ml LB-Medium 1:100 angeimpft und bei
37 T inkubiert, bis die Zellen eine OD sy von 0,4 erreichen. Die Zellsuspension wird
in sterilen Zentrifugenbechern bei 4 T 10 min bei 4.000 min™ abzentrifugiert. Das

Pellet wird in 2 ml TSS Ldsung resuspendiert und auf Eis gelagert.

Transformation mit der TSS Methode

Fur die Transformation werden 100 bis 200 ng Plasmid-DNA oder Ligationsansatz
zu 200 pl der kompetenten Zellen gegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. Es folgt
eine Inkubation Uber 90 Sekunden bei 42 T und dara n anschlieRend ein sofortiges
Kihlen auf Eis. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium werden die Ansatze fir eine
Stunde bei 37 T inkubiert. Die Transformationsansatze werden auf Selektionsplat-

ten ausplattiert und tber Nacht bei 37 T gelagert.

Konjugation

Konjugationen werden durchgefiihrt, um Rhamnose induzierbare Vektorsysteme
aus dem Wirtsstamm E. coli S17 in den Expressionsstamm P. putida KT2440 zu
Ubertragen. Hierfur sind zunachst Kulturen von E. coli und P. putida in 10 bzw. 5 ml
LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika angesetzt worden, die bei 37 C
bzw. 30 € uber Nacht inkubiert werden. Anschliel3en d erfolgt die Zentrifugation der
Ubernachtkulturen bei 4.000 min™ und 20C fiir 10 min. Nach Resuspension der
Zellen in 10 bzw. 5ml LB-Medium werden diese im Verhdltnis 1:3 (E. coli :
P. putida) gemischt und 1:25 mit LB-Medium verdiinnt. 100 pul der Mischkultur wer-
den auf eine LB-Platte gegeben und Uber Nacht bei 30 T inkubiert. Die Zellen wer-
den am darauf folgenden Tag mit 5 ml LB-Medium von der Platte abgeschwemmt,
gevortext und auf Selektionsplatten mit den Antibiotika Kanamycin und Nalidixin

vereinzelt.

Quick Change Mutagenese

Die DSD4 Varianten DSD4™'%, DSD4" DSD4™7¢ 44 ynd DSD4™ 7™ A€ wur-
den Uber die Quick Change Methode erzeugt. Hierbei wurde nach dem Protokoll
des Quick Change® Site- Directed Mutagenisis Kit der Firma Stratagene vorgegan-

gen. Die Primer fur die Gen- Amplifikation sind der Tabelle 2-4zu entnehmen.
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3.4.

3.4.1.

Software

mfold - “folding index”-Berechnung

Eine Vorausberechnung der RNA Sekundarstrukturen wird in der vorliegenden Ar-
beit ausschlie3lich mit dem von Zuker entwickelten Programm mfold (Mathews et al.
1999; Zuker 2003) durchgefuhrt. Das Programm errechnet ausgehend von der
MRNA Sequenz des betrachteten Gens, welche wahlweise von der T7 Promotorre-
gion bzw. der rhagap-Promotorregion bis zur Terminationsregion reicht, die Sekun-
darstruktur mit der geringsten freien Energie. Neben dieser Lésung wird eine Viel-
zahl weiterer suboptimaler Losungen errechnet, wobei innerhalb des Programms
maximal 50 Losungen generiert werden. Aus der Anzahl der Losungen kann fir je-
de einzelne Position die Wahrscheinlichkeit einer Basenpaarbildung angegeben
werden.

Der so genannte ,folding index" f wurde von Arnold (Arnold 2003) eingeftihrt. Die
Definition des ,folding index“ ist Uber den Anteil der ungepaarten Basen innerhalb
der auf die Shine-Dalgarno Sequenz folgenden 23 Basen gegeben (Abbildung 3-3)
Wie Arnold (Arnold 2003) zeigen konnte, lasst sich die Translationseffizienz von
Plasmid codierten Proteinen in in vitro und in vivo Versuchen mit dem folding index
korrelieren. Hierbei gilt, dass fir folding indices f= 0,5 eine hohe Translationseffi-

zienz erwartet wird.

SD-Sequenz Start Codon

P
\

AUAUACAU

Ribosomen Br'r}dungssteﬂe 36 nt

i 23 nt

Anzahl der ungepaarte Basenx (nt)

Definition: f =
23 (nt)

Abbildung 3-3:Definition des ,folding index” f. fist Uber den Anteil der
ungepaarten Basen innerhalb der auf die Shine-DagéSD) Sequenz
folgenden 23 Basen (nt) definiert. Die SD Sequemd das Start Codon

der Translation sind weil3 unterlegt.
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4.1.

In vivo Proteinfaltung heterologer Proteine

Die korrekte in vivo Proteinfaltung ist eines der haufigsten Probleme bei der hetero-
logen Proteinsynthese. Viele Proteine enthalten allein innerhalb ihrer Aminoséaure-
sequenz die gesamte Information Uber ihre Tertiarstruktur. Diese Proteine erlangen
in in vitro Versuchen nach ihrer Denaturierung relativ leicht ihre native Konformation
(Anfinsen 1973; Tanford et al. 1973). Da die in vivo Proteinfaltung in Mikroorganis-
men ein co-translationaler Prozess ist, wird diese aber von weiteren Faktoren beein-
flusst. Diese Faktoren kdnnen nicht auf einfachem Wege in einer zellfreien Umge-
bung nachgestellt werden. Hierbei kommen Einfliisse, wie die physiko-chemischen
Eigenschaften des Zytoplasmas, die Interaktion mit anderen Proteinen wie z.B. mo-
lekularen Chaperonen oder die Proteinbiosyntheserate, zum tragen. Molekulare
Chaperone verhindern dabei beispielsweise durch Interaktion mit den neu syntheti-
sierten Polypeptiden deren Aggregation, die auf Grund von hydrophoben Wechsel-

wirkungen auftreten kann (Cole 1996; Feldman and Frydman 2000).

In den folgenden Abschnitten wird auf die Problematik der heterologen Genexpres-
sion bzw. der in vivo Proteinfaltung von Haloalkan Dehlogenasen eingegangen. In
Abschnitt 4.1 wird zun&chst die Ausgangssituation fur die Expression der drei Halo-
alkan Dehalogenasen DhaA, DSD4 und DSD49 in dem Wirtsorganismus E. coli
aufgezeigt und grundlegende Vorgehensweisen beschrieben. Der Abschnitt 4.2 be-
schaftigt sich mit experimentellen Anséatzen zur Expressionsoptimierung von DSD49
und DSD4 bzw. einer Punktmutante DSD4""Y, die zunéchst beschrieben und an-
schlieRend diskutiert werden. Neben der experimentellen Vorgehensweise beschéf-
tigt sich diese Arbeit mit modellgestitzten Ansatzen zur Verbesserung der Protein-
expression, auf die in Abschnitt 4.3 naher eingegangen werden. Im Mittelpunkt steht
hier vor allem die Punktmutante DSD4"*"Y, AbschlieRend werden die firr die Ex-
pressionsoptimierung erhaltenen Ergebnisse in Abschnitt 4.4 zusammengefasst und

mit Hilfe im Schrifttum bekannt gewordenen Erkenntnissen weiter diskutiert.

Grundlagen fir die Expressionsoptimierung von DhaA, DSD4 und
DSD49

Der Industriepartner in diesem Projekt DOW Chemicals stellte zu Beginn der Pro-
jektarbeiten drei Haloalkan Dehalognenasen DhaA, DSD4 und DSD49 zur Verfu-
gung. Die Proteine liegen mit 34,2 kDa, 32,5 kDa und 33,5 kDa fir DhaA, DSD4

bzw. DSD49 in der gleichen Grofenordnung. Die Gene dieser Haloalkan Dehaloge-

4-44



In vivo Proteinfaltung heterologer Proteine

nasen werden zunachst in ein Rhamnose induzierbares Expressionssystem

(Altenbuchner et al. 2000) kloniert. Die anfanglichen Expressionsversuche mit
E. coli BW3110 bei 30 € in LB-Medium zeigen, dass erhebli che Unterschiede so-

wohl hinsichtlich der Ldslichkeit als auch in Bezug auf die exprimierte Proteinmenge

zwischen der Haloalkan Dehalogenase DhaA aus Rhodococcus rhodochrous und

den aus einem Bodenscreening stammenden Dehalogenasen DSD4 und DSDA49,

vorliegen. Das auf dem Plasmid pTST101 codierte Fusionsprotein MBP-GFP mit

69,3 kDa dient als Standard, zu dem die Expression der anderen Proteine in Relati-

on gesetzt werden. Wahrend DhaA relativ zu MBP-GFP 80 % bei einem l¢slichen
Anteil von 55 % ausmacht, sind die Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49
lediglich in sehr geringem Mal3e exprimiert, siehe Abbildung 4-1

A)
bR P M U P (B P UB P
MBEP-GFP 69,3 kDa
’/ 75 kDa sk
50 kDa
. — - -
T e & &
x —
? -_— DhaA 34.2 kDa
I. e Pl
25 kDa e N Dbspa 33.5kDa
- - DSD4 32,9kDa
e e e,
B)
Protein Expression relativ zum Verhaltnis (%)
Standard (%)
Uberstand Pellet
MBP-GFP 100 86+0,1 14+0,1
DhaA 80+21 45+1,2 55+1,2
DSD4 21+3.2 70+0,1 30+0,1
DSD49 5+14 77 8,7 23 +8,7

Abbildung 4-1: Zusammenfassung der anféanglichen Expressionsstudiemit
den E. coli Stammen BW3110 pJOE4036 DhaA, pJOE4036 DSD4 und
pJOE4036 DSD49 sowie BW3110 pTST101 bei 30 °C in #8edium. Das auf
dem Plasmid pTST101 codierte Fusionsprotein MBP-@Mnt als Standard zu

dem die Expression der anderen Proteine in Relg@setzt wird. Dargestellt ist

A) eine SDS-PAGE mit den jeweiligen l6slichen unddaslichen Fraktionen des
Zellaufschlusses nach 6 h Induktionszeit. M: Proteirker; UB/P: Uberstand- und
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4.1.1.

Pellet Fraktion des Rohextraktes der vier Stammeeiyt einen Vergleich einzel-
ner Expressionsniveaus in Relation zu dem Standerttin MBP-GFP in tabella-
rischer Form, wie sie aus der densiometrischenyseatler SDS-PAGE hervorge-

hen.

Das Rhamnose induzierbare Expressionssystem rhagap in Kombination mit dem
Wirtsstamm E. coli BW3110 stellt fir die Haloalkan Dehalogenase DhaA ein geeig-
netes System dar, um diese in ausreichenden Mengen zu produzieren. Aufgrund
dessen wird DhaA bzw. DhaA®"F, parallel zur Expressionsoptimierung von DSD4
und DSD49, dazu genutzt die nachfolgenden Produktions- und Aufarbeitungsschrit-
te des Proteins zu etablieren. Die Doppelmutante DhaA®""" wurde vom Institut fiir
Technische Biochemie zur Verfligung gestellt und zeichnet sich durch eine zweifach
hohere Aktivitdt gegeniiber DhaA aus. Dies ist aus prozesstechnischen Griinden fur

die Biotransformation von Vorteil.

Haloalkan Dehalogenase DhaA

Eine Voruntersuchung des Expressionsverhaltens rekombinanter Proteine erfolgt
dber in vitro Synthesen. Diese Methode in Kombination mit der Berechnung von
sfolding indices” (Arnold 2003) ermdglicht es mit wenig Zeitaufwand unterschiedliche
Konstrukte rekombinanter Proteine in fusionierter und unfusionierter Form zu unter-
suchen. Hierdurch werden wesentlich zeitintensivere in vivo Versuche umgangen.
Um ein fir den Produktions- und Aufreinigungsprozess geeignetes Konstrukt zu fin-
den, wird ein solches in vitro Screening fir DhaA Konstrukte durchgefiihrt. Dieses

sollte mehrere Eigenschaften in sich vereinen:

(1) Der Anteil des rekombinanten Proteins am Gesamtprotein soll mindestens
30 % betragen.

(2) Das Protein muss in loslicher Form vorliegen.

(3) Eine einfache Detektion wahrend des Produktions- und Aufarbeitungspro-

zesses soll maglich sein.

Da der angewandte Aktivitatstest mit anschlieRender GC-Analytik fir Haloalkan De-
halogenasen zeitintensiv ist, wird fur die Validierung des Produktions- und Aufreini-
gungsprozesses auf GFP Fusionsproteine zurlickgegriffen, deren Detektion Uber
Fluoreszenzsonden auf schnelle und einfache Weise durchzufiihren ist. Fur das

in vitro Screening wird sowohl DhaA als auch DhaA mit N- und C-terminal fusionier-
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tem GFP genutzt. Die Ergebnisse der in vitro Synthese sind in Abbildung 4-2darge-

stellt.

A)

B)

100 _e_ MBP-GFP

=

o 80 _A— GFP-DhaA

o

= DhaA
g % 60 4 -0
NI 2 DhaA-GFP
S2 40

=)

£

Lo

o 20

o

0 . . .
0 20 40 60 80
Zeit (min)
MRNA Jolding index* fr;  in vitro Expression in vivo Expression
) relativ zum Standard relativ zum Standard
(%) (%)

malE-gfp 0,91 100 100
dhaA 0,48 62,822 80,0+2,1
gfp-dhaA 0,57 76,7 +3,1 72,0+£14
dhaA-gfp 0,26 455+1,2 43,6 £2,1

Abbildung 4-2:Ergebnisse desn vitro ScreeningsDie Aufnahme deimn vitro Pro-
teinbiosynthese der einzelnen Proteine findet éber radioaktiv markierte Synthe-
se statt. Dargestellt ist A) die prozentual syngimtte Menge der rekombinanten
Proteine relativ zu dem als Standard eingesetatatei®? MBP-GFP (pTST101) Uber
der Zeit. Aufgetragen sind DhaA (pJOE4036 DhaA)PdphaA (pJOE4056 GFP-
DhaA) und DhaA-GFP (pJOE4056 DhaA-GFP). Abbildurg B) zeigt in tabellari-
scher Form Ergebnisse der vitro Synthesen unth vivo Expressionsstudien ein-
schlieRlich der ,folding indices”. Dien vivo Expressionsstudien werden in LB-
Medium bei 30 °C und einer Induktionszeit von 6nmdrhalb des Wirtsstamms
E. coli BW3110 durchgefuihrt. Die Berechnung der ,foldimglices* erfolgte tber
das Programnm-fold (Mathews et al. 1999; Zuker 2003) und mit der ipséhnitt

3.4.1 angegebenen Formel.
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4.1.2.

Die Ergebnisse der in vitro Synthese korrelieren sowohl mit den berechneten ,fol-
ding indices" als auch mit den ausgefihrten in vivo Versuchen. Eine SDS-PAGE
Analyse (nicht gezeigt) der in vitro Synthese zeigt, dass alle synthetisierten Proteine
zu > 95 % in l6slicher Form vorliegen. Dennoch gibt es erhebliche Unterschiede in
der Menge an synthetisiertem Protein, was sich im ,folding index* widerspiegelt.
Das Fusionsprotein GFP-DhaA besitzt ausgehend vom T7 Promotor mit 0,57 den
hdchsten ,folding index* und wird dementsprechend mit Anteilen von 76 % in vitro
und 72 % in den in vivo Versuchen relativ zum Standardprotein MBP-GFP am bes-
ten exprimiert. Aufgrund dessen wird die N-terminale Fusion von DhaA mit GFP fur
die Etablierung des Produktions- und Aufarbeitungsprozesses herangezogen. Die
Ergebnisse zu den Produktions- und Aufreinigungsprozessen der Haloalkan Deha-

logenase sind in Kapitel 5 beschrieben.

Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49

Da das Expressionsniveau der Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49 in dem
E. coli Stamm BW3110 mit 28 % bzw. 5 % relativ zum Standard MBP-GFP sehr ge-
ring ausfallt, wird zunachst nach besser geeigneten Expressionssystemen bzw. Ex-
pressionsbedingungen gesucht.

Homologie Recherchen hinsichtlich der Nukleinsdure- und Aminosauresequenz der
Dehalogenasen DSD4 und DSDA49 zeigen, dass die hochste Homologie zu der Ha-
loalkan Dehalogenase LinB aus Sphingomonas paucimobilis (Accession No.
AAX07227) vorliegt. DSD4 und DSD49 sind auf Seiten der Aminoséuresequenz zu
58 % bzw. 63 % identisch mit der Dehalogenase aus S. paucimobilis und zu 75 %
bzw. 77 % homolog. Eine Stammbaumanalyse von DSD4 und DSD49 zu bekannten
Haloalkan Dehalogenasen ist in

Abbildung 4-3dargestellt.

Anhand der Aminosauresequenz von DSD4 und DSD49 wurde am Institut fir Tech-
nische Biochemie der Universitat Stuttgart eine rechnergestitzte Modellierung der
Proteinstrukturen durchgefthrt (siehe z.B. Ergebnisse Seite 4-72). Die Modellierung
wurde in Anlehnung an die Haloalkan Dehalogenase LinB mit dem Programm
DSSP (Kabsch and Sander 1983) erstellt, da diese die hdchste Sequenzhomologie
zu DSD4 und DSD49 aufweist. Die Proteinstrukturen dieser Haloalkan Dehalogena-
sen lassen sich, wie in der Einleitung unter Abschnitt 1.1 fur DhaA beschrieben,
darstellen, das heil3t es gibt strukturell beziglich der Sekundarstrukturen und der
Tertidrstruktur keine wesentlichen Unterschiede zwischen den betrachteten Dehalo-

genasen. Die geringere Loslichkeit sowie das geringe Expressionsniveau von DSD4
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und DSD49 gegenuber DhaA kann daher in partikularen Aminosauren oder in der

Nukleinsduresequenz hinsichtlich einzelner Codons begriindet sein.

Cluster algorithn PHYLOGENETIC TREE Phylogran

DsD4

DSD4g

Spingomonas paucimobilis

Rhodococcus rhodochrous

Mesorhizobium loti

Bradyrhizobium japonicum

Agrobacterium tumefaciens

Rhodopireiiula balltica

Xanthobacter autrophicus
[ Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

Mycobacterium avium

Caulobacter crescentus

1028 _Lu.png

Abbildung 4-3:Stammbaumanalyse ausgewahlter Haloalkan Dehalogerexs Die phylo-
genetische Verknlpfung der Haloalkan Dehalogenasende Uber die Internetseite
http:/www.genebee.msu.g{Stand Januar 2006angefertigt (Brodsky et al. 1992). Der
Stammbaum wird auf Basis der Aminosauresequenzeaginizelnen Haloalkan Dehalogna-
sen erstellt. Sphingomonas paucimobilifAccession (AC) No. P51698)Rhodococcus
rhodochrous(AC No. POA3G2);Mesorhizobium lot{AC No. Q98C03)Brandyrhizobium
japonicum(AC No. P59337)Agrobacterium tumefacierf®C No. Q8U671)Rhodopirellu-
la baltica (AC No. Q7UF99);Xanthobacter autrophicuAC No. P22643)Mycobacterium
tuberculosigdAC No. Q50670)Mycobacterium bovifAC No. CAD94795)Mycobacterium
avium(AC No. Q93K00)Caulobacter crescenty®&C No. NP_419991)

Im Folgenden wird eine Optimierung der heterologen Proteinexpression fir DSD4
und DSD49 auf Grundlage experimenteller Ansatze durchgefiihrt. Uber modellge-
stitzte Betrachtungen werden anschlielend Ursachen fur die Verringerung der
in vivo Proteinfaltung von DSD4 herausgearbeitet. Hierbei steht die am Institut fur
Technische Biochemie stammende modifizierte Haloalkan Dehalogenase DSD4""Y
im Vordergrund. In den nachfolgenden Abschnitten werden die unterschiedlichen

Ansatze naher erlautert und die Ergebnisse anhand von Literaturdaten diskutiert.
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4.2.

4.2.1.

Experimentelle Ansatze zur Optimierung der Pro  teinexpression

In der Literatur sind auf experimenteller Ebene eine Vielzahl von Methoden be-
schrieben, um die Proteinexpression zu verbessern und die Bildung von ,Inclusion
bodies" (IB) herabzusetzen (Makrides 1996). Diese Methoden beruhen auf experi-
mentellen Veranderungen wahrend der heterologen Proteinsynthesephase oder auf
generellen Veranderungen hinsichtlich des Wirtsorganismus bzw. des Expressions-
systems. Zusammenfassend lassen sich diese Anséatze in sechs Gruppen untertei-

len:

(1) Eine Verringerung der Proteinbiosyntheserate (Goldstein and Doi 1995; Va-
sina and Baneyx 1997),

(2) eine Veranderung der Nahrmediumszusammensetzung (Blackwell and Hor-
gan 1991; Barth et al. 2000),

(3) die Co-Expression von Molekularen Chaperonen (Widersten 1998),

(4) die Synthese des rekombinanten Proteins in den periplasmatischen oder
extrazellularen Raum (He et al. 2002; Choi and Lee 2004),

(5) Expression in unterschiedlichen Wirtsstammen (Jana and Deb 2005) und

(6) die Synthese des Enzyms als Fusionsprotein (Davis et al. 1999).

Innerhalb dieser Gruppen kénnen wiederum eine Vielzahl von Ansatzmdglichkeiten
unterschieden werden, welche die Bildung von Einschlusskérpern minimieren sol-
len. Die Ansatzpunkte, die beispielsweise mit einer Verringerung der Proteinsynthe-
serate arbeiten, eine Veradnderung der Nahrmediumszusammensetzung durchfih-
ren, unterschiedliche Wirtsstamme einsetzten oder auch Anséatze in denen eine
Synthese von Fusionsproteinen durchgefihrt wird, werden auf die Expressionsprob-
lematik von DSD4 und DSD49 lbertragen und sind in den nachfolgenden Abschnit-

ten dargestellt.

Verringerung der Proteinbiosyntheserate

Eine Herabsetzung der Biosyntheserate des gesamten Organismus kann beispiels-
weise Uber eine verringerte Kultivierungstemperatur erzielt werden. Die Verringe-
rung der spezifischen Wachstumsrate des Organismus ist eine der gangigsten Me-
thoden, um die Synthese des rekombinanten Proteins in eine losliche und aktive
Form zu verschieben (Vasina and Baneyx 1997). Hierbei sind zwei gegenlaufige
Vorgéange zu bertcksichtigen. Mit zunehmender Verringerung der Kultivierungstem-
peratur verschiebt sich die Synthese des rekombinanten Proteins zwar in Richtung

der léslichen Phase, allerdings wird auch die Gesamtmenge des synthetisierten
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Proteins erheblich herabgesetzt. Zusatzlich verlangert sich der Gesamtprozess
durch die geringer werdende maximale spezifische Wachstumsrate des Organis-
mus. Dies ist anhand der Expressionsversuche von GFP-DSD49 in E. coli

BL21(rha) bei unterschiedlichen Kultivierungstemperaturen in Abbildung 4-4darge-
stellt.

A)

0 10 20 30
Zeit (h)

B)

I 0 Pellet
H Uberstand

)
o

|

Wachstumstemperatur (°C)

|

40 60 80 100
Fluoreszenz (%)

o
N
o

Abbildung 4-4:Kultivierung von E. coli BL21(rha") pJOE4056 GFP-DSD49 bei ver-
schiedenen Wachstumstemperaturen in LB-MediumDargestellt sind A) die Ergebnisse
der Wachstumsversuche bei 30°@-}; 22°C (©-) und 18°C (4-), und B) die sich aus
den Fluoreszenzdaten ergebenden Anteile des rekamtieh Proteins in der I6sliches) (

und unléslichenx) Fraktion des Zellaufschlusses.
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Aus Abbildung 4-4wird deutlich, dass die Verringerung der maximalen spezifischen
Wachstumsrate des Organismus zu einer erhéhten Loslichkeit des Zielproteins von
15 % auf 55 % fuhrt. In diesem Beispiel wird die maximale spezifische Wachstums-
rate des Mikroorganismus von pmax = 0,6 h™* bei 30 T auf pmax = 0,2 h™ bei 18 T
herabgesetzt. Gleichzeitig sinkt mit steigender Ldslichkeit die Produktmenge des re-
kombinanten Proteins in den Ansétzen. Die erhdhte Loslichkeit des rekombinanten
Proteins kann zum einen auf die, bei niedrigeren Temperaturen verminderten hyd-
rophoben Wechselwirkung zuriickzufihren sein (Kiefhaber et al. 1991), zum ande-
ren auch auf die geringere Konzentration des im Zytoplasma angereicherten re-
kombinanten Proteins. Unter Produktionsbedingungen lassen sich zwar niedrige
Kultivierungstemperaturen z.B. 22 T realisieren, allerdings verléangert sich dadurch
der Fermentationsprozess und der Produktionsmal3stab muss durch die geringe

Produktbildung erhéht werden.

Eine weitere Herangehensweise ist die spezifische Reduktion der Biosyntheserate
des rekombinanten Proteins. Dies erfolgt durch den Einsatz von ,schwachen’ Pro-
motoren, durch eine Herabsetzung der Induktorkonzentration oder tUber Promoto-
ren, die eine Grundexpression bereits vor Induktor Zugabe aufweisen. Ein Beispiel
fur diese Art von Promotoren ist der trc-Promotor. Der trc-Promotor ist ein trp-lac
Hybridpromotor, der die -35 Region des trp- und die -10 Region des lacUV5- Pro-
moters beinhaltet. Der Promotor wird Gber den so genannten lac Repressor reguliert
und ist unabhangig von der cAMP/crp Regulation (Amann et al. 1983). Das System
ist mit dem Induktor Isopropylthio-B-D-galactosid (IPTG) induzierbar, hat aber den
Nachteil, dass bereits vor Induktion eine Basisexpression des rekombinanten Prote-
ins vorhanden ist. Die dazugehdrigen Expressionsvektoren sind kommerziell von
der Firma Amersham Pharmacia Bioscience (Upsala, Schweden) erhaltlich. Das
Gen der Haloalkan Dehalogenase DSD4"*"Y wurde in dieses System kloniert und in
dem Wirtstamm E. coli BL21 (DE3) exprimiert. Die Ergebnisse dieser Versuche zei-
gen, dass das rekombinante Protein zu 30 % in l6slicher Form vorliegt, allerdings
nur 15 % des Gesamtproteins ausmachte. Bezeichnend ist, dass lediglich vor der
Induktion mit IPTG das rekombinante Protein I6slich synthetisiert wird. Dies lasst
darauf schlieRen, dass eine erhdhte Translationsgeschwindigkeit wéhrend der In-
duktionsphase oder die schnell zunehmende Proteinkonzentration des rekombinan-
ten Proteins im Zytoplasma einen Einflul3 auf die Bildung von Einschlusskorpern
hat.
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4.2.2.

Mediumszuséatze wahrend der Kultivierung von Mikroorganismen

In der Literatur sind oftmals Substanzen beschrieben, die sich wahrend der Protein-
synthese positiv auf die Loslichkeit rekombinanter Proteine auswirken. Dabei han-

delt es sich um die unterschiedlichsten Arten von Molekilen und lonen:

®* Zugabe von Prosthetischen Gruppen oder Co-Faktoren (Weickert et al.
1999; Yang et al. 2003),

® Zugabe von geringen Mengen Glucose, um eine Induktion des lac Promo-

tors zu verhindern,

®* Zugabe von Polyolen und Methylaminen (Caldas et al. 1999; Barth et al.
2000; Bourot et al. 2000),

®* Zugabe von Ethanol, niedermolekularen Thiolen oder von Natriumchlorid
(Barth et al. 2000; Diamant et al. 2001).

Arbeiten von Weikert (Weickert et al. 1999) und Yang (Yang et al. 2003) beschafti-
gen sich mit dem Einsatz von Co-Faktoren zur Verbesserung der in vivo Proteinfal-
tung. Fir die Gruppe der Haloalkan Dehalogenasen sind weder Co-Faktoren noch
Prosthetische Gruppen beschrieben (http://www.brenda.uni-koeln.de/), weshalb ei-
ne Zugabe dieser Substanzen zur Enzymstabilisierung, als nicht sinnvoll erscheint.
Ansatze, bei denen durch Zugabe von Glucose eine Basisexpression verhindert
werden soll, spielt im vorliegenden Fall ebenfalls keine Rolle, da an Stelle eines lac
Promotors mit einem doppelt positiv regulierten rhagap - Promotor gearbeitet wird.
Die in der Aufzahlung zuletzt genannten MalRnahmen beschéftigen sich mit einer
Gruppe von Substanzen, die als chemische Chaperone zusammengefasst werden

koénnen.

Chemische Chaperone sind niedermolekulare Stoffe, die Proteine in vitro in ihrer
nativen Form stabilisieren und sie vor Denaturierung und Aggregation schitzen (Ou
et al. 2001). Wie viele molekulare Chaperone zeigen auch chemische Chaperone
eine geringe Spezifitdt und erleichtern die Faltung einer Vielzahl von Proteinen. Um
effizient wirken zu kénnen, miissen chemische Chaperone allerdings im millimola-
ren Bereich vorliegen (Kolter and Wendeler 2003). Der Einfluss von chemischen
Chaperonen auf die Bildung von ,Inclusion bodies* wird nachfolgend naher unter-
sucht, wobei die Auswirkungen von Sorbitol und NaCl auf die Proteinl6slichkeit von
GFP-DSD4""Y im Mittelpunkt dieser Untersuchungen stehen. Die Erhéhung der

Osmolaritdt des Kultivierungsmediums durch NaCl wird durchgefihrt, um die Per-
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meabilitat der Zellen fir die chemischen Chaperone zu erh6hen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Zugabe von Sorbitol in Verbindung mit einem osmotischen Schock
und verringerter Kultivierungstemperatur die Ldslichkeit des Fusionsproteins
GFP-DSD4"" von 5 % auf 80 % steigert. Uber die Durchfiihrung von Kontrollan-
satzen kann ausgeschlossen werden, dass diese starke Erhdhung der Léslichkeit
allein auf die Absenkung der Temperatur oder allein auf die Zugabe von NaCl zu-

rickzufihren ist.

| 3 Pellet
Bl Uberstand

Kontrollansatz

30 °C ‘
Ansatz mit Sorbitol

Kontrollansatz H
22 °C ‘
Ansatz mit Sorbitol
0 20 40 60 80 1

Fluoreszenz (%)

00

Abbildung 4-5:Prozentuale Verteilung der Haloalkan Dehalogenase B-DSD4"" in

der loslichen und unléslichen Fraktion des Zellrohgtrakts. E. coli BL21(rha-) GFP-
DSD4"°"Y wird in LB-Medium mit 0,8 M NaCl bei 30 °C und 22 ohne und mit Zugabe
von 0,5 M Sorbitol kultiviert. Der Anteil der I6slhen Haloalkan Dehalogenase wird nach

dem Zellaufschluss tber Fluoreszenzmessungen lefstim

Durch die erhdohte Osmolaritat des Kultivierungsmediums sowie durch den Einsatz
von chemischen Chaperonen und der Absenkung der Kultivierungstemperatur wird
die spezifische Wachstumsrate des in den Versuchen eingesetzten E. coli Stamms
erheblich vermindert. Einhergehend mit einer verringerten spezifischen Wachstums-
rate sinkt auch die Proteinbiosyntheserate des Mikroorganismus (Shin et al. 1998;
Sanden et al. 2003), was sich positiv auf die Konformationsfindung des rekombinan-
ten Proteins auswirken kann. Unter diesem Gesichtspunkt lasst sich zunachst die
Erhéhung der Léslichkeit der Haloalkan Dehalogenase auf eine geringere Protein-
biosyntheserate zurlckfihren.

In den Versuchsreihen bei 26 < liegt, bedingt durc h die Temperatur und die hohe
Osmolaritat des Mediums, die maximale spezifische Wachstumsrate in allen Anséat-

zen zwischen Pmax = 0,13 und 0,15 h™. Dennoch variiert der Anteil des l6slichen re-
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4.2.3.

4.2.3.1.

kombinanten Proteins zwischen 10 % und 50 % ohne bzw. mit chemischen Chape-
ronen, weshalb die erhdhte Loslichkeit mit der als chemisches Chaperon bekannten
Substanz Sorbitol in Verbindung steht. Der genaue Wirkungsmechanismus von
chemischen Chaperonen ist noch weitestgehend unbekannt. Zum einen wird eine
direkte Interaktion der chemischen Chaperone mit dem rekombinanten Protein pos-
tuliert (Barth et al. 2000), zum anderen werden auch Polyolen wie Glycerin zuge-
schrieben indirekt die relative Hydratation um die synthetisierten Polypeptide zu er-
héhen und so die Selbstassoziation des Proteins zu férdern (Welch and Brown
1996).

Weiterhin ist zu bericksichtigen, dass die extremen Kultivierungsbedingungen zu
einer globalen Stressantwort fuihren, die anhand einer filamentésen Morphologie der
Zellen wahrend der Kultivierung zu erkennen ist (Linn and Imlay 1987; Mattick et al.
2003). Die hohe Osmolaritat des Kultivierungsmediums |6st innerhalb der Zelle die
Expression der unter der Kontrolle des o® Faktor stehenden Gene aus (Bianchi and
Baneyx 1999; Kagawa and Cao 2001). Die Untereinheit der RNA-Polymerase spielt
eine zentrale Rolle in der Regulation der Transkription, wahrend der stationéren
Phase und bei osmotischem Stress. Das veranderte Transkriptions- und Tranlati-
onsmuster der Zelle kann sich ebenfalls auf die Faltung des rekombinanten Proteins
auswirken. Die in Abbildung 4-5gezeigten Versuche zeigen auf3erdem, dass osmoti-
scher Stress bzw. die bei diesem Stimuli aktivierte Stressantwort alleine nicht aus-
reichend ist, um die Loslichkeit des rekombinanten Proteins signifikant zu steigern.
Da in den beschriebenen Versuchsreihen mehrer Faktoren varriert werden, ist die
Erhéhung der Loéslichkeit des rekombinanten Proteins als ein kummulativer Effekt
anzusehen und lasst sich nicht an einzelnen Parametern, wie der Kultivierungstem-

peratur, der Zugabe von Sorbitol oder NaCl, festmachen.

Einsatz von unterschiedlichen Wirtsorganisme n

Escherichia coli

Einer der gangigsten und am haufigsten genutzten Mikroorganismen zur Produktion
von rekombinanten Proteinen ist das gram negative Bakterium Escherichia coli. In
dieser Arbeit werden auf das Expressionssystem abgestimmte Stdmme eingesetzt.
Sowohl E. coli BW3110 als auch E. coli BL21(rha) weisen hinsichtlich der Verstoff-
wechselung des Induktors Rhamnose eine Defizienz auf. Hierflir wurde das Gen der
Rhamnulose-Kinase (rhaB) am Institut fir Industrielle Genetik der Universitat Stutt-
gart ausgeknockt (Wilms et al. 2001). Die E. coli Stamme gehéren zwei generell un-
terschiedlichen Spezies an. E. coli BW3110 ist ein K12 Derivat und geht direkt aus

dem Stamm W3110 hervor. Demgegenuber ist E. coli BL21 (rha) ein so genanntes
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B Derivat von Escherichia coli und geht auf den Stamm E. coli BL21 zurtick, der fir
die Proteasen OmpT (outer membrane protease) und Lon defizient ist.

Zum Vergleich der beiden Expressionsstamme werden unterschiedliche Haloalkan
Dehalogenasen uUber das Rhamnose induzierbare System bei 30 € und 22 < in

LB-Medium exprimiert. In Abbildung 4-6sind an der Expression der Haloalkan Deha-
logenase DSDA49, die mit einem Fluoreszenzmarker (GFP) fusioniert ist, beispielhaft

die Unterschiede der beiden Rhamnose defizienten Expressionsstamme aufgezeigt.
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Abbildung 4-6:Kultivierung von unterschiedlichen E. coli Wirtsorganismen

zur heterologen Expression der Haloalkan Dehalogese GFP-DSDA49 in
LB-Medium bei 30 °C und 22 °C.Dargestellt ist A) die erreichte Zelldichte
(ODsgg) bzw. die Biomassekonzentratiory)(am Ende der Kultivierung det.

coli Stamme BL21(rhapJOE4056 GFP-DSD49 und BW3110 pJOE4056 GFP-
DSD49. Die Abbildung 4-6 B) zeigt die relative Pustbildung innerhalb der
einzelnen Ansatze bezogen auf die Produktbildusddeoli Stamms BW3110
pJOE4056 GFP-DSD49 bei 30 °C, die gleich eins gegetd.

4-56



In vivo Proteinfaltung heterologer Proteine

Als Fazit aus diesen Versuchen bleibt, dass E. coli BL21(rha) eine leicht h6here
maximale spezifische Wachstumsrate aufweist als BW3110, und dass dieser
Stamm im Schuttelkolben innerhalb der gleichen Zeit auf 1,5 fach so hohe Zelldich-
ten anwachst. Dies resultiert in einer durchschnittlich zehnfachen Erhéhung der re-
kombinanten Produktkonzentration bei einer Kultivierungstemperatur von 30 <.

Die Abbildung 4-7 zeigt einen direkten Vergleich der Expressionsstamme bzw. der
innerhalb dieser synthetisierten rekombinanten Proteine MBP-GFP und GFP-
DSD49. Setzt man das Expressionsniveau von GFP-DSD49 in Relation zu dem
Standardprotein MBP-GFP, so wird deutlich, dass sich die Expression des rekombi-
nanten Proteins in dem Wirtsorganismus E. coli BL21(rha’) gegeniber BW3110 er-

heblich verbessert hat.

A) E. coli E. coli
BL21(tha) BW3110
6.0
-}
- 40 =
B =
o 4.0 m
o 20 2
) LN o
0,0 : : : : 00 []
MBP- GFP- MBP- GFP-
GFP DSD49 GFP DSD49
E. coli E. coli
B) 3.0 BL21(rha) BW3110
D)
c
3 2.0
o Y 0
.f_:'_a
g i}
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°
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MBP- GFP- MBP- GFP-
GFP DSD49 GFP DSD49

Abbildung 4-7: Vergleich der ExpressionsstammeE. coli BL21(rha) und E. coli
BW3110 wahrend der Expression des als Standard genuezteteins MBP-GFP und der
Haloalkan Dehalognase GFP-DSD49. Die Kaultivierungdwin LB-Medium bei 22 °C
durchgefuhrt. Dargestellt sind A) die erreichtedldehten ODsq) bzw. die Biomassekon-
zentrationend,) nach einem Kultivierungszeitraum von 24 h undd®) relative Produktbil-
dung der heterologen Proteine MBP-GFP und GFP-DSB42ugspunkt ist die i&. coli
BW3110 bei 22 °C synthetisierte Menge des Standateinps MBP-GFP, welche auf eins
gesetzt wird.
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Die relative Produktbildung der Haloalkan Dehalogenase GFP-DSD49 konnte in
dem Wirtsstamm E. coli BL21(rha’) deutlich verbessert werden. Als Bezugspunkt ftr
die Darstellung wird das in E. coli BW3110 synthetisierte Standardprotein MBP-GFP
gewahlt, dessen gebildete Produktmenge auf 1 festgesetzt wird. Relativ hierzu ist
die Produktmenge der Haloalkan Dehalogenase von 0,12 in E. coli BW3110 auf 1,1
in E. coli BL21(rha") gesteigert worden.

Aus Tabelle 4-list abzulesen, dass der Wechsel des Wirtsorganismus im Fall des
Fusionsproteins MBP-GFP keine signifikante Auswirkung auf die Loslichkeit des
Proteins hat. Sowohl in E. coli BW3110 als auch in E. coli BL21(rha) wird das als
Standard genutzte Protein bis zu 80 % in I6slicher Form exprimiert. Aufgrund der
sehr geringen gebildeten Produktmenge bei der Expression der Haloalkan Dehalo-
genase GFP-DSDA49 in E. coli BW3110 betragt der prozentuale Anteil des Igslichen
Proteins etwa 70 %. Dieser Anteil sinkt bei der Expression in E. coli BL21(rha’) auf
20 % ab. Dabei bewirkt eine Erhéhung der Produktmenge in E. coli BL21(rha’) um
den Faktor zehn, eine Steigerung des loslichen, aktiven Enzyms um den Faktor

drei.

Tabelle 4-1Relative Produktbildung der Haloalkan Dehalogenasé&FP-DSD49
die in Relation zu dem in dem jeweiligen Wirtsstargabildeten Standardprotein
MBP-GFP gesetzt wird. Zudem sind die prozentualateite der I6slichen und un-

l6slichen rekombinanten Proteine aufgezeigt.

Expression relativ

e (0
zum Standard (-) Verhaltnis (%)

Uberstand Pellet
E. coliBW3110
MBP-GFP 1,0 67 +5,1 33+5,1
GFP-DSD49 0,12 72 +0,5 28 +0,5
E. coliBL21(rha)
MBP-GFP 1,0 94 +4,7 6+4,7
GFP-DSDA49 0,55 17 + 3,2 83+3,2

Bereits Seo (Seo et al. 2003) konnte zeigen, dass sich E. coli BL21 gegeniber an-
deren Produktionsstdmmen durch ein héheres Expressionsniveau heterologer Pro-
teine auszeichnet. In ihren Versuchen liegt die spezifische Proteinmenge des hete-
rologen Modellproteins GFP innerhalb des Wirtsorganismus BL21 um ein 3-faches
héher als in dem zum Vergleich stehenden E. coli K12 Derivat JM105. AulRerdem
wird in dieser Vertffentlichung gezeigt, dass das Ausmald der zellularen Stressant-

wort erheblichen Einfluss auf die Menge des heterolog exprimierten Proteins hat.
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4.2.3.2.

Unter den ausgewahlten E. coli Stammen wie E. coli IM105, TOP10 und HB101, ist
E. coli BL21 derjenige Stamm, bei dem die zellulare Stressantwort, wiedergegeben
durch die Aktivierung der Gene des Transkriptionsfaktors 02, der Proteaseunterein-
heit clpB und des Chaperons dnaK, am geringsten ausféllt und dadurch bedingt das
héchste Expressionsniveau fir das Modellprotein GFP zeigt. Ubereinstimmend mit
Daten von Shiloach (Shiloach et al. 1996) und van de Walle (van de Walle and Shi-
loach 1998), zeigt Abbildung 4-6 dass E. coli BL21 im Vergleich zu dem E. coli K12
Derivat BW3110 eine doppelt so hohe Zelldichte erreicht. Die héheren Zelldichten
werden in diesen Literaturquellen auf eine verringerte Akkumulation des Wachstum-
sinhibitors Acetat zuriickgefuihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass im Fall von
E. coli BL21 eine hohe Glucosekonzentration die Aktivierung des Glyoxylat Stoff-
wechsels zur Folge hat, was eine Erklarung fur die geringere Acetat Akkumulation

sein kann.

Pseudomonas putida

Anhand der Aminosauresequenz Analyse, die in Abschnitt 4.1.2 gezeigt ist, wird
deutlich, dass auf Grund der Sequenzhomologien neben der Expression in dem
Wirtsstamm E. coli ebenso eine Produktion von DSD4 und DSDA49 in Sphingomonas
sp. bzw. Pseudomonas sp. in Frage kommt. Neben der Aminoséuresequenz wird im
folgenden Abschnitt vor allem die Nukleinsduresequenz in Betracht gezogen. Der
sogenannte codon adaption index (CAl) wurde erstmals von Sharp und Li (Sharp
and Li 1987) eingefuhrt. Dieser Idex ist ein MalR daflr, wie gut die Codons innerhalb
eines spezifischen Gens mit den genutzten Codons aus einem Satz von Referenz-
genen ubereinstimmt. Das heif3t beispielsweise, wie gut die Nukleinsauresequenz
eines betrachteten Gens an die ,codon usage” des Wirtstamms angepasst ist. Der

CAl kann Uber die folgende Formel berechnet werden:

car=( w, ) (4-1)
Hierbei ist W, die Wahrscheinlichkeit fur das Vorkommen eines Codons K inner-

halb eines festgesetzten Referenzspektrums an Genen und L die Gesamtzahl der
Codons innerhalb des Gens. Das Referenzspektrum an Genen flr E. coli setzte sich
bei Sharp und Li aus Genen von 17 ribosomalen Proteinen, vier Elongationsfakto-
ren, vier Membranproteinen, recA und dnaK zusammen. Heute wird der CAIl mit W
Werten ermittelt die sich aus der Gesamtheit aller bekannten Gene in E. coli erge-
ben. Werden in diesem Fall die CAI-Werte von DSD4 und DSD49 in Bezug auf die
Wirtsstamme E. coli W3110 und P. putida KT2440 betrachtet, so wird in Tabelle 4-2

deutlich, dass diese sich nur geringfligig unterscheiden. Nach den CAI-Werten zu
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4.2.4.

urteilen sollte, die in P. putida KT2440 synthetisierte Menge an rekombinantem Pro-

tein geringer ausfallen als in E. coli W3110.

Tabelle 4-2:CAl-Werte ausgehend von der Nukleinsauresequenz von D& und
DSD49 in Bezug auf die ,codon usage" voR. coliW3110 undP. putidaKT2440.
Die Kalkulation derCAl Werte erfolgt nach Sharp (Sharp and Li 1987) nilifeHles

Programms ,CAI Calculator’ (http://www.evolvingcodet/codon/calanuar 2008.

Haloalkan Dehalogenase CAl-Wert
Escherichia coli Pseudomonas putida
W3110 KT2440
DSD4 0,63 0,52
DSD49 0,64 0,60

Die heterologe Expression rekombinanter Proteine in dem Wirtsstamm Pseudomo-

411V naher

nas putida KT2440 wird am Beispiel der Haloalkan Dehalogensen DSD
untersucht. Zu diesem Zweck ist das Gen der Haloalkan Dehalogenase in einen aus
dem Institut fur Industrielle Genetik der Universitat Stuttgart, stammenden Expressi-
onsvektor (pJOE4782.1) kloniert worden. Dieser Expressionsvektor bietet die Mog-
lichkeit tGber einen Rhamnose induzierbaren Promotor sowohl in P. putida als auch
in E. coli zu exprimieren, so dass ein direkter Vergleich zwischen den beiden Ex-
pressionsstammen madglich ist. Die Expressionsstudien werden fur beide Wirtsorga-
nismen in LB-Medium bei einer Kultivierungstemperatur von 30 T durchgefuhrt. Die
Auswertung der SDS-PAGE ergibt keinen signifikanten Unterschied im Expressi-
onsniveau der Haloalkan Dehalogenase DSD4™°" innerhalb der zwei Wirtsorga-
nismen. P. putida wachst gegeniber E. coli zu hoheren Zelldichten heran. Aller-
dings lasst sich aufgrund der fehlenden Korrelationen zwischen der Optischen Dich-
te und der Biotrockenmasse fir P. putida kein Vergleich zwischen den weitaus aus-
sagekraftigeren gebildeten Biotrockenmassen ziehen. Da auf das SDS-Gel immer
dieselbe Menge an Gesamtprotein aufgetragen wird, kann daraus geschlossen
werden, dass der prozentuale Anteil des rekombinanten Proteins am Gesamtprotein

in beiden Wirtsorganismen in der gleichen GréZenordung liegt.

Einsatz von Fusionsproteinen

Fusionsproteine werden oftmals genutzt um die Ldslichkeit sowie die Ausbeute an
rekombinantem Protein zu erhdhen. Aus der Literatur sind zahlreiche Fusionspart-
ner bekannt, wobei der Einfluss des Fusionspartners auf die Proteinfaltung von Pro-
tein zu Protein sehr stark differieren kann (z.B. (Davis et al. 1999)). Im Fall von Di-
mer- oder Tetramer- Bildung von Enzymen kann ein Zusammenschluss mit héher-

molekularen Tags oder Fusionsproteinen die Ausbildung der Quartarstruktur verhin-

4-60



In vivo Proteinfaltung heterologer Proteine

dern. Die Folge ist der Verlust der Enzymaktivitat. Bei der Klasse der Haloalkan De-
halogenasen handelt es sich um monomere, Co-Faktor unabhangige Enzyme, so
dass ein Verlust der Enzymaktivitat auf Grund einer verhinderten Quartarstrukturbil-
dung vernachlassigt werden kann. In der vorliegenden Arbeit wird sowohl eine Fusi-
on der Haloalkan Dehalogenasen mit dem Maltosebinde Protein (MBP), als auch
mit dem Grun fluoreszierenden Protein (GFP) (Cha et al. 2000) durchgefiihrt. Dabei
sind die zunachst unterschiedlichen Intentionen der Fusionsproteine zu bertcksich-
tigen. Wahrend die Fusion mit MBP zu einer gesteigerten Loslichkeit des Proteins
fuhren soll, ist die Fusion mit GFP bei der Validierung des Produktions- und Aufrei-
nigungsprozesses von Vorteil. Das Protein GFP ermdglicht Gber seine Eigenfluo-
reszenz eine sehr einfache qualitative und quantitative Beurteilung von Expressi-

onsversuchen, Fermentationen und Downstream Prozessen.

Uber den Jfolding index” der einzelnen Fusionsproteine kann tendenziell ermittelt
werden, welcher Fusionspartner zu den hoéchsten Produktmengen fiuhrt. Ein Zu-
sammenhang zwischen dem ,folding index* und der gebildeten Produktmenge des
rekombinanten Proteins konnte bereits in Abschnitt 4.1.1 fur die unterschiedlichen
Fusionsproteine der Haloalkan Dehalogenase DhaA gezeigt werden. In der nachfol-
genden Tabelle 4-3sind die ,folding indices* der jeweiligen Fusionsproteine aufge-

zeigt.

Tabelle 4-3: [olding indices” (f) der fusionierten und unfusionierten Haloalkan
Dehalogenasen DSD49, DSD4 und DSH4", die mit dem Programm mfold er-
mittelt wurden. Die Berechnungen basieren auf der mRNA der eiepefusionspro-
teine, ausgehend von dem vivo genutzten Rhamnose Promotor bis hin zur
Transkriptionsterminationsregion. Zudem ist in @iabelle der ,folding index* des als

Standard genutzten Fusionsprotein MBP-GFP abgelegt.

MRNA Jfolding index" m-RNA Jfolding index"
(f) (f)
male-gfp 0,83 dsdd 0,52
malE-dsd4 0,65
gfp-dsdt 0,65
dsd49 0,52 dsay™ 0" 0,57
malE-dsc49 0,83 malE-dsc4™°7 0,70
gfp-dst9 0,52 gfp-dsct™o7Y 0,61

Aus den in Tabelle 4-3bestimmten “folding indices"” ist zu erwarten, dass eine Fusion
der Haloalkan Dehalogenasen mit den Proteinen MBP bzw. GFP eine Steigerung

der Produktmenge zur Folge hat. Insbesondere die Fusion mit dem Maltosebinde-
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protein zeigt in allen Fallen eine deutliche Erhéhung von f. Fir den experimentellen
Teil werden die jeweiligen Gene der Fusionsproteine zunachst in das Rhamnose in-
duzierbare Expressionssystem pJOE4036 bzw. pJOE4056 kloniert. AnschlieRend
erfolgen Expressionsstudien in den Wirtsstammen E. coli BW3110 bzw. E. coli
BL21(rha). Eine Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse der Expressions-
versuche ist in Tabelle 4-4dargestellt. Zum Vergleich sind die Daten der unfusionier-

ten Haloalkan Dehalogenasen ebenfalls in Tabelle 4-4abgelegt.

Tabelle 4-4Zusammenfassung der Ergebnisse aus Expressionssteiti Die Expres-

sion der unterschiedlichen Fusionsproteine erfoigtgerhalb der Wirtsorganismen
E. coli BW3110 bzw.E. coli BL21(rha). Die Versuche werden in LB-Medium bei
30 °C durchgefihrt, wobei die Induktion der hetegein Proteinexpression durch Zu-
gabe von 0,2 % Rhamnose erfolgte. Die Produktbddier einzelnen Haloalkan Deha-
logenasen wird relativ zu dem Standardprotein MBARGus dem jeweiligen Wirts-

stamm in % angegeben.

Protein Wirtsstamm Expression relativ Verhaltnis (%)

E. coli zum Standard (%) Uberstand Pellet
MBP-GFP BL21 (rh3 100 51,7+10,2 48,3+10,2
MBP-GFP BW3110 100 86,6+ 9,8 134+ 98
DSD49 BW3110 8,3+0,5 77,0+ 87 230+ 87
MBP-DSD49 BW3110 19,6 £1,2 278+ 35 722453
GFP-DSD49 BW3110 27,8+1,0 112+ 13 8888 1
DSD4 BL21 (rhj 53,3+11,5 47,1+10,1 52,9+10,1
MBP-DSD4 BL21 (rh3 75,3 £ 10,4 541+ 0,3 459+ 0,3
GFP-DSD4 BL21 (rha 60,7+ 8,3 12,6 +10,2 87,4+10,2
DSD4™" BL21 (rha) 47,4 +13,1 49+ 22 951+ 22
MBP-DSD4""Y  BL21 (rha) 97,8+ 3,1 61,3+12,3 38,7+12;3
GFP-DSD4™"Y  BL21 (rha) 65,1 + 24,2 124+ 86 876+ 86

In Tabelle 4-4dist die Produktbildung der rekombinanten Proteine relativ zu dem als
Standard genutzten Protein MBP-GFP angegeben, wobei die Expression innerhalb
des Wirtsstamms E. coli BL21(rha-) von der in E. coli BW3110 unterschieden wird.
Die mit dem Maltosebindeprotein fusionierten Haloalkan Dehlogenasen weisen
durchgehend die hdchsten ,folding indices” auf. Diese erhdhte Produktbildung des
rekombinanten Proteins durch die Fusion mit MBP ist auch in den experimentellen
Ansatzen wieder zu finden. Insbesondere die Punktmutante der Haloalkan Dehalo-

4™19V weist sowohl innerhalb des ,folding index“ als auch in den in vivo

genase DSD
Expressionsstudien relativ zum Standard, im unfusionierten Zustand mit f = 0,57
und 57 % Expression bzw. in der Fusion mit MBP mit f = 0,7 und einer Produktbil-

dung von 97 %, eine deutliche Steigerung auf. Betrachtet man das Verhéaltnis zwi-
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schen der in der I8slichen Fraktion enthaltenen aktiven Haloalkan Dehalogenase
und des inaktiven Enzyms, so ist keine generelle Tendenz erkennbar. Beispielswei-
se bewirkt im Fall der Haloalkan Deholgenase DSD4 die Fusion mit GFP, dass der
I6sliche Anteil des rekombinanten Proteins von 50 % im unfusionierten Zustand, auf
10 % in der Fusion mit GFP absinkt. Demgegentber wird der I6sliche Anteil der Ha-
loalkan Dehalogenase DSD4"°"Y uiber die Fusion mit MBP von 5 % auf 75 % er-
hoht.

Bei der in diesem Abschnitt beschriebenen Herangehensweise zur Beeinflussung
der Loslichkeit von rekombinanten Proteinen wie auch der Produktbildung wéahrend
der heterologen Proteinexpression, muss beachtet werden, dass sich Uber die Bil-
dung von Fusionsproteinen die Menge des eigentlichen Zielproteins, bei gleicher
GroRRe beziglich des Fusionspartners, halbiert. Eine Fusion der Haloalkan Dehalo-
genase ist somit erst dann sinnvoll, wenn die in einem in vivo Ansatz erzielte Pro-
duktmenge gegeniber dem unfusionierten Protein verdoppelt wird und gleichzeitig
der l6sliche Anteil des Proteins gleich bleibt oder erhéht wird. Dies ist fur die Fusion

der Haloalkan Dehalogenase DSD4"'%"Y

mit dem Maltosebindeprotein MBP der Fall.
In den durchgefiihrten Expressionsstudien (Tabelle 4-34 wird sowohl die gebildete
Produktmenge relativ zum Standard um 40 % erhoht als auch die I6sliche Fraktion
des Enzyms von 5 % auf 75 % heraufgesetzt.

Urspringlich wurden Fusionsproteine fur die Aufreinigung und Immobilisierung von
rekombinanten Proteinen genutzt. Viele dieser Systeme zur Bildung von Fusions-
proteinen, wie zum Beispiel Thioredoxin (TRX), die Gluthathion-S-Transferase
(GST) oder das Maltosebindeprotein (MBP) sind heute kommerziell erhaltlich und
haben einen positiven Effekt auf die heterologe Genexpression wie auch auf die
Loslichkeit des fusionierten Zielproteins (Kapust and Waugh 1999; Sachdev and
Chirgwin 2000; Sorensen et al. 2003). In den vorliegenden Versuchen ist der positi-
ve Einfluss des MBP auf die Expression unterschiedlicher Haloalkan Dehalogena-
sen nachgewiesen worden. Dabei ist der genaue Wirkungsmechanismus des MBP
nicht bekannt. Allerdings ist zu vermuten, dass MBP als intramolekulares Chaperon
mit dem anfusionierten Zielprotein in Wechselwirkung tritt (Shinde and Inouye
1996). Ebenfalls entscheidend fir die erhdhte Léslichkeit und verminderte Degrada-
tion des Zielproteins ist die schnelle und effiziente Proteinfaltung des Fusionspart-

ners wahrend der ribosomalen Synthese (Baneyx 1999).

Das Protein GFP hingegen wird in der Literatur nicht als Fusionspartner beschrie-

ben, der die Loslichkeit eines rekombinanten Proteins beeinflusst. Auch in der vor-
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4.2.5.

liegenden Arbeit hat GFP auf die Léslichkeit der Haloalkan Dehalogenasen oder auf
deren Bildung weder einen positiven noch negativen Effekt. Zu beachten ist aller-
dings, dass wie oben bereits erwéhnt, die Intention dieses Fusionspartners auf Sei-
ten der Vereinfachung von Expressionsstudien lag. In der Verdéffentlichung von Cha
(Cha et al. 2000) ist beschrieben, dass GFP als Fusionspartner die fluoreszierenden
Eigenschaften verliert, wenn das Gesamtkonstrukt in ,Inclusion bodies* (IB), das
heil3t in unléslicher inaktiver Form vorliegt. Aufgrund dieser Beobachtung wirde ei-
ne Detektion der Fluoreszenz, wahrend der heterologen Genexpression eine Aus-
sage Uber die Loslichkeit des rekombinanten Proteins zu lassen. Dies ist allerdings
im Fall der mit GFP fusionierten Haloalkan Dehalogenase nicht der Fall. Auch in
Form von IB’s zeigen diese Fusionsproteine ein nicht zu vernachlassigendes Fluo-
reszenzsignal auf. Auch in der Literatur wurde schon mehrfach berichtet, dass die
Missfaltung von GFP Fusionsproteinen innerhalb der Zelle, nicht zu einem vollstan-
digen Verlust der Fluoreszenzeigenschaften des GFP fiihren (Tsumoto et al. 2003).
Dennoch kann die Fusion eines rekombinanten Proteins mit GFP zur Vereinfachung
der Analytik dienen, wenn das Protein bereits unfusioniert ein hohes Expressionsni-

veau wie auch eine hohe Ldslichkeit aufweist.

Zusammenfassung experimenteller Anséatze zur Optimierung der heterologen

Proteinexpression von Haloalkan Dehalogenasen

Im Zuge der heterologen Proteinexpression in Bakterien und anderen Wirtstdmmen
wurde seit Beginn dieser Technik deutlich, dass sowohl die Aggregation von neu
synthetisierten Polypeptidketten in so genannte ,Inclusion bodies” (IB) als auch das
Expressionsniveau rekombinanter Proteine, bei der Nutzbarkeit der Proteine eine
zentrale Rolle spielt. IB’s bestehen fast ausschlie3lich aus unldslichen und nicht
funktionellen rekombinanten Proteinen. Diese entstehen entweder durch die Akku-
mulation von Faltungsintermediaten der rekombinanten Proteine, die in hohen Kon-
zentrationen innerhalb der Zelle vorliegen, oder durch einen fehlerhaften Faltungs-
prozess (Villaverde and Carrio 2003; Baneyx and Mujacic 2004). Bislang ist es nicht
gelungen, eine allgemeingiltige effektive Verfahrensweise fir die rekombinante
Proteinsynthese zu entwickeln, mit deren Hilfe beliebige Proteine heterolog in akti-
ver Form herzustellen sind. In den vergangenen Jahren spiegelt sich diese Proble-
matik der IB Bildung innerhalb der Literatur in zahlreich verfassten Ubersichtsarti-
keln wieder. In diesen Arbeiten werden verschiedene Konzepte fir die l6sliche Ex-
pression rekombinanter Proteine in unterschiedlichen Wirtsstdmmen mitgeteilt
(Makrides 1996; Hannig and Makrides 1998; Baneyx 1999; Hoffmann and Rinas
2004; Jana and Deb 2005; Sorensen and Mortensen 2005).
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Target Protein

Rekombinante
Expression
losliches Protein Inclusion bodies
Entwicklung von Modifikation der

Riickfaltungsstrategien Expressionsbedingungen/
* Expressionsoptimierung

Abbildung 4-8:Prinzipielle Strategien fur die Bereitstellung vonrekombinanten Pro-
teinen in lI@slicher aktiver Form. Generell kénnen Methoden unterschieden werden,
welche einerseits das Zielprotein Uber die Rudkfegtaus IB’s gewinnen, und solchen
die bereits in den Syntheseprozess des rekombm&ntdeins eingreifen, um die Synthe-

se des funktionellen Proteins zu gewahrleistengi@®n and Mortensen 2005).

Generell unterscheidet man bei der Bildung von IB’s zwei Strategien fir die Gewin-
nung von aktivem rekombinanten Protein. Hierbei steht die De-/ und anschlieRende
Renaturierung der Proteinen aus den IB’s einer Expressionsoptimierung gegenuber.
Das grof3te Handicap bei der Rickfaltung von Proteinen aus IB’s ist die geringe
Produktausbeute verbunden mit den dabei entstehenden hohen Kosten und Zeit-
aufwand (Tsumoto et al. 2003). Zudem muss fir jedes neue Targetprotein eine er-
neute Optimierung der Rickfaltungsbedingungen durchgefihrt werden. Dies hat zur
Folge, dass Rickfaltungsstrategien derzeit ausschlief3lich fir Produkte mit einer ho-
hen Wertschopfung eingesetzt werden. Eine Optimierung der Expressionsbedin-
gungen, die zu einer l6slichen und aktiven Form des rekombinanten Proteins fiih-
ren, ist daher fir ein technisches Enzym wie die Haloalkan Dehalogenase Ziel fih-

render.

In dem Ubersichtsartikel von Sorensen (Sorensen and Mortensen 2005) werden im
Bereich der Expressionsoptimierung zwei weitere Vorgehensweisen unterschieden.
Dies sind zum einen Methoden, die eine Modifikation des Targetproteins ausschlie-
Ben, und zum anderen Ansatze, die mit einer Veranderung des Targetproteins oder
dessen Nukleinsauresequenz einhergehen (siehe Abbildung 4-9. Den ersten Fall

schlieen die in Abschnitt 4.2.1 bis 4.2.3 angesprochenen Strategien zur Optimie-
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rung der heterologen Genexpression ein. In diesen Abschnitten sind Ansatze, wie
die Variation der Kultivierungstemperatur, die Auswahl geeigneter Wirtsstamme
oder der Einfluss unterschiedlicher Mediumszusatze dargestellt. Die Co-Expression
von molekularen Chaperonen wurde in der vorliegenden Arbeit nicht berlicksichtigt.
In den zweiten Bereich, der mit einer Verdnderung des Targetproteins einhergeht,

fallt der in Abschnitt 4.2.4 dargestellte Einsatz von Fusionsproteinen.

Expressionsoptimierung/
Modifikation der Expressionsbhedingungen

— > Keine Modifikation des Targetproteins

= Variation der Kultivierungstemperatur (Kapite! 4.1.1)
= Mediumsoptimierung (Kapitel 4.1.2)

* Einsatz unterschiedlicher Wirtsstamme (Kapitel 4.1.3)
* Co-Expression von molekularen Chaperonen

= Supplementierung von tRNA

Modifikation des Targetproteins bzw. des Gens

» Fusionsproteine (Kapitel 4.1.4)

= Optimierung der Codon usage

= mRNA Stabilisierung

Abbildung 4-9:Einteilung der Mdglichkeiten zur Expressionsoptimieung nach Soren-
sen(Sorensen and Mortensen 2005) in Ansatze, die Miogifikation des Targetproteins
bzw. Gens zulassen und in Methoden, die von eiradifikation des Targetproteins abse-

hen.

Die in den Abschnitten 4.2.1 bis 4.2.3 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich
insbesondere durch die Wahl des eingesetzten E. coli Stamms wahrend der hetero-
logen Genexpression erhebliche Verbesserungen in Bezug auf die erhaltene Pro-
duktmenge erzielen lassen. Erst durch die Expression der unterschiedlichen Haloal-
kan Dehalogenasen in E. coli BL21(rha) ist es méglich, auch bei einer Verringerung
der Kultivierungstemperatur fur die weiterfihrenden Versuche relevante Mengen

des rekombinanten Proteins zu erhalten.
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In dem Ubersichtsartikel von Hoffmann und Rinas (Hoffmann und Rinas 2004) wird
in Betrachtung weiterer Literaturquellen (Vind et al. 1993, Dong et al. 1995, Rinas
1996, Hoffmann and Rinas 2001) postuliert, dass bei einsetzender rekombinanter
Proteinsynthese die Syntheserate von ,house-keeping“ Proteinen wie z.B. Elongati-
onsfaktoren oder ribosomale Proteine sinkt (Hoffmann 2002). Diesen Angaben zu-
folge ist die Inhibierung der Synthese von Proteinen des Proteinbiosynthese- Sys-
tems abhangig von der Syntheserate des rekombinanten Proteins. Das heil3t je ho-
her die Syntheserate des rekombinanten Proteins desto hdher ist die Inhibierung
der Synthese von ,house-keeping“ Proteinen. Mutmallich sinkt dabei die Konzent-
ration der freien ribosomalen Untereinheiten, wodurch es zu einer Konkurrenz um
die ribosomalen Bindestellen an den Ribosomen kommt. Bei hohen Syntheseraten
von rekombinanten Proteinen kann dies das Absinken der Wachstumsrate zur Folge
haben (Dong et al. 1995).

Bei der Expression in E. coli BL21(rha’) zeigen die Ergebnisse aus Abschnitt 4.2.3,
dass die synthetisierte Menge des rekombinanten Proteins um den Faktor zehn zu-
nimmt, gleichzeitig aber die Bildung von ,Inclusion bodies" gegentber E. coli
BW3110 erhoht wird. In den Verdffentlichungen von Dong und Rinas (Dong et al.
1995; Rinas 1996) konnte gezeigt werden, dass auf die Induktion der heterologen
Genexpression, eine Hitzeschock ahnliche Antwort des Mikroorganismus ausgeltst
wird. Die Folge ist eine zusatzliche Synthese von Hitzeschockproteinen mit Chape-
ron- oder Proteasefunktionen, die auf Kosten des heterologen Proteins synthetisiert
werden. Das Ausmalfd der Hitzeschock- Antwort ist zunéchst abhéngig von den Ei-
genschaften des rekombinanten Proteins, von dessen Syntheserate, von den Kulti-
vierungsbedingungen und schlieBlich von dem Mikroorganismus selbst (Hoffmann
and Rinas 2000). In der Veroffentlichung von Seo (Seo et al. 2003) wird gezeigt,
dass E. coli BL21(rha) gegenlber E. coli K Derivaten eine weitaus geringer ausfal-
lende Hitzeschock- Antwort bei einer Erhéhung der Kultivierungstemperatur zeigt.
Dies konnte ein Grund dafir sein, dass die in E. coli BL21(rha’) gebildete Produkt-
menge um den Faktor zehn hdher ist als in E. coli BW3110. Zusétzlich weist E. coli
BL21(rha’) eine Defizienz fir die zytoplasmatische Protease Lon auf, die eine der
Komponenten der Hitzeschockantwort darstellt. Die Lon- Protease ist verantwortlich
fur die Degradation von falsch gefalteten oder unvollstindig synthetisierten Protei-

nen (Derman et al. 1993).

Neben dem verbesserten Expressionsniveau der Haloalkan Dehalogenasen in

E. coli BL21(rha) ist auch die Ldslichkeit des Enzyms erhéht worden. Die in Ab-
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schnitt 4.2.1 beschriebene Absenkung der Kultivierungstemperatur fihrt dazu, dass
zunéachst die Wachstumsrate des Mikroorganismus wie auch die Proteinbiosynthe-
serate gesenkt wird. Die Erhéhung der Iéslichen Fraktion des rekombinanten Prote-
ins kann zum einen auf die verringerte Proteinbiosyntheserate zurickgefiihrt wer-
den. Zum anderen kann aber auch die mit sinkender Wachstumsrate geringer wer-
dende Proteinkonzentration des rekombinanten Proteins im Zytoplasma eine positi-
ve Auswirkung auf dessen Loslichkeit haben. Aulzerdem nehmen bei niedrigeren
Temperaturen die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den entstehenden Po-
lypeptidketten ab. Die ebenfalls in diesem Abschnitt 4.2.1 angesprochene Nutzung
des schwécheren trc Promotors lasst den Schluss zu, dass die Proteinkonzentration
des Enzyms im Zytoplasma oder die Proteinbiosyntheserate eine Rolle wahrend der
Proteinfaltung spielt. Innerhalb dieses Versuchs wird lediglich das vor der Induktion
synthetisierte Protein in l6slicher Form exprimiert. Im Fall der Expression von Halo-
alkan Dehalogenasen in E. coli BL21(rha)) ist ebenfalls die erhéhte zytoplasmati-
sche Produktkonzentration oder die auf Grund der verminderten Stressantwort ho-
here Proteinbiosyntheserate fur die Bildung von ,Inclusion bodies” in Betracht zu
ziehen.

Es kann nicht eindeutig gezeigt werden, ob die Bildung von ,Inclusion bodies" auf
die Proteinbiosyntheserate oder auf die im Zytoplasma vorliegende Konzentration

des rekombinanten Proteins zurlickzuftihren ist.

Der in Abschnitt 4.2.2 beschriebene Einsatz von chemischen Chaperonen, die dem
Kultivierungsmedium beigesetzt werden, zeigt, dass diese Substanzen Einfluss auf
die Proteinfaltung nehmen, jedoch keine Relevanz hinsichtlich des Produktionspro-
zesses besitzen. Versuchsansatze, innerhalb derer die gréten Effekte in Bezug auf
die Loslichkeit des rekombinanten Enzyms erzielt wurden, wurden mit dem chemi-
schen Chaperon Sorbitol in Kombination mit einem osmotischen Schock und einer
verringerten Wachstumstemperatur durchgefiihrt. Kontrollversuche zeigen, dass
Sorbitol an der Faltung des rekombinanten Proteins beteiligt sein muss. Allerdings
nimmt das Expressionsniveau unter den oben beschriebenen Bedingungen relativ
zu dem Standardprotein MBP-GFP von 57 % auf 12 % ab, was fir eine Produktion
des Enzyms im gro3eren Mal3stab nicht mehr relevant ist. Hinzu kommt, dass che-
mische Chaperone lediglich in hohen Konzentrationen ihre Wirkung zeigen (Kolter
and Wendeler 2003). Das bedeutet, dass unter Produktionsbedingungen sowohl
das chemische Chaperon Sorbitol, wie auch NaCl im Gramm bzw. Kilogramm Malf3-
stab zugegeben werden muss, was keine praktikable Methode darstellt. Neben der

Wirkung des Sorbitols zeigt sich in den einzelnen Ansatzen dieser Versuchsreihe,
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dass wiederum die Konzentration des Zielproteins im Zytoplasma wie auch die Pro-
teinsyntheserate Einfluss auf die Proteinfaltung nimmt.

Die in Abschnitt 4.2.4 dargestellte Methode der Expressionsoptimierung Uber die
Bildung von Fusionsproteinen geht mit einer Veranderung des urspriinglichen Tar-
getproteins einher. Das aus E. coli stammende Maltosebindeprotein (MBP) ist eines
der effektivsten Proteine, welches die Ldslichkeit rekombinanter Proteine positiv be-
einflusst (Kapust and Waugh 1999). Bei der Arbeit mit Fusionsproteinen ist zu be-
achten, dass die Modifikation zu einem Verlust der Enzymaktivitat fihren kann. Ins-
besondere wenn das Enzym in seiner aktiven Form in Di- oder Tetrameren vorliegt.
Ebenfalls wird in Abhangigkeit von der GréRe des Fusionspartners die gebildete
Produktmenge im Fall der Haloalkan Dehalogenase und des MBP um die Halfte
herabgesetzt. Es hat sich gezeigt, dass die Fusion mit MBP nur im Fall der Haloal-

H107V
4

kan Dehalogenase DSD zu einer Verbesserung der Expression fuhrt. Sowohl
die Produktmenge als auch die Loslichkeit des Proteins sind um den Faktor 1,5
bzw. 15 erhdht worden. Wie bereits in Kapitel 4.2.4 beschrieben, ist der genaue
Wirkungsmechanismus des MBP nicht bekannt. In einer Veroéffentlichung von Shin-
de (Shinde and Inouye 1996) wird gezeigt, dass die N- terminale Position des MBP
bei der Faltung von Subtilisin essentiell ist. Demzufolge wirkt das MBP als eine Art
intramolekulares Chaperon, das mit dem anfusionierten Zielprotein in Wechselwir-
kung tritt. Ebenfalls entscheidend fir die erhthte Ldslichkeit und verminderte De-
gradation des Zielproteins ist die sehr schnelle und effiziente Konformationsfindung

des MBP wahrend der ribosomalen Synthese (Baneyx 1999).

In den Expressionsdaten des Abschnitts 4.2.4 spiegelt sich die Tatsache wieder,
daR die Menge des sich im Zytoplasma der Zelle befindlichen rekombinanten Prote-
ins nicht allein ausschlaggebend fur die Anreicherung von unldslichen, inaktiven
Proteinen ist. Hier zeigt sich, dass die Expressionsniveaus der in E. coli BL21(rha)
exprimierten Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD4"°Y mit 59,8% und
56,7 % relativ zum Standard in der gleichen Grol3enordung liegen. Dennoch ist die
Loslichkeit von DSD4"*°”Y um den Faktor zehn geringer als die der urspriinglichen

Haloalkan Dehalogenase DSDA4.
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4.3.

4.3.1.

Modellgestitzte Ansatze der Expressionsoptimie  rung

In den dargestellten Ansatzen vorangegangener Abschnitte wurden, abgesehen von
der Bildung von Fusionsproteinen, keine Veranderung innerhalb der Aminosaure-
oder der Nukleinsduresequenz des rekombinanten Proteins durchgefihrt. In der Li-
teratur gibt es jedoch Ansétze, die genau auf dieses abzielen. Dabei sind diese Vor-
gehensweisen teilweise auf Modelle gestitzt. Bei der modellgestiitzten Expressi-
onsoptimierung werden generell zwei Vorgehensweisen unterschieden. Im Folgen-
den werden fiir beide Vorgehensweisen (A) Anderungen auf Aminosauresequenz-
ebene (Abschnitt 4.3.2 und 4.3.4) und (B) Anderungen auf Ebene der Nukleinsaure-
sequenz (Abschnitt 4.3.3 und 4.3.4), Beispiele aufgezeigt. Eine Veranderung inner-
halb der Aminosauresequenz hat den Nachteil, dass es zu erheblichen Anderungen
z.B. in der Aktivitat, der Substratspezifitdt oder der Enatioselektivitat des Enzyms
kommen kann. Die Anderung synonymer Codons dagegen hat keinerlei Auswirkun-
gen auf die Aminosauresequenz, kann jedoch erhebliche Auswirkungen auf die Pro-
teinsynthese haben. Ein Beispiel fir Anderungen auf Ebene der Nukleinsaurese-
quenz ist die Optimierung der ,,codon usage" des betrachteten Proteins in Bezug auf
den Wirtsstamm, wodurch bereits erhebliche Steigerungen in der Proteinexpression
erreicht werden konnten (Yadava and Ockenhouse 2003; Ito and Wagner 2004). Ei-
ne Analyse der ,codon usage” von Haloalkan Dehalogenasen bezlglich des Wirts-
stamms E. coli erfolgt in Abschnitt 4.3.1. Im Folgenden werden die einzelnen An-
satzweisen vorgestellt, experimentell unterlegt und anschlieRend mit den in der Lite-

ratur gezeigten Daten verglichen.

“Codon usage”

Escherichia coli ist einer der am haufigsten im Rahmen der heterologen Gen-
expression eingesetzten Wirtsorganismen. Insbesondere das breite Spektrum an
kommerziell erhéltlichen Vektorsytemen, Wirtsstimmen, der einfachen Handha-
bung, der geringen Produktionskosten und des hohen Expressionsniveaus, das bei
der heterologen Proteinexpression erreicht wird, gibt diesem prokaryotischen Sys-
tem den Vorzug vor anderen Wirtsorganismen. Allerdings wird aufgrund von ver-
schiedensten Ursachen oftmals keine ausreichende Expression des heterologen
Gens erreicht. Hierbei kann die ,codon usage”, mRNA Sekundéarstrukturen, die Sta-
bilitait der mRNA sowie die Ldslichkeit des Endprodukts eine entscheidende Rolle

spielen (Kane 1995). Die in dem Genom von E. coli selten vorkommenden Codons
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kénnen wahrend der Translation des heterologen Proteins zu einem friihzeitigen
Abbruch der Proteinsynthese oder zu einem veranderten Leserahmen fihren, ins-
besondere dann, wenn sie in Clustern vorkommen. Zu den nach Thanaraj (Thanaraj
and Argos 1996) definierten seltenen Codons in E. coli zahlen die Arginin (AGG,
AGA, CGG), Glycin (GGA, GGG), Isoleucin (AUA), Leucin (CUA, UUA) und Prolin
Codons (CCC). Eine Analyse der Nukleinsauresequenzen der Haloalkan Dehaloge-
nasen DhaA, DSD4 und DSD49 in Bezug auf die Anzahl seltener Codons innerhalb
der Gene zeigt, dass alle drei Dehalogenasen eine hohe Anzahl seltener Codons
aufweisen. Dies ist in der Ubersicht in Tabelle 4-5dargestellt.

Tabelle 4-5:Anteilsmafiige Verteilung von seltenen Codons innegtb der Haloal-
kan Dehalogenasen DhaA, DSD4 und DSD49.

Aminosaure Codon DhaA DSD4 DSD49
Arginin AGA 1 - 1
AGG - 2 1
CGG 5 7 5
Glycin GGA 4 6 7
GGG 1 4 3
Isoleucin AUA - 1 -
Leucin CUA - - -
UUA - - -
Prolin CCcC 10 5 8
Z(seltene Codons) 21 25 25

In der Sequenz von DhaA sind 21 der oben genannten Codons und innerhalb der
DSD4 und DSD49 Sequenzen jeweils 25 dieser Tripletts vorhanden. Wie aus Tabel-
le Tabelle 4-5ersichtlich ist entfallt die Anzahl der seltenen Codons zwischen den
Haloalkan Dehlogenasen auf unterschiedliche Tripletts.

In hoch exprimierten Genen des Transkriptions- oder Tanslationsapparats von
E. coli sind keine oder lediglich ein bis zwei dieser Codons integriert. Die Haloalkan
Dehalogenase DhaA besitzt bei der heterologen Expression in E. coli BW3110 rela-
tiv zu dem Standardprotein MBP-GFP einen Anteil von 80 %. Die Abnahme dieses
Anteils bei der Expression von DSD4 und DSD49 auf 28 % bzw. 5 % ist auf Grund

der ahnlichen Verhéaltnisse in DhaA nicht anhand der seltenen Codons festzuma-
chen.

Weitet man die Betrachtungen auf die gesamte Gensequenz aus, so lasst sich an-
hand des ,codon adaption index” (CAIl) eine Aussage daruber treffen, inwieweit ein
Gen an die ,codon usage" des Wirtsorganismus angepasst ist. Der CAl-Wert wurde
erstmals von Sharp definiert (Sharp and Li 1987) und gibt an, in welchem Mal die
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Nukleinsduresequenz des betrachteten Gens an die ,codon usage” des Wirtsorga-
nismus angepasst ist (sieche Gleichung 4-1). Je naher dieser Wert dem Absolutwert
1 kommt, umso besser ist die Gensequenz der ,codon usage” in diesem Fall von
E. coli angepasst. Bei einer Codon Optimierung wird im Allgemeinen ein CAIl groRRer
0,8 angestrebt, um eine hohe Expressionsrate zu erzielen. Die Berechnung der CAI-
Werte von DhaA, DSD4 und DSDA49 in Bezug auf die ,codon usage“ von E. coli
W3110 ergeben Werte von 0,61, 0,63 und 0,64. In der Veroffentlichung von Sharp
(Sharp and Li 1987) wurde der CAI- Wert lediglich auf die ,codon usage* von Genen
bezogen, die in E. coli in einem hohen Mal3e exprimiert werden. Hierzu zahlen z.B.
ribosomale Proteine (z.B. rpsA) oder auch Elongationsfaktoren wie EF-Tu (tufB),
EF-G (tsf) und EF-Ts (fus). Vergleicht man aus diesem Zusammenhang heraus die
CAIl- Werte fur die unterschiedlichen Haloalkan Dehalogenasen als auch den CAI-
Wert eines in E. coli hoch exprimierten Gens, so findet man erhebliche Unterschie-
de, die in Tabelle 4-6dargestellt sind.

Tabelle 4-6: CAlI-Werte (http://www.evolvingcode.net/codon/catbtand
Januar 200% der Haloalkan Dehalogenasen DhaA, DSD4 und DSD49
und des Elongationsfaktors EF-TuBin Bezug auf die ,codon usage“ von
E. coli W3110 [gbbct]:330 (http://www.kazusa.or.jp/codonf)d in Bezug
auf die von Sharp (Sharp and Li 1987) definierted@n usage” vok. coli.

Gen CAl-Wert CAl-Wert nach Sharp
E. coliWw3110 fur E. coli K12

dhaA 0,61 0,27

dsd4 0,63 0,22

dsd49 0,64 0,27

tufB 0,79 0,80

Aus Tabelle 4-6ist ersichtlich, dass hinsichtlich der CAlI-Werte die Gene der Haloal-
kan Dehalogenasen weit auf3erhalb des Bereichs von hoch exprimierten Genen lie-
gen. Dieser Unterschied zwischen den Haloalkan Dehalogenasen und beispielswei-
se einem Translationselongationsfaktor wird bei der Berechnung des CAl-Werts,
ausgehend von der ,codon usage* des gesamten E. coli Genoms, nicht in dem Ma-
3e deutlich.

Damit bleibt festzuhalten, dass die Haloalkan Dehalogenase DhaA, ungeachtet des
niedrigen CAIl- Werts, bei der Expression in E. coli BW3110 relativ zum Standard ei-
nen Anteil von 80 % einnimmt. Der in Tabelle 4-6dargestellte Unterschied, der sich
bei der Expression von DhaA und DSD4 bzw. DSD49 ergibt, lasst sich somit nicht
allein Gber den CAI- Wert erklaren.
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Uber die Anpassung der Nukleinsauresequenz eines Gens an die ,codon usage®
des Wirtsorganismus wird vorwiegend Einfluss auf das Expressionshiveau genom-
men, nicht aber auf den Anteil des rekombinanten Proteins, das in Islicher Form
vorliegt. Beispielsweise wird in der Veroffentlichung von Ito (Ito and Wagner 2004)
die ,codon usage“ Optimierung eines eukaryotischen Proteins beschrieben, was
zwar bei der Expression in E. coli zu einer deutlichen Steigerung der Expression
fuhrt, gleichzeitig aber in einer Synthese von unléslichem, inaktivem Protein min-
det.

Seltene Codons innerhalb rekombinanter mRNAs fuhren zu erheblichen Problemen
wahrend der Proteinsynthese. Vor allem wenn sie in grof3er Zahl oder in Clustern
vorliegen, kdnnen seltene Tripletts die Produktausbeute sowie die Translationsge-
nauigkeit des rekombinanten Proteins beeinflussen (McNulty et al. 2003). McNulty
und Matthes (Mattes 2001; McNulty et al. 2003) beschreiben diese Problematik fur
die vorwiegend in E. coli selten vorkommenden Arginin Codons. Die mRNAs der
Haloalkan Dehalogenasen besitzen eine Reihe seltener Codons. Allerdings handelt
es sich weder ausschliel3lich um Arginin Codons, noch sind diese in Clustern orga-
nisiert. Dennoch wurde in der vorliegenden Arbeit eine Supplementierung von
tRNAs seltener Codon wahrend der Expression der Haloalkan Dehalogenase
DSD4™%"Y durchgefiihrt. Die Erganzung dieser tRNAs erfolgt iiber das so genannte
pRARE Plasmid des kommerziell erhaltlichen E. coli BL21(DE3) Stamms Rosetta
von Novagen (Darmstadt, Deutschland). Die heterologe Proteinexpression unter
Standardbedingungen bei 30 € in LB-Medium fihrt hierbei, im Vergleich zu dem
Expressionsstamm E. coli BL21(rha), zu keinen Veranderung hinsichtlich der Los-
lichkeit oder der Produktmenge des rekombinanten Proteins. Uber diesen Ver-
suchsansatz kann somit der Einfluss seltener Codons auf die Produktlgslichkeit wie

auch Konzentration ausgeschlossen werden.

Dennoch zeigen verschiedene Veroffentlichungen, dass seltene Codons fir die Ex-
pression von rekombinaten Proteinen in einer anderen Hinsicht entscheidend sind.
Demnach beeinflussen nach Deana (Deana et al. 1996) seltene bzw. haufig genutz-
te Tripletts in der ,codon usage” von E. coli die Halbwertszeit der mRNA und so indi-
rekt das Expressionsniveau der translatierten Polypeptidkette. Auch in der Verof-
fentlichung von Ramachandrian (Ramachandiran et al. 2002) wird gezeigt, dass es
durch den Austausch eines einzelnen, seltenen Codons gegen ein haufiger genutz-
tes, synonymes Triplett zu einer Abnahme der Chloramphenicol- Acetyltransferase

Aktivitat kommt. Eine Supplementierung relevanter tRNA fihrte in dieser Verdoffentli-
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4.3.2.

chung nicht zu einer Verminderung dieses Effektes, so dass die Verminderung der
Enzymaktivitat mit einer sich andernden mRNA Sekundarstruktur in Zusammen-
hang gebracht wurde. Lassen sich bei den Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und
DSD49 die seltenen Codons in Verbindung mit den dazugehérigen niedrigeren
tRNA Konzentration als Grund fur die verminderte Produktbildung und Ld&slichkeit
Uber die Supplementierung dieser tRNAs ausschliel3en, so ist dennoch deren
MRNA Struktur sowie die Translationselongationsrate einzelner Tripletts auf Ebene

der Nukleinsduresequenz nicht aulR3er Acht zu lassen.

Die Proteinbiosynthese in Prokaryonten ist ein co-translationaler Prozess, das heif3t
dass noch wahrend der Transkription der mRNA die ribosomale Synthese der Poly-
peptidkette einsetzt. Aufgrund dessen ist die mRNA wahrend der Proteinsynthese
sich andernden Strukturen unterworfen. Mit Hilfe des Programms mfold (Mathews et
al. 1999; Zuker 2003) lassen sich stationare Strukturmodelle der mRNA berechen.
Die vollstandigen mRNA Strukturen der Haloalkan Dehalogenase Gene dhaA, dsd4
und dsd49 kénnen Uber dieses Programm dargestellt werden. Diese weisen auf
Grund ihrer stark differierenden Nukleinsduresequenzen dementsprechend unter-
schiedliche Strukturen auf, weshalb mdglicherweise die mRNA Struktur Einfluss auf
die Produktbildung nimmt.

Die mRNA Struktur ist in Hinblick auf die in Abschnitt 4.3.4 angesprochenen Punkit-
mutante (DSD4"°’%) der Haloalkan Dehalogenase DSD4 interessant. Bei dieser Va-
riante von DSD4 ist an Position 107 die Aminosaure Histidin gegen Lysin Uber die
zwei Codons AAA und AAG eingefiihrt worden. Diese Codons wirken sich unter-
schiedlich auf die Proteinsynthese bzw. auf die Stabilitédt der synthetisierten Poly-
peptidkette aus, zeigen aber auf Ebene der mRNA keine strukturellen Veranderun-

gen.

Loslichkeitsmodell nach Wilkinson und Harris on

Ein Modell zur Vorhersage von Proteinldslichkeiten wurde erstmals 1991 von Wil-
kinson und Harrison veroffentlicht (Wilkinson and Harrison 1991). In diesem ersten
Modell ist zunéchst die Korrelation zwischen der Bildung von ,Inclusion bodies" und
sechs Protein bedingten Parametern untersucht worden. Die Analysen wurden auf
experimenteller Seite mit 81 Proteinen, die in E. coli exprimiert wurden, durchge-
fuhrt. Flr zwei der sechs untersuchten Parameter war ein Zusammenhang zu dem
Phanomen der Bildung von ,Inclusion bodies" erkennbar. Bei diesen Parametern
handelt es sich um die durchschnittliche Ladung des Proteins und um die Anzahl

der Aminosauren, welche Loop- Regionen ausbilden kdnnen. Die aus diesen Er-
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gebnissen ermittelte Gleichung zur Vorhersage der Proteinloslichkeit wurde 1999

publiziert (Davis et al. 1999) und ist als Gleichung 4-Zargestellt.

Anhand der Gleichung 4-2werden Loéslichkeitsvorhersagen fiur die Haloalkan Deha-
4H107V al

logenasen getroffen. Wie in Tabelle 4-7dargestellt wird DSD4 bzw. DSD S
unldslich und DhaA mit einem (CV-CV’)- Wert von — 0,83 als I0slich vorkommendes
Protein vorhergesagt. Wie in Abschnitt 4.2.4 gezeigt, konnten allerdings innerhalb
von in vivo Expressionsstudien erhebliche Unterschiede zwischen der Expression
von DSD4 und DSD4"°"V in E. coli BL21(rha) festgestellt werden. Der prozentuale

Anteil der Haloalkan Dehlogenase DSD4""Y

am l6slichen Zellprotein ist um den
Faktor zehn geringer als bei dem urspriinglichen Protein DSD4. Weder die Amino-
saure Histidin noch Valin gehen in die Berechnungen der Ldslichkeitswahrschein-
lichkeit nach Wilkinson und Harrison mit ein, und doch haben diese Aminosauren in
vivo einen erheblichen Einfluss auf die Proteinfaltung. Dennoch wird im weiteren
Uberprift, ob es mdglich ist, auf Grundlage der Gleichung 4-2in ein Protein gezielt
Mutationen auf Ebene der Aminoséuresequenz einzubringen, um die Ldslichkeit

dieses Proteins zu erhohen.

Gleichung zur Vorhersage der Proteinlgslichkeit nab Wilkinson und Harrison
(Davis et al. 1999) http://www.biotech.ou.ed8tgnd: Januar 2006

+ + + + - +
oV = a[Gly Pro+ Ser Asnj -b‘ ((Arg Lys) - (Asp Glu)j_c‘ 4-2)
n n
CV-CV'<0 Protein wird in l6slicher Form exprimiert
Cv-CcVv'>0 Protein wird in unléslicher Form exprimiert
mit
CVv'=171
a=1543
b=2956
c= 003
n = Gesamtzahl der Aminosauren
Gly, Pro, Ser, Asn Loop bildende Aminoséauren
Arg, Lys, Asp, Glu geladene Aminoséauren
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Bertcksichtigt sind in der Gleichung 4-2lediglich geladene Aminosauren sowie
Aminosauren, die an der Ausbildung von Loop-Strukturen innerhalb des Proteins
beteiligt sind.

Zur Erhéhung der Loslichkeit eines Proteins ist es nach dem Ansatz von Harrison
und Wilkinson notwendig, mehrere Aminosauren innerhalb des Proteins zu erset-
zen, so dass der Parameter (CV-CV’) negativ wird. Am Beispiel von DSD4 wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine solche Modifikation vorgenommen. Insgesamt werden in
das zu synthetisierende Konstrukt 17 Aminoséure Modifikationen eingebracht. Aus-
gegangen wird von einem Sequenzalignment der Haloalkan Dehalogenase DSDA4,
LinB, DhaA und den Haloalkan Dehalogenasen aus Rhizobium loti und Bradyrhizo-

bium japonicum. Die Positionen der Mutationen werden so gewahlt, dass

(1) lediglich Aminosauren in Loop Regionen ausgetauscht werden,

(2) Aminosauren gewahlt werden, die zu einer Erhéhung des (CV-CV)- Werts
fuhren und

(3) es mussen die ausgetauschten Aminosauren den Aminosauren an aquiva-

lenten Positionen in DhaA entsprechen.

Fur die Mutagenese wurden Loop Regionen des Proteins ausgewahlt, da diese
vorwiegend an der Proteinoberflache liegen und somit direkt an der Wechselwirkung
mit anderen Proteinen beteiligt sind. Anhand des Sequenz Alignments wurde aus-
geschlossen, dass die Mutationen in hoch konservierten Regionen oder in Regio-
nen, in denen sich katalytische Aminosauren befinden, eingefiihrt werden. Die Ami-
nosauresequenz sowie die Nukleinsauresequenz der mutagenisierten DSD4 sind im
Anhang wiedergegeben. Eine dreidimensionale Darstellung der Haloalkan Dehloge-
nase DSD4%", einschlieRlich der farblich unterlegten mutagenisierten Aminos&u-

ren, ist in Abbildung 4-10zu sehen.
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Leu 78

Thr 183
Prol21

Ghi 101

Abbildung 4-10:Dreidimensionale Darstellung der Haloalkan Dehaloge
nase DSD®™. Die Visualisierung sowie die Einbringung der Midgaen
innerhalb der Aminoséduresequenz wurde mit dem Rrogr ,Deep
View/Swiss-Pdb Viewer’ (Version 3.7) durchgefiHbie 17 Mutationen in
den Loop Regionen des Proteins sind in roter Falgesetzt.

Das modifizierte dsd4 Gen wurde von der Firma GENEART (Regensburg, Deutsch-
land) vollstéandig synthetisiert und in einen konventionellen pUC19 Vektor einge-
bracht. Um die urspriinglichen Haloalkan Dehalogenase DSD4 und die synthetische
Dehalogenase DSD4¥™ direkt vergleichen zu kénnen, musste DSD4%™ in das
Rhamnose induzierbare Expressionssystem kloniert und in E. coli BL21(rha) trans-
formiert werden. Durch den Austausch von 17 Aminosauren innerhalb der Sequenz
von DSD4 ist der Parameter (CV-CV’) von dem urspringlichen Wert + 0,94 auf
— 0,63 verschoben worden. Dies entspricht in der Vorhersage nach Wilkinson einer
Ldslichkeitswahrscheinlichkeit des Proteins von 65 %. In den Expressionsversu-
chen, dargestellt in Tabelle 4-7 zeigt sich jedoch, dass die eingeflhrten Mutationen
keine positive Auswirkung auf die Ldslichkeit des Proteins hatten. Im Gegenteil, die
Loslichkeit der zuvor noch zu 50 % l6slichen Haloalkan Dehlogenase DSD4 sank fur

die mutagenisierte Variante DSD4%" auf einen I8slichen Proteinanteil von 5 % ab.
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Tabelle 4-7:Ubersicht tiber diein vivo Expressionsstudien mit derE. coli Stam-
men BL21(rha) pJOE4036 DhaA, pJOE4036 DSD4 und pJOE4036 DSHY.
Die Versuche werden in LB-Meium bei 30°C durchgefibargestellt ist der Para-
meter (CV-CV’) mit der dazugehérigen Ldslichkeitswahrscheinlichhksowie die
prozentualen Anteile der einzelnen Proteine inldglichen und unldslichen Frakti-

on des Zellrohextraktes.

Protein CV-CV'  Wahrscheinlichkeit in vivo Expression
Verhaltnis (%)
Uberstand Pellet
DhaA -0,83 70 % loslich 68+4,6 32+4,6
DSD4 + 0,94 28 % l6slich 37+48 63+4,8
DSD4™™"  +0,94 28 % I6slich 7+22 93+272
DSD#Y™ -0,63 65 % loslich 5+25 95+25

Bereits die Haloalkan Dehalogenase DSD4™°"V zeigt, dass ein einzelner Austausch
einer Aminoséaure einen erheblichen Einfluss auf die Loslichkeit eines Proteins aus-
tben kann. Nach dem in diesem Abschnitt betrachteteten Modell von Wilkinson und
Harrison (Wilkinson und Harrison 1991) war es notig gleich meherer Aminosauren
auszutauschen. Wéhrend der in vivo Proteinsynthese bewirken diese Veranderun-
gen ein Ausfallen des rekombinanten Proteins als Inclusion bodys, wie es auch be-
reits bei einem einzelnen Aminosaureaustausch der Fall ist. Eine Optimierung der
Proteinldslichkeit Giber die Anderung der Aminosauresequenz ist daher als kritisch
anzusehen, auch wenn bei DSD4™™ die Anderungen in Anlehnung an eine léslich

exprimierte Haloalkan Dehlaogenase erfolgten.

An Stelle der Vorgehensweise einer gerichteten Mutagenese kann eine ungerichte-
ten Mutagenese flr die Erhéhung der Proteinldslichkeit beispielsweise fur die Halo-

4" in Erwagung gezogen werden. Bei der Durchfiih-

alkan Dehalogenase DSD
rung einer ungerichteten Mutagenese des Targetproteins muss im Anschluss ein
Screening nach relevanten Mutanten erfolgen. Innerhalb dieses Screeningverfah-
rens muss der Erhalt der Aktivitdt und der Enantioselektivitat des Enzyms, kombi-
niert mit der angestrebten Ldslichkeit des Proteins zu detektieren sein. Die Etablie-
rung eines solchen Screeningverfahrens ist auf Grund des prochiralen Substrats
1,2,3-Trichlorpropan nicht trivial und zeitaufwandig. Im Rahmen dieser Arbeit wurde

deshalb von der Methode der ungerichteten Mutagenese abgesehen.
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4.3.3.

Anderungen des Translationsprofils innerhalb der Haloalkan Dehalogenase
DSD4

Die Konformationsfindung eines Proteins in vivo wird von vielen Faktoren beein-
flusst. Hierbei spielt nicht nur der pH Wert innerhalb des Zytoplasmas eine Rolle,
sondern auch die Interaktion der neu synthetisierten Polypeptidkette mit anderen
Molekilen oder molekularen Chaperonen. Da die Proteinsynthese in Prokaryonten
ein co-translationaler Prozess ist, wird dieser von den Ribosomen selbst oder der
MRNA bzw. mRNA-Struktur (Deana et al. 1996) beeinflusst. Zudem beschreibt die
Veroffentlichung von Sharp (Sharp and Li 1987) ein Zusammenhang zwischen der
Codon Zusammensetzung eines Gens und dessen Expressionsniveau. In weiteren
Vergffentlichungen ist vor allem die Beobachtung interessant, dass selten genutzte
Codons in Loop-Regionen (Krasheninnikov et al. 1989; Cortazzo et al. 2002) oder
zwischen Proteindomanen (Purvis et al. 1987; Crombie et al. 1992) lokalisiert sind.
Der Ribosomenfluss auf der mRNA wird vorwiegend Uber deren Struktur, den gene-
tischen Code an sich und Uber die Verfugbarkeit der tRNA moduliert. Auf dieser
Grundlage wird vermutet, dass Regionen der mRNA, die selten genutzte Codons
enthalten, langsamer translatiert werden, und so den Faltungsprozess der entste-
henden Polypeptidkette beeinflussen. Gestutzt wird diese Hypothese dadurch, dass
bei einer Optimierung der ,codon usage“ eines rekombinanten Proteins bezliglich
des Wirtsorganismus oftmals eine Erhdhung des Expressionsniveaus eintritt,
gleichzeitig aber das Produkt in ,Inclusion bodies" Uberfihrt wird (Yadava and
Ockenhouse 2003; Ito and Wagner 2004).

Bei der heterologen Expression der Haloalkan Dehalogenase DhaA in E. coli
BL21(rha’) besitzt DhaA, relativ zu dem als Standard eingesetzten Protein MBP-
GFP, einen Anteil am l6slichen Zellprotein von 80 %. Dieser Anteil sinkt bei Versu-
chen mit der Haloakan Dehalogenase DSD4 auf 50 %. Wie bereits in dem vorange-
gangenen Abschnitt 4.1.2 dargestellt, besitzen beide Proteine eine sehr ahnliche
Proteinstruktur, sind allerdings auf Ebene der Aminosauresequenz lediglich zu 50 %
identisch, was sich auch in der Nukleinsauresequenz widerspiegelt. Da Curran und
Sorensen (Curran and Yarus 1989; Sorensen and Pedersen 1991) gezeigt haben,
dass synonyme Codons mit unterschiedlichen Translationsraten translatiert werden,
wird im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss des Translationsprofils auf die Bildung
von ,Inclusion bodies" untersucht. Dazu werden in Anlehnung an die Nukleinsaure-
sequenz von DhaA die Translationselongationsraten jeder einzelnen Position von
DSD4 an die von DhaA angepasst. Die auf diese Weise neu synthetisierte Haloal-

kan Dehalogenase DSD4™"™ besitzt die gleiche Aminosduresequenz wie DSDA4,
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weist allerdings auf Ebene der Nukleinsauresequenz erhebliche Veréanderungen auf.
Die Grundlage fur die Anpassung ist zum einen ein Sequenzalignment zwischen
DhaA und DSD4, zum anderen die in der Arbeit von Arnold (Arnold 2003, Arnold et
al. 2005) aufgezeigten Translationselongationsraten (kre et jedes einzelnen Codons
(Tabelle 4-8. Aus Tabelle 4-8ist ersichtlich, dass es erhebliche Unterschiede in den
Translationselongationsraten (krg )es der 61 Aminosduren codierenden Tripletts gibt.
Bei der Berechnung der Translationselongationsraten gehen in dem Modell von Ar-
nold neben der Konzentration des Ternaren Komplexes und der EF-G*GTP Kon-
zentration, ein Codon spezifischer Faktor f; ein, der die Codon—Anticodon Bindung
widerspiegelt. Diese Codon spezifischen Faktoren wurden der Veroffentlichung von
Solmovici (Solomovici et al. 1997) enthommen. Fir die Modellierung der Codon
spezifischen Translationselongationsraten wurden bei Arnold mehrere Annahmen
getroffen. Zu bertcksichtigen ist insbesondere die Annahme, dass wahrend der
Translation lediglich eine geringe Anzahl der Ribosomen aktiv sind. Dies hat zur
Folge, dass der so genannte ,Queuing Faktor® im Modell von Arnold nicht berick-
sichtigt wurde.

Anhand der ,Codon usage” Datenbank des Kazusa DNA Research Instituts in Ja-

pan (http://www.kazusa.or.jp/codon/ Stand Januar 2006) wurden zudem die Anteile

der einzelnen Codons (n}') innerhalb des Genoms von E. coli W3110 ermittelt. Hier-

aai

aus errechnet sich die Haufigkeit (n®"), mit der ein Codon einer jeweiligen Amino-

saure genutzt wird. In Tabelle 4-8sind die Translationselongationsraten (kre)er, (N}

aai

und (") far die 61 Aminosaure Codons in alphabetischer Reihenfolge aufgezeigt.
Nach diesen Modellberechnungen sind Tripletts, die eine relativ geringe (krel)er be-
sitzen, nicht direkt mit in E. coli selten genutzten Codons in Zusammenhang zu
bringen. Allerdings werden innerhalb einer Aminosaure oftmals die am haufigsten
vorkommenden Tripletts mit den fur die Aminosaure hdchsten Translationselongati-

onsraten translatiert.
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Tabelle 4-8:Codon spezifische Translationselongationsratenk{g ), bezogen auf die
Translationsrate des Codo@G&JG der Aminosaure Leucin, das nach Arnold (Arnold 200
auf 24 AS & festgelegt wird. Der Parametel ist der Anteil eines einzelnen Codons inner-
halb des Genoms vda. coli W3110, Wi’;’lhrentdl,-"’lai die Haufigkeit angibt, mit der ein Codon
innerhalb einer Aminosaure auftritt. Die mit * memken Tripletts gehéren nach Thranjan
(Thanaraj and Argos 1996) zu derEncoli selten vorkommenden Codons.

AS  Codon  (Krelet N n,* AS  Codon (kre)er N n,*

(ASs) (%) (%) (ASls) (%) (%)
Ala  GCA 10,0 1,88 20,2 Leu CUA* 221 0,36 3.4
Ala GCC 10,4 251 26,9 Leu CUC 22,1 1,07 10,2
Ala  GCG 12,7 3,42 36,7 Leu CUG 24,0 535 511
Ala GCU 9,3 152 16,3 Leu CUU 22,8 1,08 10,3
Leu UUA* 225 1,29 12,3
Arg  AGA* 22,1 0,17 29 Leu UUG 23,7 1,31 12,5
Arg AGG* 17,5 0,12 2,1
Arg CGA 9,1 0,37 6,4 Lys AAA 23,5 3,55 75,7
Arg CGC 23,7 2,36 40,6 Lys AAG 14,1 1,14 24,3
Arg CGG* 21,1 0,49 8,4
Arg CGU 24,0 2,30 39,6 Met AUG 23,8 2,80 100,0
Asn AAC 23,1 2,15 564 Phe UUC 21,2 1,60 43,0
Asn AAU 20,3 1,66 43,6 Phe UUU 22,8 2,12 57,0
Asp GAC 19,4 2,05 38,0 Pro CCA 13,2 0,90 19,2
Asp GAU 23,7 3,34 62,0 Pro CCC* 19,2 0,53 11,3
Pro CCG 23,0 249 53,2
Cys UGC 23,2 0,64 57,7 Pro CCU 23,1 0,76 16,2
Cys UGU 20,0 0,47 42,3
Ser AGC 23,0 159 28,5
GIn  CAA 22,3 1,48 22,7 Ser AGU 17,2 0,75 13,5
GIn CAG 22,8 293 77,3 Ser UCA 10,7 0,62 11,1
Ser UCC 11,4 0,81 14,5
Glu GAA 24,0 4,03 68,7 Ser UCG 11,2 0,86 154
Glu GAG 16,6 1,84 313 Ser UCU 12,3 0,94 16,9
Gly GGA* 23,6 0,73 9,8 Thr ACA 22,8 0,60 11,5
Gly GGC 23,9 3,06 411 Thr ACC 22,9 2,38 45,5
Gly GGG* 23,6 1,08 14,5 Thr ACG 17,9 1,38 26,4
Gly GGU 22,7 2,57 345 Thr ACU 15,8 0,87 16,6
His CAC 20,6 1,01 439 Trp UGG 22,6 1,33 100,0
His CAU 22,2 1,29 56,1
Tyr  UAC 21,4 1,25 46,0
lle AUA* 23,9 0,35 6,1 Tyr UAU 23,5 1,47 54,0
lle AUC 22,9 2,58 44,6
lle AUU 23,9 2,85 49,3 Val GUA 8,6 1,08 15,0
Val GUC 9,3 158 22,0
Val GUG 12,7 2,67 37,1
Val GUU 11,3 1,86 259
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Die in der Tabelle 4-8wiederzufindenden Translationselongationsraten dienen als

Grundlage fiur den Aufbau der neu synthetisierten Haloalkan Dehalogenase

DSD4%"™. Die Vorgehensweise,

wurde, ist in Abbildung 4-11dargestellt. Die Basis fiir die Synthese von dsd4®" bil-

det, wie bereits erwdhnt ein Sequenzalignment zwischen den Aminosauresequen-

zen der Haloalkan Dehalogena
Clustalw (Version 1.83) erstellt

sich die Codon spezifischen Translationselongationsraten an jeder einzelnen Positi-
on darlegen und vergleichen. Dies ist in der Abbildung 4-11A) fir die ersten zehn
Aminosauren der Haloalkan Dehalogenasen gezeigt. Die Abweichung der Trans-
lationselongationsraten (A((Krevesr dstt - (krelerr dhaA)) ist ebenfalls fir die ersten

Aminosauren abgebildet. Im dargesellten Ansatz wurden die Abweichungen der

(kreDetr Zwischen dhaA und dsd4

nerhalb der Nukleinsauresequenz von DSD4 auf ein Minimum reduziert. Ansatzwei-

se ist dies fur die ersten zehn Aminosduren in Abbildung 4-11B) dargestellt. Die ge-

samte Sequenz des synthetisch

zu finden. Bereits in dem dargestellten Ausschnitt der Protein- bzw. Gensequenz

wird deutlich, dass eine Anpassu

an allen Positionen der fortlaufenden Sequenz mdglich ist. Das ist insbesondere

dann der Fall, wenn unterschiedliche Aminosauren an aquivalenten Positionen sit-

zen.
A)

Sequenzalignment CLUSTAL W {

nach der das synthetische Gen dsd4®" erzeugt

sen DhaA und DSD4, das mit dem Programm

wurde. Ausgehend von diesem Alignment lassen

durch den Austausch von synonymen Codons in-

hergestellten dsd4®™ Gens ist im Anhang wieder

ng der Codon spezifischen Translationsraten nicht

1.83) der Haloalkan Dehalogenasen DhaA und DSD4

Dhaz MSEIGTGFPFDPH- '4'YVE:VLGE_RMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYLWRNII PHVAP
DSD4 MSEEAIS-ALDPHPR KKQELLGTSH'SYVDTG—_—TGEPWFLHGNPTSSYLWRNVI PHVAP

kkk | Lrkkk drkk ok kkk kK kg deokedkekedekddodkok deokkeok gk ko ok
Dhaz SHRCIAPDLIGMGRSD-KPDLDYFFDDHVRYLDAFIEALG-LEEVVLVI I-.Ib.WGSALGFHW_ _
DsD4 VARCIAPDLIGMGASGPSSSGNYTFADHARH LDALIDAT LPEGQLSLVVVDWGSALGFHY

kkkkkkkhkkkk *

M S E | 6 T G F P F
DhaA

Dhar  AKRNPERVKGIAC] AUG UCA GAA AUC GGU ACA GGC UUC cCC UucC
DsD4 ANRNRDERVEGIAY]

*rdk pxkrdxk (k). 23,8 10,7 24,0 22,9 22,7 22,8 23,9 21,2 19,2 212 ..
Dhaz CVVRPLTEVEMDH
DsD4 SVLREKLSSEEMDN

LA L E e M ] E E A | s - A L ..

AUG AGC GAA GAA GCG AUC UCG - GCCCUC ..

Dhaz PELLFWGTPGVLI (kTE L,
DEDA PRLLVNAEPGATL, o 23,8 23,0 24,0 24,0 12,7 22,9112 - 104 22,1 ..

kkkk | kx|

A ((krgy) o ASAA - (K rp;), AR :
0 123 0 11 -100 01 -12,7 - -88 0,9
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Abbildung 4-11: Vorgehensweise zur Synthese der Haloalkan Dehalogese
DSD4*™, Basis fiir die Anpassung der Translationselongataien ist ein Sequenza-
lignment der Haloalkan Dehalogenasen DhaA und DSI24, mit dem Programm
ClustalW (1.83) (http://ebi.ac.uk. clustatand Januar 20Q¢€erstellt wurde. Fur den
Anfangsbereich der beiden Haloalkan Dehlognasen isbbildung 4-11 A) die Ami-
nosauresequenz bzw. Nukleinsduresequenz beidairainschlie3lich der dazuge-
hdrigen Codon spezifischdkre ) dargestellt. Daraus resultiert die Abweichung in
den Translationselongationsrat&f(kre )err dsd - (kreL)err dhaA), die fUr jede Position
innerhalb der mRNA errechnet wird. Ein positivesfjativerA Wert bedeutet, dass an
dieser Position die mRNA vathaA langsamer/ schneller translatiert wird, als di@ v
dsdd. Abbildung 4-11 B) zeigt die Anpassung dlerz ). von dsdt an die vordhaA.
Durch den Austausch von synonymen Codons wird iffefenz zwischen den Trans-
lationselongationsratem (((kre)es dsdd—(kre)er dhaA)) an jeder Position auf ein Mi-

nimum reduziert.

Im Ganzen werden 149 der insgesamt 293 Tripletts innerhalb der dsd4 Sequenz
durch synonyme Codons ersetzt (Tabelle 4-9. An 81 Positionen wurde dadurch
(krelers von dsd4 vollstandig an die von dhaA angeglichen. Zudem kommt, dass be-

reits 74 Tripletts der Originalsequenz von dsd4 in den (kreler Mit dhaA Uberein-
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stimmen, so dass 53 % der gesamten Gensequenz von DSD4%" und DhaA bezo-

gen auf das Translationsprofil Gbereinstimmen.

Tabelle 4-9:Ubersicht tiber die Anzahl der Tripletts, in denen de Translations-
elongationsraten zwischerdsdd und dhaA (nicht) Ubereinstimmen. Aufgezeigt
ist die Anzahl der Codons in der Originalsequenzds# sowie vordsd™" deren

(kreD)etr Mit den vordhaA Ubereinstimmen.

DSD4 mit 293 Aminosauren bzw. Codons
* Qriginalsequenzds

(kreD)err dsdt = (Krel)err dhaA (KreLert dSHH # (Krelerr dnaA
74 Tripletts 219 Tripletts

* Sequenz vordsd¥™
(kreD)err dsdd = (krel)er dhaA (KreDer dSKH # (Kreler dNaA
155 Tripletts 138 Tripletts

Das auf diese Weise entstandene Gen dsd4*" wurde von der Firma GENART syn-
thetisiert und fur die folgenden Expressionsstudien in ein Rhamnose induzierbares
Expressionssystem kloniert. Fir einen direkten Vergleich zwischen der urspriingli-
chen Haloalkan Dehalogenase DSD4 und DSD4%" werden die Expressionsversu-
che in dem gleichen Wirtsstamm E. coli BL21(rha’) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Versuche zeigen (Tabelle 4-1, dass sowohl im Expressionsniveau des rekombinan-
ten Proteins als auch in der Bildung von ,Inclusion bodies" keine signifikanten Ande-

rungen zu verzeichnen sind.

Tabelle 4-10:Ergebnisse der Expressionsstudien mit derk. coli Stammen
BL21(rha) pTST101, pJOE4036 DSD4 und pJOE4036 DSB¥ Die Versuche
werden unter Standardbedingungen in LB-Medium W@&P@ durchgefihrt. Die
Auswertung der SDS-Gele erfolgt Uber densiometeisktessungen mit dem Pro-

gramm Image Mast8DS Software (Version 2.0).

Protein Wirtsstamm  Expression relativ Verhéltnis (%)

E. coli zum Standard (%) Uberstand Pellet
MBP-GFP BL21(rh3 100 80+5,0 2@ 5,0
DSD4 BL21(rhd 61+3,1 40t 2,5 60+ 2,5
DSD4Y™ BL21(rha) 70+ 5,4 35+ 4,1 65+ 4,1

Der gewahlte Ansatz zur Anpassung der Translationselongationsraten zeigt, dass
der Austausch der synonymen Codons im betrachteten Fall keinen signifikanten
Einfluss auf die Bildung von unldslichem inaktivem Protein hat. Hierbei ist allerdings
zu beachten, dass auf Grund der gewéahlten Bedingung nur Anderungen auf Nuk-

leinsduresequenz Ebene zuzulassen, lediglich etwa 50 % der Gensequenz von
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dsd4¥™ an das Translationsprofil von dhaA angepasst werden konnte. Es besteht
die Mdoglichkeit, dass hierdurch entscheidende Regionen, die die Faltung der ent-

stehenden Polypeptidkette beeinflussen, ausgenommen wurden.

In mehreren Literaturquellen ist beschrieben, dass die Translationselongationsrate
eines Gens Einfluss auf die Léslichkeit des synthetisierten Proteins nimmt. Ein Bei-
spiel fur diesen Zusammenhang ist die Veroffentlichung von Komar (Komar et al.
1999), der in einer in vitro Synthese zeigen konnte, dass stille Mutationen innerhalb
der Chloramphenicol- Acetyltransferase (CAT) zu einer Verénderung des Translati-
onsflusses fuhren. In der Gensequenz der CAT wurden vorwiegend seltener genutz-
te Codons durch Tripletts ersetzt, die in der ,codon usage“ von E. coli haufig vor-
kommen. Dies hat zum einen Auswirkungen auf die Gesamtproteinmenge des re-
kombinanten Proteins, zum anderen fiihrt dies aber auch zu einer vermehrten Bil-
dung von ,Inclusion bodies®. In den Versuchen von Komar wurden insgesamt 16
synonyme Codons ausgetauscht, wobei diese nicht Uber die gesamte Gensequenz
verteilt sind, sondern in einer 30 Aminosauren umfassenden Region liegen, die so-
wohl eine Loop-Region als auch eine B—Faltblatt Struktur einschlief3t. Nach den in
der Arbeit von Arnold (Arnold 2003) festgehaltenen (kre)er koOmmt es in dem be-
schriebenen Bereich an 12 von 16 Positionen zu einer Erhéhung der Translationse-
longationsraten einzelner Tripletts. Dies kann eine Ursache fur den veréanderten Fal-
tungsprozess der Polypeptidkette sein, was in diesem Fall zu einer Aggregation des
Proteins fuhrt.

In einer weiteren Verdéffentlichung von Cortazzo (Cortazzo et al. 2002) werden die
Auswirkungen synonymer Codon Substitutionen innerhalb eines Proteins aus dem
Organismus Echinococcus granulosus auf die heterologe Expression in E. coli K12
beschrieben. Dabei erfolgten die Modifikationen in einem Loop zwischen zwei
a-Helices, der finf Aminosauren umfasst. Eine der Varianten, in der drei der funf
Tripletts durch synonyme Codons ersetzt wurden, wird vermehrt in Einschlusskér-
pern akkumuliert. Auch hier kann die Hypothese aufgestellt werden, dass eine Ver-
anderung der Translationsrate in der beschriebenen Region des Proteins, ausgeldst
durch die Anderung synonymer Codons, zu dem veranderten Faltungsprozess fiihrt.
Auch bei Cortazzo handelt es sich um den Austausch von in E. coli selten genutzten
Codons gegen haufiger genutzte Tripletts, wodurch die Translationselongationsrate
an den einzelnen Positionen um durchschnittlich 1,1 AS s™ gesenkt wird.

Crombie (Crombie et al. 1992) beschreibt flir das TRP3 Protein aus der Hefe Sac-
charomyces cereviciae eine Absenkung der Enzymaktivitat um den Faktor 1,5, die

durch den Austausch von synonymen Codons zustande kommt. TRP3 ist ein bifunk-
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tionales Protein, das aus einer Anthranilat- Synthase und einer Indolglyce-
rolphosphat- Synthase- Domane besteht. Die Modifikation von zehn aufeinander
folgenden Tripletts in dem Ubergangsbereich der beiden Doméanen fiihrt bei der he-
terologen Expression in E. coli zu Aktivitatsverlusten. In diesem Zusammenhang
werden ausschlie3lich selten genutzte Tripletts, die in dieser Region auftreten ge-
gen haufig genutzte Codons ersetzt. Hier wird davon ausgegangen, dass die Auf-
hebung einer Translationspause in diesem Bereich zu einem fehlerhaften Faltungs-

prozess fuhrt.

Die Beispiele von Cortazzo und Crombie (Crombie et al. 1992; Cortazzo et al. 2002)
zeigen, dass die Translationselongationsraten innerhalb von Loop- Regionen malf3-
geblich an der Proteinfaltung beteiligt sind. In den Versuchsreihen von Komar
(Komar et al. 1999) ist ebenfalls eine Loop-Region aber auch eine B-Faltblatt Struk-
tur betroffen, so dass lUber die Gesamtheit der ausgetauschten synonymen Codons
keine eindeutige Aussage getroffen werden kann, welches der Strukturelemente die
Proteinfaltung beeinflusst. In allen drei Féllen wurde durch den Austausch von syn-
onymen Codons die I6sliche, aktive Fraktion der jeweiligen Proteine verringert. Dies
wurde in den Veroffentlichungen durchweg auf eine Modifikation des Translati-
onsprofils bzw. auf Anderungen von Translationspausen zuriickgefiihrt. Die Anzahl
der betroffenen Tripletts reicht von drei bis sechzehn, wobei keine Aussagen getrof-
fen wurden, ob bereits ein oder zwei Tripletts ausreichen, um eine Anderung im

Translationsprofil zu erzielen.

Betrachtet man die Haloalkan Dehalogenase DSD4%", sind hier tiber die Gesamt-
lange des Gens Codon Modifikationen vorgenommen worden, so dass etwa 50 %
des Translationsprofils an das von dhaA angeglichen ist. Diese Anpassungen sind
nicht ausreichend, um die Proteinfaltung zu beeinflussen. Vor allem im Bereich der
Cap-Domaéne (siehe Abbildung 1-4) sind nach den Modifikationen noch Abweichun-
gen in den Translationselongationsraten von dsd4®" und dhaA zu finden. Aber
auch Loop- Regionen, wie z.B. zwischen der a-Helix aB und dem B-Faltblatt 35 oder
zwischen 36 und aD, konnten nicht vollstandig angepasst werden. Auf Grund des-
sen wird es schwierig zu beurteilen, ob ein positiver Einfluss auf die Proteinl6slich-
keit gezeigt werden kann, wenn eine vollstandige Anpassung der Translationselon-
gationsraten hatte erfolgen konnen.

In vielen Vero6ffentlichungen gehen die Meinungen, Uber eine mégliche Korrelation
gezielter Vorkommen synonymer Codons innerhalb von Sekundéarstrukturen weit

auseinander. Die Untersuchung von Gen- und Protein-Datenbanken, die von Bru-
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4.3.4.

nak (Brunak and Engelbrecht 1996) durchgefiihrt wurden, weisen keinerlei Korrela-
tionen von selten genutzten Codons und deren Positionierung in Strukturelementen
von Proteinen auf. Dem gegeniber stehen Veréffentlichungen von Adzhubei, Tha-
naraj (Adzhubei et al. 1996; Thanaraj and Argos 1996), die eine Verbindung zwi-
schen synonym genutzten Codons und Proteinstrukturen herstellen. Eine Uberein-
stimmung zwischen diesen Standpunkten zeichnet sich in den Verdffentlichungen
von Gumpta und Xie (Xie and Ding 1998; Gupta et al. 2000) ab. Sie gehen davon
aus, dass eine Korrelation zwischen der Verteilung von synonymen Tripletts im Zu-
sammenhang mit Proteinsekundarstrukturen von Spezies zu Spezies variiert. Postu-
liert wird in diesen Arbeiten, dass innerhalb des Genoms von Eukaryonten ein héhe-
rer Grad an struktureller Information tber Proteinstrukturen in der Nukleinsaurese-
guenz enthalten ist, als dies auf Seiten des prokaryontischen Genoms der Fall ist. In
den oben genannten Verdffentlichungen von Komar, Cortazzo, Crombie oder auch
Ramachandrian sind sowohl eukaryontische als auch prokaryontische Proteine ge-
nutzt worden, um den Einfluss von synonymen Codon Substitutionen vornehmlich
innerhalb von ausgewahlten Loop-Regionen deutlich zu machen. Das heif3t, dass
auch in prokaryontischen Systemen synonyme Codons Uber ihre Translatioselonga-
tionsraten oder aber tber die Ausbildung veranderter mRNA Sekundarstrukturen In-
formationen zur Konformationsfindung von Proteinen enthalten. Die Veranderungen
des Translationsprofils, wie sie in der vorliegenden Arbeit vorgenommen wurden,
haben auf die heterologe Expression der Haloalkan Dehalogenase allerdings keinen

Einfluss.

Auswirkungen von Punktmutationen auf die in vivo Proteinfaltung

Dass sich das Ldoslichkeitsverhalten der Haloalkan Dehalogenase nicht allein Gber
die im Abschnitt 4.3.2 beschriebene Formel nach Wilkinson und Harrison beschrei-
ben lasst, zeigt die Punktmutation innerhalb der Haloalkan Dehalogenase DSD4,
die an Position 107 eingefiihrt wurde. Das an Position 107 befindliche Histidin'®’ bil-

108

det mit der Aminosaure Aspartat™" einen Loop zwischen dem B-Faltblatt B5 und der

anschlieRenden a-Helix aC. Das Aspartat'®

gehort zu der katalytischen Triade des
Enzyms und bildet innerhalb dieser das Nukleophil. Der Bereich um diese Loop-
Region ist Uber die bekannten Haloalkan Dehalogenasen hinweg hoch konserviert,

siehe Abbildung 4-12
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S aC
1 | |
DSp4RO™ S LYVVDWGSALGEFHWANR ..
DSD4 wSLYVHDWGSALGFHWANR R .
DSD49 . TLVVHDWGSGLGEFEDWANR ..
LinB +wVLVVHDWGSALGFDWARR .
Dhah LwVLVIHDWGSALGFHWAKR .

Abbildung 4-12: Ausschnitt eines Alignments der Aminosaurese-
quenzen der Haloalkan Dehaloalkan DSD4, DSDA49, LinBund

DhaA. Gezeigt ist die Region d@sFaltblattsp5 und der anschliel3en-
dena-Helix oC. Die uber alle Sequenzen hinweg konserviertereiBer
che sind grau unterlegt. Das katalytisch aktiveakst ist schwarz und
das in der Punktmutante DSB%" eingebrachte Valin rot und kursiv
hervorgehoben. Das Alignment wurde mit dem Progra@lostal\W

(http://www.ebi.ac.uk.clustalwStand Januar 200% erstellt.

In einem Versuch die Enantioselektivitat des Enzyms Uber eine rdumliche Verande-
rung des aktiven Zentrums zu erhéhen, wurde am Institut flr Technische Biochemie

197 gegen die Aminosaure Valin ausgetauscht. Ver-

der Universitat Stuttgart Histidin
suche in dem Wirtsstamm E. coli BL21(rha)) zeigten, dass unter gleichen Kultivie-
rungsbedingungen die Loslichkeit des Proteins von 50 % (DSD4) auf 5%
(DSD4"°™) sinkt, siehe Abbildung 4-13 Weder die Aminosaure Histidin noch Valin
gehen in die Formel von Wilkinson ein, so dass diese Aminosauren auf den Ldslich-
keitsindex (CV-CV’) des Proteins keinen Einfluss nehmen. Dass dennoch eine
Punktmutation einen so erheblichen Einfluss auf die Proteinfaltung hat, schlief3t eine
einfache Betrachtungsweise lber die summarische Erfassung einzelner Aminosau-
regruppen nach Wilkinson und Harrison im Fall der Haloalkan Dehalogenase DSD4

aus.
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A)

B)

e P UB P UB P M

MBP-GFP 69,3 kDa
/ (Standard)
75 kDa
3 kD
o —
50 kDa
e
/ : i DSD4 32,9 kDa
—

DSD4H17V 32 9 kDa

Protein Expression relativ Verhaltnis (%)
zum Standard (%)
Uberstand Pellet
MBP-GFP 100 86 +0,1 14+0,1
DSD4 59,8 +2,1 55+5,1 45+48
DSD4!°" 56,7 +2,1 5+2,3 95 +2,3

Abbildung 4-13: Kultivierung von E. coli BL21 (rha) pTST101,
pJO4036 DSD4 und pJOE4036 DSD4”" in LB-Medium bei 30 °C.
Dargestellt sind die Ergebnisse beziiglich des Eswasniveaus und
der Loslichkeit der Proteine in Form von (A) einé8DS-
Gelelektrophorese (von links nach rechts: MBP-GEXD4 und
DSD4'"V, Aufgetragen ist jeweils die 16sliche (UB) und asliche (P)
Fraktion des Zellrohextrakts) und (B) in Form eihyersichtstabelle,
wobei die prozentualen Angaben des Expressionsmsvean DSD4
und DSD4"" in Bezug auf das Standardprotein MBP-GFP zu sehen
sind. Die Auswertung des SDS-Gels erfolgte Ubersidemetrische
Messungen mit dem Programm Image M&s¥S Software (Version
2.0).

Punktmutationen an der Position 107 kénnen, wie es fir das Enzym DSD4"°"Y ge-

zeigt wurde, zu erheblichen Veradnderungen wéahrend des Faltungsprozesses des

Proteins fuhren. Dies kann, auf Grund des Aminosaureaustausches, auf die Veran-

derungen der biochemischen Eigenschaften an dieser Position zurtickzufiihren sein.

Die Aminosauren Histidin und Valin unterscheiden sich erheblich in ihren bio- und
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stereochemischen Eigenschaften voneinander. Histidin ist mit Lysin und Arginin der
Gruppe der positiv geladenen Aminosauren zuzuordnen, wohingegen Valin zu den
hydrophoben, aliphatischen Aminosauren gehdért. Eine Zusammenfassung der bio-
und stereochemischen Eigenschaften, der zu diesen zwei Gruppen gehérenden

Aminosauren, ist in Tabelle 4-11wiedergegeben.

Tabelle 4-11:Molmassen und biochemische Eigenschaften zweier Angisdure
Gruppen, denen die Aminosauren Histidin und Valin angeho®ambrook and
Russell 2001).

AS Molmasse vander Waals pl- biochemische

(Da) Volumen Wert Eigenschaften
Histidin 155 118 7,6  positiv geladen
Arginin 174 148 10,7 positiv geladen
Lysin 146 135 9,6 positiv geladen
Valin 117 105 6,0 hydrophob aliphatisch
Alanin 89 67 6,1 hydrophob
Isoleucin 131 124 6,0 hydrophob aliphatisch
Leucin 131 124 6,0 hydrophob aliphatisch

Valin besitzt eine hydrophobe Seitenkette und gehoért mit 117 Da zu den kleineren
Aminoséauren. Demgegentber nimmt Histidin mit 155 Da einen gréReren Raum ein
und besitzt zudem eine basische Seitenkette. Anhand des Strukturmodells der
Haloalkan Dehalogenase DSD4 wird deutlich, dass der Austausch von Histidin ge-
gen Valin zu einer raumlichen Erweiterung des Aktiven Zentrums fuhrt, siehe
Abbildung 4-14 Dies sollte zu einer erhdhten Stereoselektivitat des Enzyms fuhren.
Die hydrophobe Seitenkette des Valins kann mdglicherweise eine Interaktion mit
anderen Aminosauren, im aktiven Zentrum verhindern und so zu einer Aggregation
der entstehenden Polypeptidketten fihren. Die Folge dessen ist die Akkumulation
des Enzyms in unléslicher Form als ,Inclusion bodies” (IB), so dass sich ein Nach-

weis der veranderten Stereoselektivitat des Enzyms schwierig gestaltet.
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Abbildung 4-14:Strukturmodell der Haloalkan Dehalogenase DSD4 mitem Fo-
kus auf das aktive Zentrum (Aspartat®® — Glutamat®* — Histidirf’®). Dargestellt ist
(A) DSD4 und (B) die Punktmutante DSB%" mit Hilfe des Programms Deep View/
Swiss-Pdb Viewer (Version 3.7), basierend auf dem nstitut fir Technische Bio-
chemie erstellten Strukturmodell. Die katalytisdttiveen Aminosauren sind in Gelb

dargestellt, die Punktmutation betreffenden Aminosédn Rot.

Werden die Betrachtungen in diesem Fall ausschlieRlich auf die Problematik der
Proteinltslichkeit gerichtet, so ist die Frage zu klaren, ob die Ldslichkeit des Prote-
ins allein an den biochemischen Eigenschaften der an Position 107 befindlichen
Aminosaure festzumachen ist. Der Austausch des Histidin'®’ gegen eine Aminoséu-
re mit &hnlichen proteinchemischen Eigenschaften wie Arginin oder Lysin sollte ent-
sprechend zu einem l6slichen Endprodukt fihren. Arginin wie auch Lysin wurden an
Stelle des Histidin®®’ iiber die Codons CGA bzw. AAG iiber die Quick Change Me-

thode nach Stratagene (http://www.stratagene.com/ manuals Stand: Januar 2006)

eingefuhrt. Beide Aminosauren haben an dieser Position zur Folge, dass die Protei-
ne DSD4"R und DSD4""* in Form von ,Inclusion bodies* in der Zelle akkumulie-
ren. In beiden Féllen ist das Verhaltnis zwischen loslichem und unléslichem Anteil
des Proteins 5 % zu 95 %. Dies entspricht dem Ergebnis im Fall des Einbaus der
hydrophoben Aminosédure Valin'®, bei dem das heterologe Protein ebenfalls in
Form von ,Inclusion bodies” im Zytoplasma der Zelle akkumuliert. Die Hypothese,
dass Aminosauren mit &hnlichen proteinbiochemischen Eigenschaften wie Histidin
zu l6slichen Endprodukten fihren, muss demzufolge verworfen werden. Anhand der
Strukturmodelle von DSD4™°"R und DSD4"°™ |4Rt sich in Abbildung 4-15erkennen,
dass die Aminosauren Arginin und Lysin raumlich gesehen eine zur Aminosaure
Histidin®” &hnlichen Konformation einnehmen. Dennoch ist es méglich, dass das

Histidin'®” eine stabilisierende Wirkung auf die Struktur des aktiven Zentrums hat
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und diese mit der Inkooperation anderer Aminosauren, wie z.B. Lysin oder Arginin

verloren geht.

DsSD4

DSD4 H107R

- —um, .
Gl@:/

Abbildung 4-15:Gezeigt ist ausgehend von dem Strukturmodell der Haal-
kan Dehlogenase DSD4, das Modell des aktiven Zentns nach dem geziel-
ten Austausch der Aminosaure Histidif®” gegen Arginin (DSD4'R) bzw.
Lysin (DSD4"%). Das Modell wurde), basierend auf dem vom Insttirt
Technische Biochemie erstellten Strukturmodell, iitfe des Deep View/
Swiss-Pdb Viewer (Version 3.7) erstellt. Hierbendsidie katalytisch aktiven
Aminosauren in Gelb dargestellt und die Punktmatabetreffenden Aminosau-

ren in Rot.

Eine andere Hypothese fur die Akkumulation von Einschlusskorpern ist die in Ab-
schnitt 4.3.3 angesprochene Modulation der Translationselongationsrate, die mit
dem Austausch von Histidin gegen Valin an Position 107 einhergeht. Histidin, das in
DSD4 an Position 107 Uber das Codon CAC codiert wird, ist in den Betrachtungen
von Arnold (Arnold 2003, Arnold et al. 2005) mit einer (kre e VON 20,6 AS s™ festge-
setzt. Demgegenuber wird Valin Uber das Codon GUG mit einer (Kree VON
12,7 AS s erheblich langsamer translatiert. Ebenso werden die zuvor eingefiigten
Codons fur Arginin und Lysin mit geringen Translationselongationsraten von
(kreDer €= 9,1 und (kreer "= 14,1 AS s™ translatiert. Aufgrund dessen kénnte

neben den Eigenschaften der Aminosauren Histidin und Valin auch die Translation-
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selongationsrate (kre)er der Codons an dieser Position eine wichtige Rolle spielen.
Valin besitzt ausschlie3lich synonyme Codons, die mit geringen Translationselonga-
tionsraten translatiert werden. Mit dem Ersatz von Valin durch eine adaquate Ami-
nosaure mit gleichen biochemischen Eigenschaften wird im folgenden untersucht,
ob Uber die Erhéhung der (kre)err Einfluss auf die Proteinldslichkeit genommen wird.
Aus diesem Grund wurde Leucin an Stelle der unpolaren aliphatischen Aminosaure
Valin an Position 107 eingesetzt. Leucin besitzt sechs synonyme Codons, die alle
relativ hohe Translationselongationsraten von 22,1 bis 24,0 AS st aufweisen, siehe
Tabelle 4-8 Herausgegriffen wird das Codon CUG, welches mit 24,0 AS s transla-
tiert wird und zudem ebenso wie das Valin Codon GUG innerhalb der jeweiligen
Aminosaure das am haufigsten genutzte Triplett innerhalb des Wirtsorganismus
E. coli darstellt. Als Ergebnis erhalt man, dass die Erhéhung der Translationselon-
gationsrate an dieser Position des Enzyms nicht zu einer Erhéhung der Léslichkeit
fihrt. Ebenso wie bei der Haloalkan Dehlogenase DSD4""Y liegen auch bei der
Proteinvariante DSD4™%"" 95 % des Enzyms in Einschlusskérpern vor. Es kann al-
lerdings nicht ausgeschlossen werden, dass der Effekt einer erhdhten (krger an
dieser Position von den Unterschieden der biochemischen Eigenschaften der Ami-
nosauren Histidin und Leucin bzw. Valin Gberlagert wird.

Um den Einfluss der Aminosduren vollstandig auszuschlieRen, sollte eine Verande-
rung des Histidins idealerweise nur auf Ebene der Nukleinsduresequenz stattfinden.
Die zwei fur die Aminosaure Histidin codierenden Codons CAC und CAU besitzen
allerdings &hnlich hohe Translationselongationsraten von 20,6 bzw. 22,2 AS st so
dass eine verlangsamte (ke et Nicht realisiert werden kann. Aus diesem Grund wird
wie bereits zuvor beschrieben auf die Aminosauren Arginin und Lysin zurlckgegrif-
fen, welche Translationselongationsraten von 9,1 AS s* (CGA) bzw. 14,1 AS s™
(AAG) aufweisen. In beiden Fallen akkumuliert das rekombinante Protein in Ein-
schlusskdrpern, wobei auch in diesem Versuch nicht direkt zwischen dem Einfluss
der Aminosaure- Eigenschaften und den veranderten Translationselongationsraten

unterschieden werden konnte.

Interessanterweise kann fir die Aminosdure Lysin gezeigt werden, dass die
Proteinexpression auch auf Ebene der Nukleinsauresequenz beeinflussbar ist. Aus-
schlaggebend fir die Proteinexpression ist in diesem Fall das fir die Aminoséaure
Lysin codierende Triplett. Die Aminoséure Lysin wird von zwei Tripletts AAG und
AAA codiert. Diese Tripletts z&hlen nicht zu den von E. coli selten genutzten Co-
dons. Dennoch gibt es innerhalb der ,codon usage“ von E. coli eine Praferenz fur

das Triplett AAA, das gegentber dem Triplett AAG dreimal so haufig genutzt wird.
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An Stelle des Histidin'®” wird in der Haloalkan Dehalogenase DSD4 (iber die Quick

Change Methode die Aminoséaure Lysin sowohl Uber das Codon AAA als auch Uber

das Triplett AAG eingefuhrt. Die Ergebnisse der Expressionsstudien mit den gene-
rierten DSD4 Varianten sind in Abbildung 4-16A) bis C) dargestellt.

A)
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) (2) DSD4H107v
Zeit (h) (3) DSD4H107K (AAG)
(4) DSD4H107K (AAA)
Expression (%) Verhaltnis (%)
Uberstand Pellet
DSD4 61+ 6,7 38+ 3,5 62+ 3,5
DSD4"ov 47+11,4 7+ 2,1 93+ 211
DSD4M07K (AN 8+ 9,8 73+34,8 27 +34,8
DSD4 107K (AAC) 33+ 1,7 8+ 3,3 92+ 3,3

Abbildung 4-16: Expressionsversuch mit E. coli BL21(rha) pJOE4036 DSD4
(1)/ DSD4™ (2)/ DSD4" M (4) und DSD4™™¢ *4) (3) in LB-Medium bei
30 °C. Dargestellt ist A) der Wachstumsverlauf anhand Bietrockenmasse Uber der
Zeit. B) SDS-PAGE Analyse des Zellproteins am Edée Kultivierung, wobei ab-

wechslungsweise der Uberstand (UB) und das Zedip@H) aufgetragen ist. M ist die

Abklrzung des Molekulargewichtsmarkers. C) Tabébler den Anteil der heterologen

Proteine am Gesamtprotein bzw. das Verhéltnis heisaer I6slichen und unléslichen

Fraktion des Proteins.

Die Expression dieser Proteine in dem Wirtsorganismus E. coli BL21(rha) fuhrt be-

reits wahrend der Kultivierung der beiden Stdmme zu unterschiedlichen Wachs-

tumsverlaufen, was sich auf die Endbiomassekonzentrationen auswirkt. Der Stamm,
der Lysin an Position 107 des Enzyms uber das Triplett AAA codiert, bildet 30 %
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weniger Biotrockenmasse gegentiber dem komplementaren Stamm mit dem Lysin
Codon AAG.

Bei rekombinanten E. coli Stammen, die Plasmide fir die heterologe Expression
von Proteinen tragen, gibt es beobachtbare Unterschiede sowohl in der spezifischen
Wachstumsrate als auch in den Biomassenausbeuten. Diese Unterschiede ergeben
sich zwischen Stammen, die das rekombinante Protein exprimieren und den nicht
induzierten Kontrollstammen. Ausschlag gebend dafir ist nach Hoffmann (Hoffmann
and Rinas 2001) die erhOhte respiratorische Aktivitat des Organismus auf Grund
des hoheren Energiebedarfs durch die zusatzliche Synthese des rekombinanten
Proteins. Im Fall der heterologen Expression der Haloalkan Dehalogenasen
DSD4M7K A2 ynd DSD4™9™¢ A46) hapen zunéchst beide E. coli BL21(rha) Stamme
den selben Energiebedarf. Dennoch kommt es innerhalb von Wachstumsversuchen
zu Differenzen in der Biotrockenmasse von 30 % am Ende der Kultivierung
(Abbildung 4-16A).

Dieses Ergebnis der verringerten Bioendmassekonzentration wurde bereits in einer
Veréffentlichung von Schmidt (Schmidt et al. 1999) beschrieben. Die Inhibierung
des Wachstums wurde hierbei fur den E. coli Stamm BL21(DE3) pETRE3H gezeigt.
Die Plasmide pETRE9H und pETRE3H codieren beide den C-Terminus des VP60
Capsid-Protein eines Virus. In pETRE3H ist der N-Terminus des heterologen Prote-
ins an die Signalsequenz eines periplasmatischen Polypeptids fusioniert, welche
das Genprodukt proteolytisch instabil macht. Der Referenzstamm enthalt das Plas-
mid pETRE9H, wobei das codierte Protein N-terminal einen ,Peptid- Tag"“ tragt. Der
~Peptid- Tag" hat zur Folge, dass das Protein fir den proteolytischen Abbau unzu-
ganglich wird und daher als ,Inclusion bodies" anfallt. Die Wachstumsinhibierung
des E. coliBL21(DE3) Stamms, der das proteolytisch instabile Capsid-Protein
exprimiert, wurde in der Veroffentlichung von Schmidt auf den erhéhten Energiebe-

darf einer ATP abhangigen Protease zurtickgefihrt.

Bei einer nadheren Analyse der exprimierten Haloalkan Dehalogenasen
DSD4™MO™ A | nd DSD4MY7K A4G) zeigt sich, dass das erst genannte Protein weni-
ger stark in der Zelle akkumuliert. Die Haloalkan Dehalogenase DSD4 mit dem Ly-
sin'® Codon AAA besitzt einen deutlich geringeren Anteil am Gesamtprotein von
5 % bis 10 % als das Protein mit dem Triplett AAG an Position 107. Die Dehaloge-
nase DSD4" 7% 49 jiegt von ihrem Expressionsniveau im Bereich der urspriingli-
chen Haloalkan Dehalogenase DSD4 mit einem Anteil am Gesamtprotein von 30 %.
Allerdings liegt diese fast ausschlief3lich in Form von ,Inclusion bodies* vor. Die Ak-

kumulation des Proteins in Form inerter Einschlusskdrper verhindert den proteolyti-
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4.3.5.

schen Abbau des Enzyms. Anhand der SDS-PAGE wird ersichtlich, dass
DSD4M7K ") nicht wahrend des Faltungsprozesses als ,Inclusion bodies* ange-
hauft wird. Aus diesem Grund ist vermutlich das Protein fir Proteasen zugéanglich
und kann abgebaut werden. Der zusétzliche Energieaufwand der Zelle fur den pro-
teolytischen Abbau des Enzyms ist in Zusammenhang mit der zu beobachten
Wachstumsinhibierung zu sehen. Dies ist ein weiteres Beispiel dafur, dass die hete-
rologe Proteinexpression und Proteinfaltung nicht nur auf Ebene der Aminoséaure-
sequenz des Proteins beeinflusst wird, sondern detaillierter betrachtet, sich bereits

auf Ebene der Nukleinsduresequenz manifestiert.

Bereits Pedersen (Pedersen 1984) konnte zeigen, dass die intrazellulare Protein-
synthese am Ribosom mit variablen Translationsraten abléuft. In spateren Literatur-
quellen wird auf einen Zusammenhang zwischen der Nutzung von synonymen Co-
dons innerhalb der Nukleinsduresequenz und der Sekundéarstruktur des Proteins
hingewiesen (Thanaraj and Argos 1996; Oresic and Shalloway 1998; Gu et al.
2004). Hierbei spielen vor allem in E. coli selten genutzte Codons in Loop-Regionen
oder in Regionen zwischen zwei Proteindomanen eine Rolle. Es wird vermutet, dass
die Verzogerung der Translation an diesen Positionen eine schrittweise Proteinfal-
tung ermoglicht. Zudem konnte in Veroffentlichungen liber die Anderung der Trans-
lationskinetik, wie in Abschnitt 4.3.3 dargestellt, Einfluss auf die in vivo und in vitro
Proteinfaltung genommen werden (Crombie et al. 1992; Komar et al. 1999). Aller-
dings gingen diese Veranderungen der Transaltionsprofile ausschlie3lich mit einer
verminderten Proteinloslichkeit einher, nicht aber mit dem proteolytischen Abbau

des synthetisierten Proteins.

Zusammenfassung der modellgestiitzten Ansatze zur Optimierung der hetero-

logen Genexpression von Haloalkan Dehalogenasen

Die Analyse der Nukleinsauresequenzen der Haloalkan Dehlogenasen DhaA, DSD4
und DSDA49 zeigt, dass alle drei Sequenzen einen relativ hohen Anteil von 7 % bis
8 % an seltenen Codons, in Bezug auf die ,codon usage“ von E. coli, enthalten. Die
Expression der Haloalkan Dehlogenasen in E. coli BW3110 unter gleichen Kultivie-
rungsbedingungen zeigt, dass dennoch die gebildeten Produktmengen der rekom-
binanten Proteine von DhaA uber DSD4 bis hin zu DSD49 stark abnehmen. Uber
die Supplementierung von tRNAs selten genutzter Tripletts konnte zunachst ausge-
schlossen werden, dass das geringe Expressionsniveau von DSD4 und DSD49 auf
die seltenen Codons zuriickzufuhren ist. Setzt man die Nukleinséauresequenzen der

Haloalkan Dehalogenase in Relation zu in E. coli hoch exprimierten Genen
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(CAI'> 0,9), so erhalt man fur dhaA, dsd4 und dsd49 CAI- Werte die sich im Bereich
von 0,2 befinden. Das heif3t, auch die ermittelten CAI- Werte, die sich auf die ge-
samte Nukleinsduresequenz beziehen, geben keinen Aufschluss auf das unter-
schiedliche Expressionsverhalten der drei Haloalkan Dehlogenasen.

Maoglich ist, dass die Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49 kurz nach ihrer
Synthese im Zytoplasma der Zelle Degradationsprozessen unterliegen, und so eine
Akkumulation des Enzyms verhindert wird. Es konnte in der Literatur gezeigt wer-
den, dass der proteolytische Abbau von neu synthetisierten Proteinen mit einem er-
hohten Energiebedarf der Zelle einhergeht was zur Inhibierung des Wachstums
fuhrt (Schmidt et al. 1999). Eine solche Wachstumsinhibierung tritt jedoch bei den
E. coli Stammen, die die Haloalkan Dehalogenasen DSD4 oder DSD49 exprimieren
im Vergleich zu dem Wachstumsverlauf von E. coli pJOE4036 DhaA nicht auf.
Demzufolge manifestieren sich die Unterschiede der Expressionsniveaus in den

Aminosauresequenzen an sich oder auf Ebene der Nukleinsauresequenzen.

Die in dem Abschnitt 4.3 vorgestellten Ansétze sind im Allgemeinen dahingehend
ausgerichtet, dass versucht wird eine Angleichung der Haloalkan Dehalogenase
DSD4 bzw. DSD4"'°"Y an die, in E. coli gut exprimierte Dehalogenase DhaA zu er-
Zielen. Dies ist zum einen in Abschnitt 4.3.2 auf Ebene der Aminosauresequenz,
zum anderen in Abschnitt 4.3.3 auf Nukleinsduresequenzebene durchgefihrt wor-
den.

Grundlage fur die in Abschnitt 4.3.2 beschriebenen Veranderungen auf Aminoséau-
resequenzebene, bildete das Loslichkeitsmodell nach Wilkinson und Harrison
(Wilkinson and Harrison 1991). Anfang der 90 er wurden hierfir 81 Proteine einer
statistischen Analyse unterzogen, die teilweise wahrend der Expression in E. coli
unter Wachstumsbedingungen von 37 T Einschlusskorp er bilden. Die Analyse er-
folgte in Hinblick auf sechs unterschiedliche Parameter. Es wurde sowohl die durch-
schnittliche Ladung des Proteins, der Anteil an Loop bildenden Aminosduren, der
Anteil der Aminosaure Cystein und Prolin, die Hydrophobizitdt des Proteins sowie
die Gesamtzahl der Aminoséauren hinsichtlich des Einflussen auf die Bildung von
»Inclusion bodies" analysiert. Es kristallisierte sich heraus, dass vor allem die beiden
erst genannten Faktoren stark mit der Synthese von unldslichen Proteinen korrelie-
ren. Eine modifizierte Version dieses Loéslichkeitsmodells wurde in einer Veroffentli-
chung von Davis (Davis et al. 1999) genutzt, um Vorhersagen Uber die Léslichkeit
unterschiedlicher Fusionsproteine zu treffen. Hier konnte gezeigt werden, dass das
humane Interleukin-3 Uber die C-terminale Fusion mit NusA l6slich bzw. mit Thiore-

doxin fusioniert unléslich exprimiert wird, was zuvor tGber das Ldslichkeitsmodell vor-
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hergesagt werden konnte. Ein Umkehrschluss, dahingehend mit Hilfe dieses Mo-
dells Uber gerichtete Mutagenese gezielt Aminosauren auszutauschen, die die Los-
lichkeit des Proteins beeinflussen, ist in der Literatur bis dato nicht beschrieben.
Dieses modifizierte Modell nach Davis wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um
durch den gezielten Austausch von Aminosauren den Ldslichkeitsindex von DSD4
zu erhdhen. Auf Modellebene konnte durch den Austausch von 17 Aminosauren er-
reicht werden, dass der Loslichkeitsindex von DSD4 von 0,94 auf — 0,63 erhoht
wird, was einer Wahrscheinlichkeit von 65 % entspricht, dass das Protein in 16sli-
cher Form vorliegt. Experimentell fuhrte dies allerdings zu einem vollstandigen Ver-
lust der Proteinléslichkeit. Trotzdem die gezielten Mutationen, wie in Abschnitt 4.3.2
beschrieben, in Anlehnung an die Haloalkan Dehalogenase DhaA erfolgten, besa-
Ren diese keinen positiven Effekt auf die Loslichkeit des DSD4 Proteins. Diese, ge-
genuber der Veréffentlichung von Davis (Davis et al. 1999) umgekehrte Herange-
hensweise an die Loslichkeitsproblematik rekombinanter Proteine zeigt, dass nicht
allein die in das Modell eingehenden Parameter, wie die Ladung des Proteins oder
die Anzahl der Loop bildenden Aminosduren, die Loslichkeit determinieren. Dies
kann im Ubrigen auch am Beispiel des Maltosebinde Proteins (MBP) gezeigt wer-
den. Dieses aus E. coli stammende Protein wird in der rekombinanten Proteinsyn-
these oftmals als Fusionsprotein eingesetzt, um eine Verminderung von Einschluss-
korpern wahrend der Synthese zu erzielen (di Guan et al. 1988). MBP selbst als
auch Fusionsproteine wie MBP-DSD4 werden nach dem maodifizierten Modell nach
Davis mit einer Wahrscheinlichkeit von 55 % bzw. 68 % unléslich vorrausgesagt.
Experimentell kann hier allerdings am Beispiel des Fusionsproteins MBP-DSD4 in
Abschnitt 4.2.4 gezeigt werden, dass etwa 50 % des Proteins in léslicher Form im
Zytoplasma vorliegt. Auch auf die in Abschnitt 4.3.4 naher eingegangene Punktmu-
tation H107V innerhalb der Haloalkan Dehalogenase DSD4 hat einen erheblichen
Einfluss auf die Loslichkeit des Proteins. Allerdings geht weder die Aminosaure
Histidin noch Valin in den beschriebenen Ldslichkeitsindex ein. Vorstellbar ist hier,
dass eine Vorhersage der Ldslichkeit Giber das Modell von Harrison und Wilkinson
lediglich auf unmodifizierte Proteine angewendet werden kann, das heif3t auf Protei-
ne eines Organismus, die nicht nachtraglich einer gerichteten oder ungerichteten
Mutagenese unterzogen worden sind. Allerdings gibt es auch hier offenbar, wie im
Fall des MBP, Ausnahmen.

Der zweite Ansatz zielte auf die Veranderung von Translationselongationsraten
durch den Austausch einer Reihe von synonymen Tripletts ab. Die Anpassung der

Translationselongationsrate von DSD4 an die von DhaA hatte keine signifikante An-
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derung der Proteinldslichkeit zur Folge. Das Ergebnis dieses Ansatzes ist nicht ein-
deutig zu interpretieren. Zunéachst ist in diesem Fall keine Veranderung der Amino-
sauresequenz durchgefiuhrt worden. Ware allein die Aminosauresequenz determi-
nierend fUr die Léslichkeit, ist klar, dass in diesem Ansatz keine Veranderung hin-
sichtlich der Bildung von ,Inclusion bodies" zu verzeichnen ist. Dass nicht nur allein
die Aminosauresequenz sondern auch die Nukleinsauresequenz einen erheblichen
Einfluss darauf hat, ob ein Protein in loslicher Form synthetisiert wird, geht aus un-
terschiedlichen Literaturquellen hervor (z.B. (Komar et al. 1999; Cortazzo et al.
2002)). Der gewahlte Ansatz versucht die Translationselongationsraten einzelner
Tripletts von DSD4 lber das gesamte Gen hinweg an die von DhaA anzupassen.
Aufgrund einer Homologie von 75 % auf Aminosauresequenzebene zwischen den
beiden Enzymen, kann lediglich 53 % der Gensequenz an die gewtinschten Trans-
lationselongationsraten durch den Austausch von synonymen Codons angepasst
werden. In der Literatur sind vorwiegend Loop-Regionen beschrieben, die Uber ihre
Translationsgeschwindigkeit mafigebend die Ldslichkeit rekombinater Proteine
beinflussen, wobei hier eine Reihe aufeinanderfolgender Tripletts (Crombie et al.
1992; Komar et al. 1999) oder auch einzelne Positionen (Ramachandiran et al.
2002) ausschlaggebend sein kénnen. Die Haloalkan Dehalogenase DSD4 besteht
aus acht B-Faltblattern, die von sechs a-Helices umgeben sind, und einer Cap-
Doméane, die von funf a-Helices gebildet wird. Insgesamt werden diese Sekundér-
strukturen Uber 18 Loop- Regionen miteinander verknlpft (siehe Abbildung 1-4).
Abweichungen in den Translationselongationsraten innerhalb von Loop- Strukturen,
die nicht korrigiert werden konnten, sind vor allem im Bereich der Cap-Domane zu
finden. Aber auch Loop- Regionen, wie z.B. zwischen der a-Helix aB und dem
B-Faltblatt B5 oder zwischen 6 und aD, konnten nicht vollstdndig an das Translati-
onsprofil der Haloalkan Dehalogenase DhaA angepasst werden. Auch innerhalb der
Sekundarstrukturen selbst sind noch erhebliche Abweichungen der Translationse-
longationsraten zwischen DSD4 und DhaA zu verzeichnen. Hier wird es schwierig
zu beurteilen, ob ein positiver Einfluss auf die Proteinldslichkeit hatte gezeigt wer-
den konnen, wenn eine vollstandige Anpassung der Translationselongationsraten
hatte durchgefuhrt werden kénnen. Eine Aussage dartber welche Rolle die Loop-

Regionen dabei spielen, kann anhand dieses Beispiels nicht getroffen werden.

Die in dem Abschnitt 4.3.4 néher betrachtete Punktmutation H107V innerhalb der
Haloalkan Dehalogenase DSD4 liegt in der Verbindung zwischen dem (-Faltblatt B5

und der darauf folgenden a-Helix aC. Die an Position 108 befindliche Aminosaure

108

Aspartat™" gehort zu der katalytischen Triade des Enzyms. Die in diesem Kapitel
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4.4.

durchgefiihrten Versuche zeigen, dass eine Position innerhalb der Aminoséurese-
quenz des Enzyms oder in Bezug auf synonyme Codons ausreichend ist, um einen
erheblichen Einfluss auf die Loslichkeit bzw. auf die Stabilitat des Proteins zu ha-

ben. Die gerichtete Mutagenese {ber die die Aminosaure Histidin'®’

gegen Lysin
ausgetauscht wurde, macht deutlich, dass es Unterschiede zwischen den fir die
Aminosaure Lysin codierenden Tripletts gibt. Das Codon AAG verursacht wie auch,
das uber das Codon GUG translatierte Valin eine Akkumulation des rekombinanten
Proteins in Form von ,Inclusion bodies“. Demgegeniiber hat das Einbringen des Ly-
sin Codons AAA einen proteolytischen Abbau des Proteins im Zytoplasma zur Fol-
ge. Beide Tripletts gehéren nicht zu den in E. coli selten genutzten Codons, wobei
es dennoch eine deutliche Praferenz fir das Codon AAA (njaai 76 %) an Stelle des
AAG (n,-Elai 24 %) Tripletts gibt. An dieser Position kommt es im Vergleich zu dem Ly-
sin Codon AAG ((krelerr = 14,1 AS s'l) durch das Einsetzten des Codons AAA zu ei-
ner Erhéhung der Codon spezifischen Translationsrate um 9,1 AS s™. Dadurch be-
dingt muss es zu Konformationsédnderung kommen, die die neu synthetisierte Poly-
peptidkette zytoplasmatischen Proteasen zugénglich macht. Gegeniuber der ur-
sprunglichen Translationselongationsrate des Histidin Codos CAC  ((Krelef =
20,6 AS s™) findet hier eine Erhéhung der Tranlationsgeschwindigkeit um 2,9 AS s™
statt. Gezeigt werden konnte in der Literatur bislang lediglich, dass, N-terminal fusi-
onierte Polypeptide Einfluss auf die Stabilitéat rekombinanter Proteine nehemen, und
damit verbunden das Wachstum der Wirtsstamme beeinflusst (Schmidt et al. 1999).
Nicht aber konnte gezeigt werden, dass bereits ein einzelnes synonymes Triplett

Ursache flr den proteolytischen Abbau eines Proteins sein kann.

Experimentelle Methoden versus modellgestitze Ansatze

In der Biotechnologie besteht heut zu Tage eine grof3e Nachfrage hinsichtlich ver-
schiedenster funktionaler Proteine, die in aktiver Form vorliegen missen. Dabei
reicht es oftmals nicht mehr aus, diese Proteine aus ihrer natirlichen Umgebung zu
isolieren. Vielmehr treten diese Verfahren zunehmend in den Hintergrund, zu Guns-
ten der rekombinanten Proteinsynthese, die beispielsweise innerhalb von Mikroor-
ganismen durchgefuhrt wird. Ein grof3es Problem bei der Expression von Fremdpro-
teinen innerhalb dieser Organismen ist die Bildung von so genannten ,Inclusion bo-
dies” (IB), die eine Anhaufung des rekombinanten Proteins im Zytoplasma der Zelle

darstellen.
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Im Fall der Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSDA49 liegt die Problematik der
Proteinexpression sowohl auf Seiten des niedrigen Expressionsniveaus des rekom-
binanten Proteins gemessen am Anteil des Gesamtproteins, sowie auf Seiten der
Synthese von unléslichem, inaktive Protein im Zytoplasma von Escherichia coli. Die
besten Ergebnisse hinsichtlich der synthetisierten Produktmenge als auch hinsicht-
lich der Loslichkeit der Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49 wurden im
Verlauf der Expressionsoptimierung im Bereich der experimentellen Ansatze erzielt,
siehe Abschnitt 4.2. Veroffentlichungen von Holm (Holm 1986), Anderson
(Andersson and Kurland 1990) und Arnold (Arnold et al. 2005) postulieren, dass das
Expressionsniveau von der Translationsinitiation determiniert wird. In den experi-
mentellen Ansétzen konnte Uber den Einsatz eines E. coli B Stamms an Stelle eines
E. coli K12 Derivats eine Erhéhung der Produktmenge um den Faktor 10 erzielt
werden. Hierbei wurden Faktoren, die fir die Translationsinitiation von Bedeutung
sind, wie z.B. die Shine-Dalgarno Sequenz, die Distanz zwischen dieser Sequenz
und dem Start Codon AUG oder auch einzelne Nukleinsauren, die eine Anderung
der mRNA Struktur im Bereich der Initiationsregion bewirken kdnnen, nicht verén-
dert. Daher missen hier wirtsspezifische Faktoren mit der Erh6hung der Produkt-
konzentration in Verbindung gebracht werden. Beispielsweise kann die verminderte
Stress Antwort des E. coli B Stamms gegenuber E. coli K12 Derivaten (Seo et al.
2003) oder auch das Fehlen der Proteasen OmpT und Lon zu einem erhdhten Ex-
pressionsniveau des rekombinanten Proteins beitragen.

Die erhohte Produktbildung innerhalb von E. coli BL21(rha") aller in der Arbeit ver-
wendeten Haloalkan Dehalogenasen, bildete auf experimenteller Ebene die Grund-
lage flir eine Steigerung der Proteinléslichkeit durch die Herabsetzung der Kultivie-
rungstemperatur. Die fermentative Produktion der Enzyme lasst sich bei 22 <C prob-
lemlos realisieren und bewirkt gegeniiber 30 € eine Erhdhung der Proteinldslichkeit
von 10 % auf 45 %.

Fur die von der Haloalkan Dehalogenase DSD4 ausgehenden Punktmutante
DSD4™% wurde allein iber die verminderte Kultivierungstemperatur keine ausrei-
chende Steigerung der Proteinloslichkeit erzielt, um deren Enzymaktivitat zu mes-
sen. Mit dem Einsatz von chemischen Chaperonen, siehe Abschnitt 4.2.2, ist die
Proteinloslichkeit von urspriinglich 5 % auf 80 % erhoht worden, gleichzeitig aber
der Anteil des Enzyms am Gesamtprotein so stark gesenkt worden, dass eine Mes-
sung der Enzymaktivitat nicht moglich ist. Abhilfe schaffte die Fusion der Haloalkan
Dehalogenase DSD4™°"Y mit dem Maltosebindeprotein (MBP) in Abschnitt 4.2.4.
Trotz ausreichend Igslich synthetisierter Proteinmengen des Fusionsproteins MBP-

DSD4™%Y kann in Ansatzen fur die Aktivitatsbestimmung keine Umsetzung des
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1,2,3-Trichlorpropans gemessen werden. Denkbar ist hier, dass sich die Fusion
Konformations bedingt, stérend auf die Aktivitdt des Enzyms auswirkt. Dem gegen-
Uber steht aber, dass fur das Fusionsprotein MBP-DSD4 ein Vollumsatz des Sub-
strats in das Produkt 2,3-Dichlor-1-propanol gemessen werden kann. In der weite-
ren Vorgehensweise ist versucht worden, Ursachen fir die fehlerhafte Proteinfal-
tung der Punktmutante DSD4"*°"Y herauszuarbeiten. Aus diesem Grund wurden die
Aminosauresequenz wie auch die Nukleinsduresequenz der Haloalkan Dehaloge-
nasen DSD4 und DSD4™°"Y naher betrachtet.

Detaillierte in vitro Versuche gaben Aufschlisse dariiber, wie unterschiedlichste Po-
lypeptide ihre native dreidimensionale Struktur erlangen (Anfinsen 1973; Tanford et
al. 1973). Basierend auf diesen Studien wurde daher zunachst die Bedeutung der
Aminoséauresequenz fir die Proteinfaltung in den Vordergrund gestellt. Wenig spa-
ter wurde jedoch deutlich, dass in vivo noch weitere Faktoren, wie z.B. molekulare
Chaperone (Feldman and Frydman 2000) oder auch das zytoplasmatische Milieau
an sich Einfluss auf die Faltung von neu synthetisierten Polypeptidketten nehmen.
Der genaue Einfluss der Nukleinsduresequenz auf die co-translationale Proteinfal-
tung ist noch nicht bis im Detail untersucht. Bekannt ist, dass Proteine in E. coli, die
in einem hohen Maf} exprimiert werden, fast ausschlieBlich von Tripletts codiert
werden, die innerhalb der ,codon usage* des Organismus h&ufig vorkommen (Sharp
and Li 1987). Zum Grof3teil korreliert das Vorkommen der jeweiligen tRNAs, die fur
die Translation der dazugehorigen Codons verantwortlich sind, mit der Triplett Hau-
figkeit innerhalb der ,codon usage“ (lkemura 1981). Hieraus wurde abgeleitet, dass
die tRNA Konzentration die Translationselongationsrate ((krel)er) der Tripletts de-
terminiert (Varenne et al. 1984; Liljenstrom and von Heijne 1987). Allerdings konn-
ten Sorensen (Sorensen and Pedersen 1991) und Curran (Curran and Yarus 1989)
zeigen, dass Codons, die von der gleichen tRNA translatiert werden, in ihren Trans-
lationselongationsraten variieren. Zurtickzufiihren ist dies auf die Wechselwirkungen
zwischen Codon und Anticodon wahrend der Bindung der Aminoacyl- tRNA. In
E. coli sind sowohl selten genutzte Codons zu finden, die mit relativ hohen Transla-
tionselongationsraten translatiert werden, aber auch Tripletts deren (kreyest langsam
ist, obwohl sie haufig in der ,codon usage" wieder zu finden sind. Der Einfluss der
Nukleinsduresequenz, insbesondere von synonymen Codons, auf die Loslichkeit
von heterolog exprimierten Proteinen wird beispielsweise in den Veroffentlichungen
von Cortazzo, Crombie oder Ramachandrian (Crombie et al. 1992; Cortazzo et al.
2002; Ramachandiran et al. 2002) deutlich. Der Austausch synonymer Codons, die
in Loop- Regionen oder zwischen Protein- Domanen lokalisiert sind, bewirkt hierbei

durchgehend eine Veranderung der Proteinfaltung. Unklar bleibt, ob das verénderte
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Translationsprofil, wie bei Komar (Komar et al. 1999) fir die Chloramphenicol Ace-
tytransferase gezeigt, auf die sich verandernden Translationselongationsraten der
einzelnen Tripletts oder auf eine Veranderung der mRNA Struktur zurlickzufthren
ist. Der Versuch die Translationselongationsraten der Haloalkan Dehalogenase
DSD4 an jeder Position so gut wie mdglich an das Translationsprofil der hoch
exprimierten Dehalogenase DhaA anzupassen bleibt ohne Effekt auf die Léslichkeit
des Proteins, obgleich dies mit erheblichen Anderungen im Translationsprofil wie
auch in der mRNA Struktur einhergehen muss (Abschnitt 4.3.3). Auch die Supple-
mentierung von tRNAs seltener Codons (Abschnitt 4.2.1) fiihrt zu keiner Anderung
innerhalb der Proteinfaltung.

Eine massive Anderung der Proteinloslichkeit bewirkt der Austausch der Aminosau-
re Histidin an Position 107 der Haloalkan Dehalogenase DSD4 gegen die hydro-
phobe Aminoséure Valin. Der Ersatz des Histidins gegen Aminoséauren wie Arginin
oder Lysin, die dhnliche biochemische Eigenschaften besitzen, kann diesen Effekt

107 essentiell

nicht aufheben. Hier kann davon ausgegangen werden, dass Histidin
fir die Stabilisierung des Faltungsprozesses der Haloalkan Dehalogenase ist. Uber
die bekannten Haloalkan Dehalogenasen Sequenzen ist diese Aminosaure relativ

hoch konserviert.

Im Zusammenhang mit dem Austausch von Histidin'®” gegen Lysin wird deutlich,
dass synonyme Codons sich unterschiedlich auf die Proteinexpression auswirken.
Das Lysin Codon AAA fuhrt dazu, dass die entstehende Polypeptidkette proteoly-
tisch instabil wird, wohingegen das Triplett AAG die Anreicherung des Proteins in
.Inclusion bodies” férdert. Diese detaillierte Betrachtung der Auswirkung von syn-
onymen Codons lasst vermuten, dass der Faltungsprozess von Proteinen Uber eine
Vielzahl von Faktoren moduliert wird. Hierbei spielt sowohl die Aminosauresequenz
an sich eine Rolle, aber auch Faktoren auf Ebene der Nukleinsauresequenz, wie die
MRNA Sekundarstruktur, die Translationselongationsraten, die ,codon usage“ bzw.
die Wahl synonymer Tripletts, sowie die Konzentration an vorhandener tRNA. Fur
den Anspruch den Faltungsprozess wahrend der heterologen Proteinsynthese in ei-
ner positiven Weise zu beeinflussen, gibt es offenbar keine universelle Vorgehens-
weise. Da viele der oben genannten Faktoren miteinander verkniipft sind, gelingt es
nicht in allen Fallen durch die reine Betrachtung nur eines Faktors Einfluss auf den
Faltungsprozess zu nehmen (Yadava and Ockenhouse 2003; Ito and Wagner
2004).
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Im Fall der Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49 wurde eine nennenswerte
Verbesserung der heterologen Proteinexpression Uber rein experimentelle Ansatze
erzielt. Problematisch gestaltete sich die in vivo Expression der Haloalkan Dehloge-
nase DSD4"°"V. Diese wurde zwar im Zuge der experimentellen Ansétze {ber die
Bildung eines Fusionsproteins I6slich exprimiert, zeigte jedoch keine enzymatische
Aktivitat. Mit Hilfe der modellgestiitzen Methoden konnten fir die nicht fusionionierte
Dehalogenase DSD4"°"Y keine generellen Ursachen fiir den fehlerhaften Faltungs-
prozess herausgearbeitet werden. Hier ist zu vermuten, dass das Histidin an Positi-

on 107 eine essentielle Rolle im Verlauf des Faltungsprozesses besitzt.
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5.1.1.

Produktion und Aufreinigung von Haloalkan Dehalo genasen

Parallel zu der Expressionsoptimierung der Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und
DSD49 wurde ein Verfahren zur Herstellung des Biokatalysators erarbeitet. Wie be-
reits im ersten Abschnitt des Kapitels 4 beschrieben, wurde der Herstellungsprozess
mit der Haloalkan Dehalogenase DhaA etabliert. In Abschnitt 5.1 dieses Kapitels
wird zunachst auf die Grundlagen und Ziele des zu erarbeitenden Herstellungs- und
Aufreinigungsprozesses eingegangen. Der nachfolgende Abschnitt 5.2 beschaftigt
sich mit der Produktion des Biokatalysators tiber eine Hochzelldichte- Fermentation.
Der Downstream- Prozess fir die Haloalkan Dehalogenase, welcher einen Zellauf-
schluss, eine Affinitdtsaufreinigung sowie eine Konditionierung des Enzyms ein-
schlief3t, ist in Abschnitt 5.3 beschrieben. Abschlielend werden im Unterkapitel 5.4

die Ergebnisse dieses Kapitels zusammenfassend dargestellt und diskutiert.

Grundlagen fir die Produktion und den Downstre ~ am Prozess der Halo-
alkan Dehalogenasen

In den nachfolgenden Absatzen wird darauf eingegangen, welche Haloalkan Deha-
logenase zur Etablierung des Herstellungsprozesses herangezogen wird. Zudem
werden grundsatzliche Uberlegungen zu dem Downstream- Prozess des Biokataly-
sators vorgestellt und die Thematik der Integrierten Prozessfiihrung néher beleuch-
tet.

Haloalkan Dehalogenase DhaA und DhaA ©"'F

Die biokatalytische Umsetzung von 1,2,3-Trichlorpropan tber die Haloalkan Deha-
logenase DhaA erfolgt mit einem kg, von 0,08 s* (Bosma 2002) sehr langsam. Da-
her sind fur die Umsetzung des Substrats innerhalb eines Festbettreaktors grof3ere
Mengen des Biokatalysators erforderlich. Hinzu kommt, dass der Biokatalysator fir
das Festbettverfahren auf Tragermaterialien wie Eupergit immobilisiert werden
muss. Dies erhdht die Stabilitdt und damit die Halbwertszeit des Enzyms, verringert
aber gleichzeitig dessen Aktivitat (Samorski 2006). Fur die anfanglichen Versuche
im Festbettreaktor wurde erwogen, eine mutagenisierte Variante der Haloalkan De-
halogenase DhaA einzusetzen. Die Variante DhaA®""" wurde erstmals in der Litera-
tur von Bosma (Bosma et al. 2003) beschrieben und auf dieser Grundlage am Insti-
tut far Technische Biochemie der Universitat Stuttgart generiert. Sie weist durch den
Austausch von Cystein gegen Tyrosin bzw. Tyrosin gegen Phenylalanin an den Po-

sitionen 176 und 273 eine zweifache Erhdhung der spezifischen Aktivitat auf, was in
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5.1.2.

dem angestrebten Festbettverfahren von Vorteil ist. Ungeachtet der verringerten
Enantioselektivitat des Enzyms DhaA®""" gegeniiber der urspriinglichen DhaA, wird
erstere zunachst fermentativ hergestellt und anschliel3end aufgereinigt. Aus den
oben genannten Griinden wird angestrebt, die Haloalkan Dehalogenase in Mengen
von 5 bis 10 Gramm mit einer Reinheit von > 80 % fir die biokatalytische Umset-

zung von 1,2,3-Trichlorpropan zur Verfiigung zu stellen.

Fur die Auslegung des Produktions- und Aufreinigungsprozesses wird eine mit GFP
fusionierte Variante der Haloalkan Dehalogenase DhaA“Y'F genutzt, welche bereits
im Vorfeld (Abschnitt 4.1.1) beschrieben wurde. Die Vorteile dieser griin fluoreszie-
renden Variante des Biokatalysators ergeben sich durch das ,Online-Monitoring*
des gesamten Produktions- und Downstream- Prozesses, sowie durch die einfache

und effiziente Quantifizierung des aufgereinigten Enzyms.

Kriterien fiir den Produktions- und Downstrea m Prozess

Das zu erarbeitende Herstellungsverfahren vereinigt generell zwei aufeinander fol-
gende Prozesse in sich, namlich (A) die Produktion und (B) die Aufreinigung des
Biokatalysators. Da es sich hierbei um die Bereitstellung eines technischen Enzyms
handelt, wird eine Minimierung des Kosten- und Zeitfaktors fir den Gesamtprozess
angestrebt. Da der Kostenfaktor fur die rekombinante Enzymproduktion gegentber
den aus dem ,Downstream- Processing” resultierenden Kosten vergleichsweise ge-
ring ist, sind insbesondere auf Seiten der Proteinaufreinigung Prozessablaufe zu

verbessern.

Fur das ,Downstream- Processing“ liefern Erfahrungen vergangener Jahrzehnte
grundlegende Kriterien, nach denen ein Aufreinigungsprozess ausgelegt werden
sollte. Hierzu gehort z.B., dass zunachst (1) die anteilsméRig grof3te Verunreinigung
wie auch (2) die einfachste zu beseitigende Verunreinigung abgereichert wird. Des-
weiteren werden (3) die aufwendigsten und teuersten Separationsschritte zuletzt
durchgefuhrt (Petrides 2003).
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Abbildung 5-1:Allgemeines Schema fir das ,Downstream- Processing/on
intra- und extrazellularen Proteinen (modifiziert nach (Petrides 2003)). Die fur
die Haloalkan Dehalogenasen genutzte Aufarbeitaragegie ist in Rot gekenn-

zeichnet.
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Die Abbildung 5-1zeigt ein allgemeines Schema des Downstream- Prozesses von
intra- und extrazellularen Proteinen (modifiziert nach (Petrides 2003)). Anhand die-
ses Schemas wird ersichtlich, dass zur Aufreinigung unterschiedlichster Produkte
nach den vorstehend genannten Kriterien vorgegangen wird. Es lassen sich drei
Reinigungsphasen unterscheiden, wobei die erste Phase Schritte zur Grobreinigung
des Endprodukts einschliefdt. Prozessschritte der zweiten und dritten Aufreinigungs-
phase sind zur Aufkonzentrierung bzw. zur Feinreinigung des Produktes vorgese-
hen. Bei der Haloalkan Dehalogenase handelt es sich um ein intrazellulares Enzym,
so dass hier zunachst in der ersten Stufe der Proteingewinnung nach der Fermenta-
tion eine Zellernte via Zentrifugation oder Filtration durchgefuhrt werden muss. Wei-
terhin gehdren zu dieser ersten Stufe der Zellaufschluss der Bakteriensuspension
Uber Homogenisierungsverfahren oder Kugelmihlenaufschliisse, sowie die an-
schlieRende Abtrennung der Zelltrimmer Uber Zentrifugation oder Filtrationsschritte.
Vor der Endreinigung des Produkts Uber unterschiedliche Chromatographieverfah-
ren wirde in der zweiten Phase des Aufreinigungsprozesses eine Aufkonzentrie-
rung der Produktsuspension erfolgen. Der fir die Haloalkan Dehalogenase ange-
strebte Aufreinigungsprozess ist in Abbildung 5-1rot unterlegt. Deutlich zu erkennen
ist hierbei, dass typische Aufreinigungsschritte der ersten Reinigungsphase umgan-
gen werden. Hierunter fallen vornehmlich die Schritte der Zell- und Zelltrimmerab-
trennung sowie die erste Aufkonzentrierung des Rohextraktes. Erstmals erdffnete
Anfang der 90 er Jahre die so genannte ,Expanded Bed Adsorption’ (EBA) Techno-
logie diese Moglichkeit (Amersham-Biosciences 2001). Dieses Chromatographie-
verfahren erlaubt eine direkte Aufreinigung des Zielproteins aus Fermentationsroh-
extrakt ohne vorherige Abtrennung von Zelltrimmern. In der vorliegenden Arbeit
kommt ein weitgehend der EBA-Technologie entsprechendes Verfahren zum Ein-
satz. Die urspringlich Methode des ,High Gradient Magnetic Fishing® (HGMF)
(Hubbuch et al. 2001) ermoglicht ebenfalls eine Verkirzung des gesamten
Downstream- Prozesses insbesondere in der oben beschriebenen ersten Phase der
Produktaufarbeitung. Diese HGMF- Separation basiert auf funktionalisierten Mag-
netpartikeln, die spezifisch das Zielprotein binden kénnen, und gleichzeitig sehr ein-
fach in einem Durchfluss- Verfahren innerhalb eines magnetischen Feldes separiert

werden kénnen.

Integrierte Verfahren
Die Mehrheit der heutzutage eingesetzten Downstream- Prozesse wird in einer
Batch- Verfahrensweise betrieben, vor allem wenn es sich dabei um sehr hochwer-

tige, intrazellulare Produkte handelt. Ausnahmen bilden beispielsweise die Produk-
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tion von organischen Sauren oder Ethanol, die in groliem Maflistab Uber eine integ-
rierte Verfahrensweise gewonnen werden. Integrierte Verfahren zeichnen sich da-
durch aus, dass im Fall von extrazellularen Produkten bereits wahrend des Produk-
tionsprozesses eine kontinuierliche Abtrennung derselben Uber geeignete Systeme
erfolgt. Ein Beispiel dafir ist die Produktion von 2-Phenylethanol Uber die Batch-
Kultivierung von Klyveromyces marxianus (Etschmann et al. 2005). Hierbei wird das
Produkt Uber eine Pervaporationseinheit aus dem laufenden Prozess abgetrennt,
um eine Produktinhibierung zu vermeiden. Im Fall der rekombinant hergestellten
Haloalkan Dehalogense handelt es sich um ein intrazellulares Enzym, so dass vor
der Abtrennung des Produkts ein Aufschluss der Zellen nétig ist. Das heil3t, dass
wahrend der Kultivierung eine Produktabtrennung ohne Abreicherung des Wirtsor-
ganismus nicht mdéglich ist. Die Produktion des Biokatalysators und das anschlie-

Rende ,Downstream- Processing“ werden daher sequentiell durchgefihrt.

Fed-Batch Fermentation Zellaufschluss mittels Proteinaufreinigung
im 30 | Bioreaktor Kugelmiihle tiber HGMF

Abbildung 5-2:Schematische Darstellung des sequentiell ablaufendéroduktions-
und Aufreinigungsprozesses der Haloalkan Dehalogesa Dha&A™""". Im Anschluss
an die Produktion des rekombinanten Enzyms innerleales Bioreaktors, findet der
Zellaufschluss mittels einer kontinuierlichen Kugéhle statt. Anschlie3end erfolgt die
Aufreinigung des Biokatalysators mittels der Magregintechnik aus dem Zellrohextrakt,
wobei eine Ultrafiltration zur Konditionierung dé&ndprodukts in die Anlage integriert

wird.

Der Gesamtprozess zeichnet sich durch eine Minimierung von Einzelschritten und
durch eine zeitlich- und raumlich méglichst nahe Abfolge dieser Schritte aus. Die
detaillierten Anlagenschemata der Einzelprozesse sind in den nachfolgenden Ab-

schnitten beschrieben und erlautert.
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Enzymproduktion mittels Hochzelldichte- Fermen  tation

Fir die Produktion des Biokatalysators wird ein Upscale des Labormalfistab- Verfah-
rens in den halb-technischen MaRRstab durchgefuhrt. Eine Mal3stabsvergréRerung
lieRe sich prinzipiell durch die Umsetzung der Schiittelkolben- Technik im 500 mi-
Malf3stab in ein Batch- Verfahren verwirklichen. Allerdings lassen sich lber das Fed-
Batch- Verfahren weitaus hohere Zelldichten realisieren. Die Haloalkan Dehaloge-
nase DhaA®""" wird rekombinant in dem Wirtsorganismus E. coli BW3110 innerhalb
einer Hochzelldichte- Fermentation hergestellt. Die Fermentation ist auf einen
30 Liter- Bioreaktor ausgelegt, wobei das Endvolumen 13 | betragt. In einem Verfah-
ren dieser GroRenordnung kann tber eine Zuflitterungsstrategie mit exponentieller
Zufiitterungsrate bis zu 100 g I Biotrockenmasse des rekombinanten Organismus
erhalten werden. Das rekombinante Enzym wird wahrend der Phase der heterolo-
gen Proteinexpression in einer Menge von bis zu 30 % in der Zelle angereichert. Mit
diesem Verfahren konnten somit ca. 130 g des Biokatalystors im Rahmen einer ein-

zigen Fermentation hergestellt werden.

Expressionssystem

Fur die Produktion des heterologen Proteins in Escherichia coli wird der positiv re-
gulierte E. coli rhagap - Promotor genutzt (Egan and Schleif 1993). Der Expressions-
vektor wurde am Institut fir Industrielle Genetik der Universitat Stuttgart entwickelt
(Altenbuchner et al. 2000). Der Rhamnose induzierbare rhagap - Promotor ist inner-
halb von E. coli streng reguliert und zeigt daher im Vergleich zu anderen Systemen

deutliche Vorteile fur die heterologe Genexpression (Haldimann et al. 1998).

L-Rhamnose wird von E. coli Gber die membrangebundene Permease RhaT aufge-
nommen. Die Isomerisierung der L-Rhamnose zu L-Rhamnulose erfolgt tGber die
Isomerase RhaA, welche anschlieRend Uber die Rhamnulose Kinase RhaB zu
Rhamnulose-1-phosphat phosphoryliert, und schlieBlich Uber die Aldolase RhaD
hydrolysiert wird. Die Gene der, in den Stoffwechsel integrierten Enzyme rhaA, rhaB
und rhaD, werden Uber den rhagap - Promotor reguliert. Das Gen der Permease
rhaT liegt auRerhalb dieser Transkriptionseinheit und wird deshalb lber einen sepa-
raten Promotor reguliert. Die Expression der beteiligten Gene wird tber eine regula-
torische Kaskade, bestehend aus den Regulatorproteinen RhaS und RhaR, positiv
reguliert (Tobin and Schleif 1987).

5-110



Produktion und Aufreinigung von Haloalkan Dehalogenasen

A) | Rhamnose Operon
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RNAP RNAP

rhaSR rhaS rhaSa2 rhaSa1 rhaBa1 rhaBa2 rhaB, rhaBAD
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B) | Expressionsvektor \.
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rhaBa1 rhaBa2 rhaB, our gene

l

Abbildung 5-3: Abbildung des Rhamnose Operons innerhalb des Genomson

E. coli (A) und des auf dem Expressionsvektor integrierteMeils (B). Gezeigt ist
die zweifach positive Regulation einzelner Trar@ionseinheiten Uber die regulato-
rischen Einheiten RhaR*Rhamnulose und Crp*cAMP. rGuinterlegt sind die Bin-
dungsstellen der regulatorischen Einheiten; rhaS&p nhaBp stellen die jeweiligen
Promotoren der Transkriptionseinheiten ahgsg undrhagsp reprasentieren die Gene
der Regulationsproteine RhaS und RhaR, sowie diee@er metabolischen Proteine
RhaB, RhaA und RhaD. RNAP stellt die RNA PolymeraseTranskription der Gene
dar.

Die Instabilitat des Expressionsvektors, die unter anderem durch die Multimerbil-
dung des Vektors innerhalb des Wirtsorganismus zustande kommt, wurde Uber die
Integration der cer Region aus dem ColE1 Plasmid verhindert. Diese Region ist in-
nerhalb des ColE1 Plasmids fiir die Auflosung von Plasmid Dimeren verantwortlich,
so dass eine gleichmaRige Verteilung von ,Multicopy* Plasmiden auf die Tochterzel-
len wahrscheinlicher ist (Summers and Sherratt 1988). Experimentell wurde die
Stabilitat des Expressionsvektors in der Veroffentlichung von Wilms (Wilms et al.
2001) belegt.
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Der Induktor L-Rhamnose des Expressionssystems stellt bei der rekombinanten
Enzymproduktion im technischen Mal3stab eine kostenintensive Komponente dar.
Aufgrund dessen wurde, abgestimmt auf das Rhamnose induzierbare Expressions-
system, der Expressionsstamm E. coli BW3110 entwickelt (Wilms et al. 2001). Uber
die Inaktivierung der L-Rhamnulose Kinase RhaB ist dieser Stamm nicht mehr in
der Lage, den Induktor Rhamnose zu verstoffwechseln. Die Inaktivierung des rhaB
Gens wurde am Institut fir Industrielle Genetik der Universitat Stuttgart von Dr.
J. Altenbuchner erneut fir den E. coli Stamm BL21 durchgefiihrt, so dass dieser
ebenso wie E. coli BW3110 nicht mehr in der Lage ist, Rhamnose zu verstoffwech-

seln.

Hochzelldichte- Fermentation

Fir die Produktion der Haloalkan Dehalogenase DhaA®""" wird eine Hochzelldichte-
Kultivierung des E. coli Stamms BW3110 durchgefiihrt, der den Expressionsvektor
pJOE4056 GFP-DhaA®""" enthalt. Die Hochzelldichte- Kultivierung von Mikroorga-
nismen stellt die Methode der Wahl dar, um hohe Raum-Zeit-Ausbeuten wahrend
der heterologen Expression von Proteinen zu erzielen. Innerhalb dieses Verfahrens
kénnen Uber exponentielle Zufutterungsstrategien des Néhrmediums Zelldichten
von > 100 g I'* Biotrockenmasse erreicht werden (Wilms et. al. 2001). In einem Zu-
fltterungsverfahren mit dem Mikroorganismus E. coli ist die Acetat Bildung wahrend
der Kultivierung ein kritischer Faktor. Diese Acetat Bildung, welche bei hoheren
Konzentrationen zu einer Wachstumsinhibierung fiihrt, kann durch die Verringerung
der spezifischen Wachstumsrate auf unter 0,2 h* vermieden werden. In der Disser-
tation von Wilms (Wilms et al. 2001) wurde bereits ein Hochzelldichte- Verfahren fur
die Produktion einer L-N-Carbamoylase tber den Wirtsstamm E. coli BW3110 etab-
liert, so dass die Herstellung der Haloalkan Dehalogenase in Anlehnung an dieses

Verfahren durchgefihrt wird.

Die Hochzelldichte Kultivierung wird in einem 30 Liter- Bioreaktor der Firma Bioen-
gineering mit einem Endvolumen von 13 | bei einer Temperatur von 30 T durchge-
fuhrt. Uber den gesamten Kultivierungszeitraum wird der pH Wert (ber die Zugabe
einer Ammoniumhydroxid Losung auf pH 7,0 konstant gehalten. Die Kultivierung
des E. coli Stamms erfolgt auf einem Mineralsalzmedium und setzt sich aus zwei
Phasen zusammen, namlich aus der Batch- und Fed-Batch- Phase. Das Volumen
wahrend der Batch Phase betragt 8 | und wird wahrend der Zufitterungsphase mit
einem Volumen von 5,2 | aufgestockt. Innerhalb der Fed-Batch Phase wird tiber ein

exponentielles Zufiitterungsverfahren die maximale spezifische Wachstumsrate von
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E. coli auf pmax = 0,1 ht festgesetzt. Der limitierende Faktor fir das Wachstum ist
hierbei die im Bioreaktor als einzige Kohlenstoffquelle vorliegende Glukosekonzent-
ration. Die Stoffbilanzen fur die Biomasse und Glukose liefern unter der Annahme
von p = konstant, de/dt = 0 und c.<< ¢’ die Gleichung (5-1) fiir die exponentielle Zu-

fltterung des Mediums wahrend der Fed-Batch Phase:

c, V
Flt)=| 2+ m [0 g (5-1)
Y% Cs,
Dabei steht

F@t) (h%  fur die Zufitterungsrate,
i (hh fur die spezifische Wachstumsrate,
m (g g'h?" istder spezifische Erhaltungsstoffwechselkaifht (= 0,04),

Yy, (9 gY) st der spezifische Biomasse/Substrat Ausbeefizient (= 0,5),
S

Cy (g ) fir die Biomassekonzentration zu Beginn der Refiingsphase,

0

Vo (O fur das Volumen des Bioreaktors zu Beginndefutterungsphase,

Cs, (g1  fur die Glucosekonzentration des Feed-Mediunts un

t (h) fur die Zeit nach Beginn der Zufitterung.

Eine Limitierung der Glucose wahrend der Fed-Batch- Phase ist auch aus Sicht der
heterologen Genexpression essentiell. Wie im Abschnitt 5.2.1 beschrieben, ist das
vorliegende Expressionssystem doppelt positiv reguliert. Fir die Expression des he-
terologen Gens ist sowohl die Anwesenheit der systemeigenen regulatorischen Ein-
heit RhaS*Rhamnose als auch der Komplex aus cAMP und crp (catabolite repres-
sor protein) notwendig. Ausloser fur die cAMP Synthese ist die eintretende Kohlen-
stofflimitation, d.h. der wahrend der Fed-Batch- Phase anhaltende Glucose-

Mangelzustand.

Zur Uberwachung und Beschreibung des Fermentationsverlaufs werden eine Reihe
von Parametern aufgezeichnet. Hierzu zahlen die Wachstumstemperatur (T), der
Fermentertberdruck (p), die Sauerstoffsattigung (%0.,), der pH Wert des Mediums,
der Gasvolumenstrom (Vgas) sowie die Substratkonzentration (cs) innerhalb des
Mediums. Wahrend der Fermentation wird die nach der Zugabe des Induktors ein-
setzende Produktbildung Uber die emittierte Fluoreszenz des Fusionsproteins
GFP-DhaA“""F verfolgt.
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Uber das beschriebene Hochzelldichte- Verfahren konnten durchschnittlich 100 g
des rekombinanten Proteins synthetisiert werden, welches in einer Biotrockenmasse
des Wirtsorganismus von 1,3 kg vorlag. In Abbildung 5-5sind die Prozessverlaufe
zweier reprasentativer Fermentationen wiedergegeben. Der Gesamtprozess lauft

Uber einen Zeitraum von 38 h, wobei die Fed-Batch- Phase auf 24 h begrenzt ist.

A) Batch Fed-Batch + Induktion

407 10000 160 10 &
2 140 )

1 1000 - 8 -
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g 1 ; [ c
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Abbildung 5-5:Dargestellt sind zwei reprasentative Prozessverlaeffir die Hoch-
zelldichte- Kultivierung von E. coli BW3110 pJOE4056 GFP-Dha&""" auf Mi-
neralsalzmedium bei 30 °C.Der Unterschied zwischen den beiden Prozessen ist
dem Zeitpunkt der Induktor Zugabe zu sehen. Dert 8&r Fed-Batch Phase erfolgt
jeweils nach dem vollstandigen Verbrauch, der inBich Phase vorgelegten Gluko-
se. Abbildung A) zeigt den Verlauf der Fermentati@ath Zugabe des Induktors 24 h
vor Ende des Prozesses; Abbildung B) verdeutlient \derfahrensverlauf nach Zuga-
be des Induktors 18 h vor Prozessende. GezeigeisSubstratverlauts (g '), der
Verlauf der Biomassex*V (g), die online Fluoreszenzmessufng) sowie die daraus

resultierende Produktkonzentratign(g I'*) iiber der Prozesszeit (h).
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Die Glucosekonzentration sowie die Zunahme der Biomasse zeigen bei den in
Abbildung 5-5wiedergegebenen Hochzelldichte- Kultivierungen sehr ahnliche Ver-
laufe. Die Absolutwerte der erreichten Biomassen differieren am Ende der Kultivie-
rung um 300 g BTM. In beiden Fallen setzt die Produktbildung, die Uber die zuneh-
mende Fluoreszenz gekennzeichnet ist, circa drei Stunden nach Zugabe des Induk-
tors Rhamnose ein. Die gebildete Produktmenge des Fusionsproteins GFP-
DhaA®""F errechnet sich mit Hilfe der in Abschnitt 3.2.3 dargestellten in vitro- Kalib-
rierung und einem anschlieRenden Abgleich der off- und online gemessenen Fluo-
reszenzwerte. Zu erwarten ist, dass im Laufe beider Fed-Batch- Kultivierungen Pro-
duktmengen in gleicher GroRRenordnung erreicht werden. Allerdings wird innerhalb
der zweiten Fermentation mit ¢, = 10 g I'* eine doppelt so hohe Produktkonzentrati-
on erreicht. Die Abweichung in den Produktendkonzentrationen ist nicht allein auf
die Differenz der Biomassen am Ende der Fermentationen zuriickzufihren. Der Un-
terschied zwischen den beiden Versuchen liegt in dem Zeitpunkt der Induktor- Zu-
gabe fur das, auf dem Rhamnose- Operon basierenden Expressionssystem. Der
Zeitpunkt der Induktion sollte zunachst keinen Einfluss auf die Produktbildung neh-
men. Allerdings kommt es gegen Ende der Fed-Batch- Kultivierung, genauer gesagt
sechs Stunden vor Prozessende, im ersten Fall (Abbildung 5-5A) zu einer Abnahme

des Fluoreszenzsignals.

Vergleichbare Experimente mit dem Rhamnose induzierbaren Expressionssystem
wurden von Wilms (Wilms et al. 2000) veréffentlicht. Dabei wurde die Auslegung ei-
ner Hochzelldichte- Fermentation fir die Produktion einer L-N-Carbamoylase be-
schrieben. In der Veréffentlichung konnte gezeigt werden, dass die Induktorkon-
zentration einen erheblichen Einfluss, sowohl auf die gebildete Proteinmenge als
auch auf die Produktbildungsrate hat. Bei einer Induktorkonzentration von 2 g I,
wie sie auch in den vorliegenden Hochzelldichte- Fermentationen gewahlt wurde,
wird eine maximale spezifische Enzymaktivitat der N-L-Carbamoylase von 1 U mg™*
erreicht. Demgegeniber fuhrt die Wahl von niedrigeren als auch héheren Induktor-
konzentrationen wie z.B. 0,5 oder 4 g I Rhamnose zu erheblich niedrigeren spezifi-

schen Enzymaktivitaten von 0,5 bis 0,7 U mg™.

Die verringerte Produktkonzentration am Ende der Kultivierung kann unabhangig
von der auftretenden Produktsenke betrachtet werden, die 18 h nach Zugabe des
Induktors erfolgt. In der Veroffentlichung von Wilms (Wilms et al. 2001) wurde eben-
falls ein Absinken der spezifischen Enzymaktivitat der N-L-Carbamoylase 15 h nach

der Zugabe des Induktors Rhamnose beobachtet. Dies konnte teilweise auf die Bil-
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dung von ,Inclusion bodies* und auf eine Inhibierung der rekombinanten Proteinbio-
synthese einzelner Zellen zuriickgefiuhrt werden. Im vorliegenden Fall wird nicht die
spezifische Enzymaktivitat Gber der Prozesslaufzeit verfolgt, sondern die durch das
Fusionsprotein emittierte Fluoreszenz aufgezeichnet. Die emittierte Fluoreszenz ist
abhangig von der korrekten Proteinfaltung des GFP. Es zeigt sich, dass das GFP
auch innerhalb von Einschlusskérpern Fluoreszenz emittiert. Diese Fluoreszenz ist
allerdings nur bedingt proportional zu der in den Einschlusskoérpern vorhandenen
Proteinmenge. Beispielsweise féllt wahrend der Expression von GFP-DSD4 unter
Kultivierungstemperaturen von 37 C und 30 T annah ernd die gleiche Proteinmen-
ge in Form von ,Inclusion bodies* an. Dennoch ist die emittierte Fluoreszenz von
»Inclusion bodies” bei 37 T geringer als bei 30 T . Innerhalb der in Abbildung 5-5A)
dargestellten Hochzelldichte Fermentation kann die Senke der Fluoreszenz und die
daraus errechnete verringerte Produktkonzentration die Folge einer verstéarkten Bil-
dung von Einschlusskorpern sein. SDS- Gele aus dieser Fed-Batch- Kultivierung
zeigen, dass im Laufe der Fermentation eine deutliche Zunahme der unléslichen
Fraktion des rekombinanten Proteins eintritt.

Aus den Ergebnissen der vorgestellten Fed-Batch- Kultivierungen wird ersichtlich,
dass sich der Zeitpunkt der Zugabe, wie auch die Konzentration des Induktors

Rhamnose entscheidend auf die gebildete Produktmenge auswirkt.

Wie bereits in Kapitel 4 beschrieben, gibt es unterschiedliche Faktoren, die das Ex-
pressionsniveau eines heterologen Gens beeinflussen. Hierbei kénnen Faktoren,
die sehr spezifisch fir ein Gen bzw. das Genprodukt sind, von solchen unterschie-
den werden, die unabhéngig von dem heterologen Gen Einfluss auf dessen Expres-
sion nehmen. Zu den erstgenannten Faktoren z&hlen z.B. die Proteinstabilitat, die
Proteinfaltung, die ,codon usage“ innerhalb des Gens oder die Effektivitat der
Translationsinitiation. Auf diese Punkte wurde bei der Expressionsoptimierung der
Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD49 néher eingegangen. Ein Einfluss, der
mit etwas gréRerem Abstand zu dem Genprodukt zu sehen ist, kann z.B. die Pro-
motorstarke des eingesetzten Expressionssystems sein. Generell werden negativ
und positiv regulierte Promotoren fir die heterologe Genexpression unterschieden.
Der Vorteil des doppelt positiv regulierten Rhamnose Systems zeigt sich im Zu-
sammenhang mit dem Einfluss des Induktionszeitpunkts. Uber das strikt regulierte
Rhamnose- Expressionsystem lasst sich auf sehr einfache Weise die in der Hoch-
zelldichte- Kultivierung maximal erreichbare Produktkonzentration verwirklichen.
Hierzu ist lediglich eine Verschiebung des Induktionszeitpunktes um 5 h notwendig.

Dies ist mit anderen Expressionssystemen, wie z.B. den tac- und trc- Promotoren,

5-117



Produktion und Aufreinigung von Haloalkan Dehalogenasen

5.3.

die aus dem lac- Promotor hervorgehen, nicht ohne weiteres méglich. Negativ regu-
lierte Systeme zeigen meist auf Grund einer unzureichenden Menge an Repressor-
molekilen bereits vor Zugabe des Induktors eine Basisexpression des heterologen
Gens. In diesem Fall kann eine Wachstumsinhibierung des Wirtsorganismus noch

im Verlauf der Kultivierung nicht ausgeschlossen werden.

Proteinaufreinigung

Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels in Abbildung 5-1dargestellt, stehen eine Viel-
zahl von Methoden fir die Aufreinigung von Proteinen zur Verfigung. Der Einsatz
mancher Methoden ist allerdings in hohem MalRe von dem Produkt selbst abhangig.
Beispielsweise spielen in diesem Zusammenhang die Stabilitdt, die Ladung oder
auch der Aggregationszustand des Proteins eine Rolle. Generell lassen sich die
Vorgehensweisen bei der Aufreinigung von intra- und extrazellularen Proteinen un-
terscheiden. Im vorliegenden Fall der Haloalkan Dehalogenase handelt es sich um
ein intrazellular synthetisiertes Produkt, so dass Wege des Zellaufschlusses, der
Zelltrimmer- Abtrennung sowie der Grob- und Feinreinigung des Enzyms beschrit-

ten werden missten.

Bei den heute in der Industrie angewandten Aufreinigungsverfahren werden haufig
Adsorbtionschromatographien im Festbettverfahren eingesetzt. Festbettverfahren
bedingen eine vollstdandige Abtrennung aller Feststoffe, so dass der Chroma-
tographie in der Regel Féllungs-, Zentrifugations- und Mikrofiltrationsstufen voraus-
gehen (Petrides 2003). Die resultierenden mehrstufigen Aufarbeitungsprozesse fiih-
ren zu hohen Produktverlusten, langen Prozesszeiten, sowie oftmals zu einem ho-
hen Chemikalien- und Energieaufwand (Leuchtenberger 1998).

Fur eine kostenglnstigere Gestaltung des ,Downstream- Processing” ist die Ent-
wicklung neuer Verfahren zur direkten Gewinnung von Bioprodukten aus feststoff-
haltigen Biosuspensionen daher von groRem Interesse. Im industriellen Mal3stab
werden fir die Aufreinigung von Proteinen bislang vor allem die folgenden beiden

Verfahren angewendet:

« Expanded Bed Adsorption (EBA) (Anspach et al. 1999; Brixius et al. 2005)
e Agueous Two Phase Systems (ATPS) (Persson et al. 2005)

Beide Techniken haben zum Ziel, die l6sliche Zielkomponente zu Beginn der Aufar-
beitung in einem Schritt aus einer komplexen, feststoffhaltigen Suspension zu isolie-

ren und aufzukonzentrieren. Eine neue, viel versprechende Technik ist das ,High
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5.3.1.

Gradient Magnetic Fishing’ Verfahren (HGMF) (Dunnill and Lilly 1974, Hubbuch et
al. 2001). Unter Verwendung spezieller magnetischer Affinitatssorbentien scheint
das HGMF- Verfahren eine Alternative zu den beiden oben genannten Aufreini-
gungstechniken darzustellen.

Im Vordergrund des zu entwickelnden Gesamtprozesses fir die Aufreinigung der
Haloalkan Dehalogenase steht die Kostenminimierung des Herstellungsverfahrens
Uber die Reduktion einzelner Prozessschritte. Aus dem Zellaufschluss der Biomas-
se ergibt sich, dass nicht nur I6sliche Bestandteile, sondern auch gréf3ere Zelltrim-
mer in der Zellsuspension enthalten sind. In diesem Zusammenhang sollen die Vor-
teile der Magnettrenntechnik genutzt werden. Werden die Separationseigenschaften
der Magnetpartikel mit Affinitatseigenschaften kombiniert, so kann in einem Schritt

sowohl die Grob- als auch die Feinreinigung eines Proteins durchgefiihrt werden.

In den folgenden Abschnitten wird der sich der Produktion der Haloalkan Dehaloge-
nase anschlieBende Aufreinigungsprozess diskutiert. Insbesondere wird auf die
raumliche N&ahe der sequentiell ablaufenden Prozessschritte eingegangen. Ab-
schnitt 5.3.1 befasst sich mit dem Zellaufschluss der Mikroorganismen. Die Grob-
und Feinreinigung des Enzyms sowie dessen Konditionierung wird in den Abschnit-
ten 5.3.2 und 5.3.3 beschrieben.

Zellaufschluss mittels Ruhrwerkskugelmuihle

Fur den Zellaufschluss von Mikroorganismen im technischen Mal3stab stehen aus
Kostengrinden und in Hinblick auf die Produktausbeute nur wenige Methoden zur
Verfiigung. Vor allem mechanische Methoden, wie die Homogenisierung der Zell-
suspension mittels eines Hochdruckhomogenisators oder einer Kugelmiihle kom-
men in groRerem Umfang zur Anwendung (Schutte and Kula 1990; Middelberg
1995).

Der Zellaufschluss wurde im vorliegenden Prozess Uber eine Riuhrwerkskugelmuihle
der Firma Netzsch mit einem Fassungsvermogen von 4,8 | realisiert. Aus den Gera-
tedimensionen ergibt sich, dass ein Zellaufschluss des gesamten Bioreaktorinhalts
durch einen einmaligen Eintrag in die Ruhrwerkskugelmihle nicht méglich ist. Aus
diesem Grund wird der Inhalt des Bioreaktors am Ende der Hochzelldichte- Kultivie-
rung kontinuierlich im Kreislauf durch die Kugelmuhle gepumpt. Durch das mehrma-
lige Passieren der Aufschlusskammer kann zudem ein erhéhter Warmeeintrag in die

Zellsuspension vermieden werden. Diese Vorgehensweise minimiert das Risiko der
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Hitzedenaturierung von Proteinen. Ein detailliertes Anlagenschema zeigt die

Abbildung 5-6
Bioreaktor
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Abbildung 5-6:Fliel3schema fiir den Zellaufschluss mittels Rihrwerk-
kugelmihle. Der Inhalt des Bioreaktors gelangt in die gekihfimlage
(G1). Von dort aus wird die Zellsuspension tubeeedthlauchpumpe (P1)
in die gekihlte Ruhrwerkskugelmuihle (RK) gepumpd uwneder in die Vor-
lage zurtickgefihrt.

Der Zellaufschlussgrad kann tber direkte oder indirekte Methoden ermittelt werden.
Direkte Methoden, zu denen beispielsweise die Ermittlung intakter Zellen zahlt, sind
meist zeitintensiver und starker fehlerbehaftet als indirekte Methoden, bei denen
z.B. die Freisetzung von Enzymen Uber eine Aktivitatsbestimmung gemessen wird.
Der Aufschlussgrad ist durch die Gleichung 5-2 definiert. Er ist demnach sehr stark
von der oft nur schwierig zu bestimmenden maximalen Konzentration der Messgro-
Be abhéngig. Im vorliegenden Fall wird der Aufschlussgrad lber die freigesetzte
Proteinmenge wahrend des Zellaufschlusses bestimmt. Die maximal erreichbare

Proteinkonzentration wird hierbei auf 30 % der Biotrockenmasse festgesetzt.
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5.3.2.

(C ~ CO) D.Od%) (5-2)

A=
(Cmax - CO

Darin bedeuten
C (g  die gemessene Proteinkonzentration,
Co (g  die anfangliche Proteinkonzentration und

Cmax (@) die maximal erreichbare Proteinkonzentration.

Im Verlauf des Zellaufschlusses werden Proben enthommen und diese auf ihren
Proteingehalt hin untersucht. Nach einer Aufschlusszeit von 60 min konnte kein wei-
terer Anstieg der Proteinkonzentration gemessen werden, so dass nach dieser Zeit
der Zellaufschluss beendet wird (Abbildung 5-3. Der Rohextrakt wird direkt nach
Ende des Zellaufschlusses 1:1 mit Extraktionspuffer verdiinnt und in einen gekihl-

ten Vorlagenbehalter der HGMF-Anlage Uberfihrt.

100

Aufschlussgrad A (%)

0 20 40 60 80 100
Zeit (min)
Abbildung 5-7:Verlauf des AufschlussgradesA (%) Uber der Zeit.
Der Zellaufschluss deE. coli BW3110 Suspension erfolgt mittels einer

Ruhrwerkskugelmihle. Der Aufschlussgrad errechiodt sus den wah-

rend des Aufschlusses gemessenen Proteinkonzengatim Uberstand.

Proteinaufreinigung mittels Magnettrenntechn ik

Uber die magnetischen Eigenschaften der eingesetzten MPVA Partikel der Firma
Chemagen Biopolymer Technologie AG, verbunden mit Affinitatseigenschaften der
daran immobilisierten Iminodiessigsaure (IDA)-Gruppen gelingt es, die Grob- und
Feinreinigung des rekombinanten Proteins in einem einzigen Prozessschritt durch-

zufiihren. Der Chelatbildner IDA wurde urspringlich in der Jmmobilised Metal Affini-
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5.3.2.1.

ty Chromatograpy* eingesetzt (Porath and Olin 1983). Das Prinzip der IMAC beruht
auf der Affinitat der Aminoséaure Histidin zu zweiwertigen Metallionen, wie z.B. Ko-

balt oder Kupfer, welche an die IDA- Gruppe gekoppelt sind (Abbildung 5-§.

cochemaaen ”%,?"%C""

| HCe=COO-
M-PVA b\ g
Partikel N’

Abbildung 5-8: M-PVA-Partikel der Firma Chemagen Biopolymer Techndogie AG,
welche mit einer Iminodiessigsauregruppe funktimnait ist. Schematische Darstellung des
(A) funktionalisierten M-PVA Partikels mit (B) demekombinanten His-getagtem Protein.

Uber die Methode, der auf der Affinitatstrenntechnik basierenden Magnetaufreini-
gung, innerhalb des Downstream- Prozesses der Haloalkan Dehalogenase, lassen
sich drei Aufreinigungsstufen eliminieren.
(1) Die Biomasseabtrennung nach der Hochzelldichte-Kultivierung tber Zentri-
fugation,
(2) die Abtrennung von Zelltrimmern nach dem Zellaufschluss Uber Filtrati-
ons- oder Zentrifugationsschritte, sowie
(3) die Grobreinigung des rekombinanten Proteins aus der Zellsuspension

Uber Fallungs- oder Extraktionsschritte.

Aquivalent zu diesem Verfahren ist die so genannte EBA- Chromatographie. Entge-
gen der Chromatographie im Festbettverfahren kdnnen hier ebenfalls Schritte wie
die Abtrennung von Zelltrimmern und die Grobreinigung des Proteins in einer Pro-
zessstufe erfolgen. Deshalb soll die Magnettrenntechnik im Rahmen der Diskussion

mit der EBA- Technik verglichen werden.

Versuche im Labormaf3stab
Vor der Aufreinigung des Biokatalysators in der vollautomatisierten HGMF-Anlage
werden zunachst einige Versuche im Labormafl3stab durchgefiihrt, um eine Sorpti-

onsisotherme fir das rekombinante Protein zu gewinnen. Uber die Sorptions-
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isotherme lassen sich Aussagen lber die maximale Bindungskapazitat der einge-
setzten Magnetpartikelcharge in Bezug auf das Fusionsprotein GFP-DhaA®""" tref-
fen.

Der Einfluss der Zielproteinkonzentration im Rohextrakt auf die Bindungskapazitét
kann Uber die Aufnahme einer Sorptionsisotherme gezeigt werden. Hieraus ergibt
sich auch die flr das Zielprotein maximale Sorptionskapazitat gm., bezogen auf die
eingesetzten Magnetpartikel der Charge 28/29/87. Die Werte fir die Sorptionskapa-
zitdt g* und die Proteinkonzentration ¢, von GFP-DhaA®""" im Rohextrakt werden
Uber Aufreinigungsversuche mit 2 mg Magnetpartikeln je Ansatz ermittelt (Abschnitt
3.2.4). Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Rohextrakt sowie im Sorptions-
Uberstand wird mittels Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Die aus diesen Daten
ermittelte Sorptionsisotherme nach Langmuir ist in Abbildung 5-9dargestellt. Hierfur
wird, die an die Partikel gebundene GFP-DhaA“"'F- Konzentration (q*) gegen die im
Rohextrakt verbleibende GFP-DhaA®""" Konzentration (c*) aufgetragen. Der Para-
meter g* ergibt sich in diesem Zusammenhang aus der von dem Magnetpartikel elu-
ierten Proteinkonzentration. Die Berechnung der Langmuir-Parameter erfolgt mittels

einer nichtlinearen Regression mit dem Programm Sigma Plot 2000 nach folgender

Gleichung:
. e mg Protein
q = Omax € grro (5-3)
K, +cC g Partikel
Dabei steht
Omax (Mg g fur die maximale Soptionskapazitat,
¢t (g fur die im Rohextrakt verbleibende Proteinkonzentratind
Ke (g fur die Dissoziationskonstanten.

Die Langmuir-Parameter gmax Und Kq geben Aufschluss Uber die maximale Partikel-
kapazitat fir GFP-DhaA®""" und die Affinitat des Proteins zu dem Magnetpartikel.
Fir gmaxergibt sich ein Wert von 36 mg GFP-DhaA“""" pro Gramm Partikel wahrend
der K¢ Wert bei 0,4 gl liegt. Die Dissoziationskonstante Ky ist vergleichbar mit
dem Ky- Wert innerhalb der Michaelis-Menten Kinetik. Das bedeutet je kleiner der
Kg-Wert ausfallt, desto groRer ist die Affinitat des rekombinanten Proteins zu dem

Adsorbens ausgepragt (Hubbuch et al. 2002).
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o1 2 3 4 5 & T 8

q* (mg GFP-DhaA""" | g Partikel)

c*GFP-DhaA™™" (g 1)

Abbildung 5-9: Sorptionsisotherme nach Langmuir fir das Fusi-
onsprotein GFP-DhaA™""". Dargestellt ist die Sorptionskapazitiit
(mg Protein/g Partikel) Gber der im Rohextrakt eitienden Protein-
konzentratiorc* (g I'). Die Versuche werden mit je 1 ml Rohextrakt
und 2 mg MPVA-IDA Partikel der Charge 28/29/87 dgeflhrt,

wobei unterschiedliche Verdinnungen des Rohextrakdtellt wer-
den.

Die experimentell bestimmten Langmuir Parameter hangen im hohen Mal3e von
dem eingesetzten magnetischen Grundpartikel, von dessen Funktionalisierung so-
wie von der fir die Aufreinigung eingesetzten Proteinsuspension ab (Franzreb et al.
2006). Bei einem Vergleich von Langmuir- Parameter aus der Literatur ist darauf zu
achten, dass zunéchst lediglich Vergleichsysteme gewéhlt werden, bei denen die
Aufreinigung des Zielproteins aus Mehrkomponenten- Proteinlésungen erfolgte. Am
Beispiel des rekombinanten Proteins GFP-Hisg konnte gezeigt werden, dass inner-
halb von Ein- und Mehrkomponentensystemen erhebliche Unterschiede bei den
Dissoziationskonstanten Ky auftreten (Ebner 2006). Adsorptionsstudien im Batch
Ansatz aus komplexen Proteinlésungen wurden beispielsweise fir die Proteine
Trypsin (Heeboll-Nielsen 2002), Lactoferrin (Meyer 2004), Lactoperoxidase
(Heeboll-Nielsen et al. 2004) und fur das bereits genannte rekombinante GFP-Hisg
durchgefuhrt. Eine Zusammenstellung der in diesen Arbeiten genutzten Magnetpar-
tikel, sowie die fir diese Systeme ermittelten Langmuir- Parameter sind in Tabelle
5-1 gegeben. Aus diesen Daten geht hervor, dass die maximale Soptionskapazitat

Omax fUr die Haloalkan Dehalogenase an die eingesetzten PVA-Partikel in der selben
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GroRRenordung liegt wie bei den Proteinen in den vorstehend genannten Beispielen.
Die Dissoziationskonstante fiir GFP-DhaA®''F ist hingegen gegeniiber den

Kq-Werten der anderen Systeme mit 0,4 g I relativ hoch.

Tabelle 5-1:Langmuir Parameter unterschiedlicher Proteine aus Mehrkomponenten-
Adsoptionsstudien PGFA (Polyglutaraldehyd), PVA (Polyvinylalkohol)p-Ab (p-
Aminobenz-amid). Die angegbenen Literaturdatendben sich auf (1) (Heeboll-Nielsen
2002), (2) (Heeboll-Nielsen et al. 2004), (3) (Meg®04), (4) (Ebner 2006) und (5) diese

Arbeit.
Protein Extrakt Grund- Ligand (%) Kqg Omax Lite-
partikel (um) (g™ (mggh ratur

. Molke

Trypsin Hydrolysat PGAF  p-Ab 0,5-1,5 0,013 55 (1)

Lacto- Molke PGAF  -SO3  05-15 7M0-4 8 @)

peroxidase

Lactoferrin ~ Molke PGAF -S03 0,5-15 2104 12,6 3)

GFP-His E coli  pyA  IDACu 1,5 0,047 92 4)

omogenisat
GFP- E. coli
DhaACYYF Homogenisat PVA IDA-Cu 15 0,4 36 (5)

Anhand von weiteren untersuchten Partikelchargen der Firma Chemagen Biopoly-
mer Technologie AG konnte gezeigt werden, dass die maximale Sorptionskapazitét
des Fusionsproteins GFP-DhaA®""" auf das Doppelte (70 —80 mg g™*) gesteigert
werden kann. Ein Ansatz zur Verbesserung der Proteinaufreinigung mit Hilfe der
Magnettrenntechnik kann deshalb auf dem Gebiet der Magnetpartikelentwicklung

gesehen werden, welche noch ein erhebliches Potential in sich birgt.

5.3.2.2. Versuche im halbtechnischen Maf3stab

Im Rahmen der Magnetseparation im halbtechnischen MalRstab wird die so genann-
te ,High Gradient Magnetic Fishing“ (HGMF) (Dunnill and Lilly 1974, Hubbuch et al.
2001) Methode genutzt. Die fur die HGMF- Methode genutzten Anlagen sind da-
durch gekennzeichnet, dass sie einen Magnetseparator beinhalten, der im Durch-
fluss- Verfahren betrieben werden kann. Das Kernstlick der HGMF- Anlage bildet
ein in sich abgeschlossenes Kreislaufsystem, in das der Magnetseparator als auch
eine Pumpe integriert ist (Abbildung 5-10Q. Innerhalb dieses abgeschlossenen Sys-
tems findet das, fur die einzelnen Wasch- und Elutionsschritte, erforderliche wieder-

holende Separieren und Suspendieren der Magnetpartikel statt.
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Abbildung 5-10: \6ll automatisierte HGMF-Anlage zur Aufreinigung von 5 | Rohex-

3

trakt pro Reinigungszyklus. Darin bedeuten: G1-G5: Vorlagenbehélter fir Magast-

kel, Equilibrierungs- und Elutionspuffer, die Kudfisung sowie fir den Rohextrakt; E1-
E3: Vorlagengefal3e fur das Eluat, Retentat undAdeall; V,: Magnetventil Nr. x; P1-P3:
Schlauchpumpen; MS: Separationskassette mit Pentraagnet; UF: Cross-Flow Filtra-
tionskassette; QIR 001 und QIR 002: Fluoreszend-Wy-Sonde; W1 und W2: Vorlagen-
behalter fur Filtrationspuffer und Filtrat; PI: Mameter. Das abgeschlossene Kreislaufsys-
tem, in dem die Sorption und Desorption der Pdrtikemagnetischen Feld erfolgt, ist rot
umrandet. Die Anlage wurde in Zusammenarbeit mih de®rschungszentrum Karlsruhe
konzipiert. Der Anlagenbau wurde von A. Hauck (kastfur Bioverfahrenstechnik, Uni-
versitat Stuttgart) durchgefihrt. Die Anlage selvatde im Rahmen der Dissertation von
Ebner (Ebner 2006) automatisiert. Detaillierte Amgya zu der Separationsanlage sind dem
Abschnitt 3.2.4 dieser Arbeit zu entnehmen.
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Fir die Aufreinigung des rekombinanten Proteins GFP-DhaA®""" innerhalb der
HGMF- Anlage lassen sich anhand der Sorptionsisotherme Arbeitspunkte bzw. Auf-
reinigungsstrategien festgelegen. Generell lassen sich zwei Strategien unterschei-

den:

(1) Es kann zum einen im Bereich der maximalen Sorptionskapazitat der Parti-
kel gearbeitet werden. Dies bedeutet, dass das Zielprotein in dem aufzuar-
beitenden Rohextrakt im Uberschuss vorliegen muss. Bei dieser Aufreini-
gungsstrategie wird in Kauf genommen, dass die Ausbeute des Gesamtpro-
zesses sinkt.

(2) Eine zweite Aufreinigungsstrategie ist darauf ausgerichtet, eine mdoglichst
hohe Ausbeute aus dem Prozess zu ziehen. Die in diesem Fall vorgelegte
Zielproteinkonzentration im Zellrohextrakt muss dabei der maximalen Sorpti-
onskapazitat der eingesetzten Magnetpartikel entsprechen. Mdchte man an
diesem Punkt arbeiten, so bewegt man sich auf der Sorptionsisotherme

(Abbildung 5-9 in Richtung einer geringeren Sorptionskapazitat g*.

In den durchgeflihrten Versuchen wurde zunachst im Bereich der maximalen Sorp-
tionskapazitat der Partikel gearbeitet, so dass eine geringe Ausbeute innerhalb des
Gesamtprozesses zu erwarten ist. Das Verhaltnis zwischen der von der Partikel-
menge mp zu sorbierenden Zielproteinmenge und der eingesetzten Menge an Ziel-
protein im Rohextrakt beschreibt die Ausbeute Yy des Adsorptionsprozesses, die
wahrend der Aufreinigung erreicht werden kann (Gleichung 5-4. Die Ausbeute er-
rechnet sich aus der Sorptionskapazitat g* und der eingesetzten Partikelmenge m,
dividiert durch das Produkt aus der Konzentration ¢, des Zielproteins im Rohextrakt

und dem Aufreinigungsvolumen V.

_ g m, ( gadsorbieresProtein
YAdS - .. (5-4)
¢, ¥, \ g Proteinim Rohextrak
Dabei steht
g* (mgd") fir die Sorptionskapazitat,
m, (9) fur die eingesetzte Partikelmenge,
Co (g fur die Konzentration des Zielproteins im Rohektrund
Vo () fur das gewéhlte Aufreinigungsvolumen.

Die Sorbtionskapazitat g* ist als Quotient des Produkts der maximalen Sorbtionska-

pazitat gmax Und der nach der Sorption verbleibenden Proteinkonzentration im Roh-
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extrakt c* und der Summe aus Dissoziationskonstanten Ky und c* definiert (Glei-
chung 5-3. Mit den Langmuir-Parametern gmax Und Kg, die innerhalb der Versuche im
Labormalistab ermittelt wurden, kénnen theoretische Ausbeuten fiir unterschiedli-
che Mengen an eingesetzten Magnetpartikeln und Rohextraktvolumina errechnet
werden. Auf Grundlage dieser Parameter wird der Aufreinigungsprozess in der
HGMF- Anlage ausgelegt. Unter der Annahme, dass im Bereich der maximalen
Sorptionskapazitat gearbeitet wird, kdnnen theoretisch mit 100 g Magnetpartikeln
aus 51 Rohextrakt Yags = 168 mg adsorbiertes Protein pro Gramm eingesetztem
Zielprotein aufgereinigt werden. Dies entspricht einer Gesamtproteinmenge von

3,5 g pro Aufreinigungszyklus.

Der Aufreinigungsprozess des rekombinanten Proteins wird nach erfolgtem Zellauf-
schluss mittels Kugelmihle in vier aufeinander folgenden Aufreinigungszyklen
durchgefuhrt. Unter einem Aufreinigungszyklus sind die nachstehenden Schritte zu

verstehen, die innerhalb der HGMF- Anlage ablaufen:

(1) Die Adsorbtion des rekombinanten Proteins an die Magnetpartikel,
(2) die Entfernung von Fremdprotein und Zelltrimmer durch Waschschritte ein-
schlie3lich der Elution des Zielproteins von den Partikeln und

(3) die Bereitstellung der Magnetpartikel fur einen neuen Aufreinigungszyklus.

Wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, werden die einzelnen Schritte eines Aufreini-
gungszyklus uber ein rechnergestitztes Programm gesteuert. Fir die oben be-
schriebenen Einzelschritte werden hierbei die Programm-Module HP_1 bis HP_3
durchlaufen. Einmalig vor dem ersten Aufreinigungszyklus werden innerhalb des
Programm- Moduls HP_0 die Magnetpartikel mit Cu®* lonen beladen. Der ebenfalls
einmalig ablaufende Schritt nach dem letzten Aufreinigungszyklus dient der Reini-

gung und Ruckgewinnung der Partikel aus der Anlage (HP_4) (Abbildung 5-1).
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Abbildung 5-11:Abfoge der einzelnen Programm-Module
HP_O wahrend des Betriebs der HGMF-Anlage fir die Aufreni-
gung von GFP-DhaX™"". Ein Aufreinigungszyklus setzt sich

B — aus den drei Modulen HP_1, HP_2 und HP_3 zusamimen.

HP_1 den einzelnen Modulen wird der Rohextrakt in dielatye

o | geleitet, die Sorption des Zielproteins an die Mapartikel

X sowie die Abtrennung von Fremdprotein erfolgt, desdprote-
N || HP_2 3x . . o

= in wird von dem Sorbens eluiert und die Partikel éinen

@ ¢ neuen Zyklus vorbereitet. Fir jeden Aufreinigundgay wird

HP_3 neuer Rohextrakt in die Anlage eingebracht. Dagelagerte

und nachgelagerte Modul HP_0 bzw. HP_4 wird innlerdas

Aufreinigungsprozesses lediglich einmal durchlaufand
HP_4 dient der Einbringung und Riuckfihrung der Magnetioair
aus dem Vorlagengefal} in die HGMF-Anlage und umigetke

Die aus der Fed-Batch Kultivierung stammenden 12 | Zellsuspension wurden zu-
nachst wie in Abschnitt 5.3.1 beschrieben aufgeschlossen, mit Extraktionspuffer
verdinnt und in das VorlagengefaR G5 der HGMF-Anlage Ubererfuhrt (Abbildung
5-10). Zu Beginn eines jeden Zyklus werden ausgehend von diesem Vorlagengefald
wahrend des Programm-Moduls HP_1 jeweils 5 | Rohextrakt in die Anlage gepumpt,
woraus sich ergibt, dass die eingesetzte Gesamtproteinmenge zu Beginn jedes Auf-
reinigungszyklus gleich ist. Die in der Anlage vorliegenden Magnetpartikeln werden
in diesem ersten Schritt zusammen mit dem Rohextrakt in das VorlagengefalR G1
Uberfiihrt, in dem die Adsorption des rekombinanten Proteins an die Magnetpartikel
innerhalb von 1-2 Minuten stattfindet. Die nachfolgenden Schritte werden vollstandig
in dem Kreislaufsystem der HGMF- Anlage durchgefiihrt, in dem sich der Magnet-
separator befindet. Die Magetpartikel werden daher nach dem Adsorptionsvorgang
zunéchst aus dem Vorlagengefal in dieses Kreislaufsystem eingebracht. Die Sepa-
ration der Partikel erfolgt hierbei innerhalb des Magnetseparators tber eine sich im
Magnetfeld befindliche Filtermatrix (3.2.4). Das Befillen dieses Systems mit z.B. Ex-
traktionspuffer verdrangt automatisch den davor enthaltenen Uberschissigen
Rohextrat, der in das Abfallgefal? E3 geleitet wird. Die erneute Suspension der Par-
tikel innerhalb eines Waschschrittes kann dadurch erreicht werden, dass die neu
eingebrachte Pufferlésung mittels hoher Durchflussgeschwindigkeiten von 12 | min™
in dem geschlossenen Kreislaufsystem zirkuliert. Wichtig ist dabei, dass sich die
Separationsmatrix au3erhalb des magnetischen Feldes befindet. In einem Wechsel

von Sorption und Desorption der Partikel in und auf3erhalb des magnetischen Felds
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werden die einzelnen Programm- Module eines Zyklus durchlaufen, in denen unter-
schiedliche Pufferlésungen zum Waschen und Eluieren der Partikel in das Kreis-
laufsystem eingbracht werden. Am Ende eines Aufreinigungszyklus werden die
Magnetpartikel wieder in das Vorlagengefald G1 tberfihrt, um anschielRend zu Be-

ginn des nachsten Zyklus mit neuem Rohextrakt versetzt zu werden.

Die Ergebnisse der vier nacheinander durchgefuhrten Aufreinigungszyklen sind in
Tabelle 5-2und Tabelle 5-3zusammengestellt. Die Reinheitsgrade der einzelnen Elu-
tionsfraktionen sind Uber densiometrische Auswertungen von SDS-Gelen ermittelt
worden.

Anhand der im Rohextrakt verbleibenden Zielproteinkonzentration c*, die sich aus
der Differenz zwischen eingesetzter Zielproteinkonzentration ¢, und der aufgereinig-
ten Konzentration an GFP-DhaA®""" errechnet werden kann, ergibt sich, dass die
Sorptionskapazitat der Partikel statt bei gmax=36mgg™ bei durchschnittlich
g* =32 mg g lag. Hieraus ergibt sich aber auch, dass lediglich ein gereinger Anteil
von urspriinglich 100 g eingesetzten Partikeln als Adsorbens zur Verfiigung gestan-
den haben mul3. Die durchschnittlich an der Adsoption teilnehemenden Magnetpar-

tikel lag bei der errechneten Sorbtionskapazitat g* bei 22 g.

Tabelle 5-2:Errechnete Sorptionskapazitateng*, die sich innerhalb der vier Aufrei-

nigungszyklen ergebenAngegeben ist die je Zyklus eingesetzte Konzentian GFP-

DhaA°""F, die aufgereinigte Proteinkonzentratios) sowie die sich daraus ergebende

verbleibende Proteinkonzentration im Rohextretkund die Sorptionskapazitgt. Aus

diesen Daten lasst sich die an der Adsorptiondbiimende Partikelmenga errechnen.

o GFP- c» GFP- c* GFP- q* me &
DhaACYYF DhaACYYF DhaACYYF (mg g-l) (g)
D) (@) (@)
Zyklus 1 3,88 0,28 3,60 32,4 30
Zyklus 2 3,88 0,18 3,70 32,5 19
Zyklus 3 3,88 0,26 3,62 32,4 26
Zyklus 4 3,88 0,15 3,73 32,5 16

@ Die Berechnung von M, erfolgt nach folgender Gleichung:

max[ -
=Y () e g == lee)

= m 1 5-5
q Kd+(co_cp)( 99 ) &9
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Tabelle 5-3: Ergebnisse der Proteinaufreinigung von GFP-Dha&™" mittels der
HGMF-Anlage. Der Versuch ist je Zyklus mit 5 | Rohextrakt undt mnféanglich 100 g
MPVA-Partikeln der Charge 28/29/87 durchgefiihrt deor. Angegeben sind die Werte fir
den zu Beginn jedes Aufreinigungszyklus eingesetRehextrakt als auch die Werte fur die
einzelnen Elutionsfraktionen der vier Zyklen. Dikution des rekombinanten Proteins von

den Partikeln erfolgte hierbei mit Imidazol haltigéuffer.

Gesamt- GFP- \Y Yads Ausbeute  Rein-
protein DhaA""'F heitsgrad
_ @ (g () (mggh (%) (%)
4] Rohextrakt 13,7 3,9 5,0 - 100 28
'N§~ Eluat 0,4 0,28 3,5 50,1 7.1 79
N
4 Rohextrakt 13,7 3,9 5,0 - 100 28
'N§~ Eluat 0,37 0,18 35 31,8 45 77
o)
4! Rohextrakt 13,7 3,9 5,0 - 100 28
'N§~ Eluat 0,63 0,26 3,3 43,4 6,7 73
<
o Rohextrakt 13,7 3,9 5,0 - 100 28
'N§~ Eluat 0,38 0,15 3,4 26,1 3,8 76

Anhand der Aufreinigungsdaten wird ersichtlich, dass die theoretische erwartete
Produktmenge von 3,6 g Protein je Zyklus nicht erreicht werden konnte. Dies zeigt,
dass an Stelle der eingesetzten 100 g Partikel deutlich weniger am Aufreinigungs-
prozess teilgenommen haben missen. Geht man von der in Tabelle 5-2errechneten
Partikelmenge aus, die je Zyklus an dem Adsorptionsvorgang teilnimmt, so ergibt
sich, dass durchschnittlich 38 mg rekombinantes Protein pro Gramm des eingesetz-
ten Zielproteins gebunden hat. Die Ausbeute innerhalb der einzelnen Zyklen, die
sich aus dem aufgereinigten Protein bezogen auf die eingesetzte Menge an rekom-
binantem Protein ergibt, fallt mit 3,8 % bis 7,1 % sehr gering aus. Die geringe Aus-
beute ist auf die gewahlte Prozessstrategie zurlckzufuhren, in der ein Verlust auf
Grund des Uberangebots an Zielprotein zu Gunsten von gna in Kauf genommen
wird. Die verringerte Ausbeute ist entweder auf eine verringerte Sorptionskapazitéat
g* der Partikel zurtickzufiihren, oder wie zuvor beschrieben an einer geringeren
Magnetpartikelmenge mp, die wéhrend des Adsorptionsprozesses in dem Vorlagen-
gefalR G1 vorhanden war, fest zu machen. Standen wie zuvor angenommen 100 g
der Magnetpartikel wahrend des Adsorptionsvorgangs zur Verfigung, dann wirde
sich am Beispiel des ersten Zyklus eine Sorptionskapazitat der Partikel von
g* = 9,7 mg g* ergeben. Allerdings konnte im Verlauf der Aufreinigungszyklen beo-

bachtet werden, dass sowohl Partikel aus der Anlage ausgetragen wurden, als auch
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Probleme bei der Partikelriickfiihrung auftraten. Dies lasst vermuten, dass sowohl
eine geringere Sorptionskapazitat der Partikel als auch eine Abnahme des Adsor-

bens zu der geringen Ausbeute flhrte.

Um einen Vergleich mit anderen HGMF-Studien anstellen zu kénnen, sind in Tabelle
5-4 einige bekannte Aufreinigungsprozesse, die mittels Magnettrenntechnik durch-
gefuhrt wurden, aufgelistet. Gegeniiber den dort prasentierten erzielten Proteinauf-
reinigungsergebnissen, fallt die im Rahmen der durchgefiihrten Experimente erzielte
Aufreinigungsausbeute gering aus. Dies resultiert daraus, dass im Verhéltnis zu der
im Rohextrakt vorliegendne Zielproteinmenge zu wenige Magnetpartikel eingesetzt
wurden. Das heil3t auch bei einer maximalen Sorptionskapazitat der Partikel von
Omax = 36 mg g™ hétte lediglich eine Ausbeute von 18,5 % erreicht werden kénnen.
Direkt vergleichbar ist dieser Aufreinigungsprozess mit der Aufreinigung von GFP-
Hisg aus E. coli Homogenisat (Ebner 2006), die in der gleichen Anlage und mit den
selben Magnetpartikeln durchgefihrt worden ist. In den beiden Fallen standen wéh-
rend der Adsorptionsphase der Aufreinigunge je Zyklus 220 mg GFP-Hisg bzw. 194
mg GFP-DhaA“"" pro g Partikel zu Verfiigung. Die maximale Partikelkapazitat Qmax
ist allerdings fiir GFP-Hiss mehr als doppelt so hoch als fiir GFP-DhaA“Y'F (Tabelle
5-1), was die deutlich geringere Ausbeute des in der vorliegenden Arbeit durchge-
fuhrten Prozesses erklart. Eine Erh6hung der Proteinausbeute kann Uber eine Re-
duktion der eingesetzten Menge des aufzureinigenden Proteins bei gleich bleiben-
der Partikelmenge erreicht werden. So wurde z.B. bei der in Tabelle 5-4erstgennan-
ten Aufeinigung von GFP-Hisg (Ebner 2006) eine Ausbeute von 66 % erzielt, in dem
das Verhaltnis von eingesetztem Zielprotein zu Magnetpartikeln von 220 auf 117 mg
GFP-Hiss pro g Partikel reduziert wurde. Die bislang beste Ausbeute
innerhalb der in Tabelle 5-4aufgefiihrten HGMF- Aufreinigungen wurde mit 75 % in
der Veroffentlichung von Holschuh (Holschuh 2005) beschrieben.
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Tabelle 5-4:Proteinaufreinigung mittels HGMF-Systemen.In der Tabelle sind die Prote-
inmenge im Rohextralt, (mg I'), die eingesetzte Partikelkonzentratiop (g I*), das Vo-
lumen des Rohextrakta4 (), sowie die Ausbeute und die Reinheit von atdgegten Pro-
teinlésungen aufgelistet. Referenzen: 1) (Heeba@lden 2002); 2) (Meyer 2004), 3)
(Holschuh 2005), 4) (Ebner 2006).

System Partikel/ Co mp Vo Ausbeute Reinheit Refe-
Ligand . . (%) (%) renz
(mglL™) (glL7) L)

Trypsin aus PGAF/ )
Molkehydrolysat  p-Ab 84 50 0,055 & 1)
Lactoferrin aus PGAF/
Molke SO, 106 5,0 2,2 47 26 2)
1g2b Antikbrper MagPrep/ )
aus Mausen ProteinA 20 L0 100 75 3)
GFP-Hisgaus PVA/
E_. coli Homoge- IDA-Cu 2540 21,6 2,25 66 95 4)
nisat
GFP-Hisgaus
E. coli Ho- :DDVAAéu 4880 22,1 5,6 25 98 4)
mogenisat
GFP-DhaA“""" .

; PVA/ diese
aus E. coli IDA-CU 3880 20,0 5,0 4 76 Arbeit

Homogenisat

Aus der Tabelle 5-4geht hervor, dass die HGMF-Methode ein sehr breites Spektrum
bezuglich des zur Anwendung kommenden Mal3stabs bietet. Die in Kooperation mit
dem Forschungszentrum Karlsruhe entwickelte HGMF-Anlage stellt derzeit die
zweitgréf3te Anlage dieser Art dar, mit deren Hilfe 51 Rohextrakt innerhalb eines

Aufreinigungszykluses bearbeitet werden kénnen.

Sowohl die Riuckfiihrung der Magnetpartikel aus der Anlage in die Vorlage wahrend
des Programm- Moduls HP_3, als auch die Abscheidung der Partikel an der Sepa-
rationsmatrix, stellen die Problempunkte der hier zur Anwedung kommenden
HGMF- Anlage dar. Beispielsweise konnte die Rickfiihrung der Magnetpartikel bei
der am Forschungszentrum Karlsruhe stehenden kleineren HGMF- Anlage mit ei-
nem Separationsvolumen von 0,3 | (Ebner 2006) durch die Erhéhung der Durch-
flussgeschwindigkeit innerhalb des geschlossenen Kreislaufsystems oder durch ei-
ne Ubertragung von Druckluftvibrationen auf die Separationskassette eliminiert wer-
den. Diese MalRhahmen haben allerdings bei der vorliegenden groReren HGMF-
Anlage (Separationsvolumen 5-6 I) nicht ausgereicht, um eine vollstéandige Rickfih-
rung der Partikel zu gewdahrleisten. Dies bedeutet, dass eine Neukonzipierung des

Gesamtverfahrens zur Abscheidung der Magnetpartikel vorgenommen werden
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muss. Im Unterschied zu den so genannten Kugelseparatoren, mit denen am For-
schungszentrum Karlsruhe bereits gearbeitet wird, ist in dieser Arbeit ein anderes
Konzept in Betracht gezogen worden. In diesem Fall wird die Separationskassette
innerhalb der HGMF- Anlage durch ein GefalR ersetzt, in dem die Magnetpartikel
wahrend des gesamten Aufreinigungsprozesses verbleiben. Bei diesem alternativen
Verfahren kénnen wie in der urspringlich eingesetzten HGMF-Anlage Partikelmen-
gen von 100 g und mehr flr die Aufreinigung von rekombinanten Proteinen einge-

setzt werden.

Erste Versuche mit diesem alternativen Verfahren sind mit dem Modellprotein GFP-
Hise durchgefuhrt worden. Mit der einfachen Batch- Verfahrensweise kdnnen ca.
2,2 g des Modellproteins mit 50 g Partikeln innerhalb eines Zyklus aufgereinigt wer-
den, wobei die Aubeute bei 30 % lag. Die Ergebnisse zeigen, dass diese Batch-
Verfahrensweise in Hinblick auf mehrere hintereinander ablaufende Aufreinigungs-
zyklen eine Verbesserung des Verfahrens bewirkt. Die Probleme bei der Partikel-
rackfiihrung, sowie das Problem, dass Partikel aus der Anlage ausgetragen werden,
kénnen eliminiert werden. Dies fuhrt zu einer gleich bleibenden Menge des Adsor-
bens und somit zu einer gleich bleibenden Ausbeute im Verlauf von mehreren na-
cheinander durchgefihrten Aufreinigungszyklen. Vergleicht man die Ergebnisse von
Ebner (Ebner 2006), die in der urspriinglich konzipierten HGMF- Anlage erhalten
wurden mit denen der Batch- Verfahrensweise, so stellt man fest, dass sich diese
Verfahren hinsichtlich der aufgereinigten Proteinmenge im ersten Zyklus nicht we-
sentlich unterscheiden. Da innerhalb des Batch Verfahrens zu Beginn mit einer ho-
heren Produktkonzentration im Rohextrakt gearbeitet wurde, liegt die Ausbeute un-
terhalb der bei Ebner (Ebner 2006) erreichten Ausbeute von 66 %. Die Vorteile der
Batch- Verfahrensweise zeigen sich daher erst im Verlauf von mehreren Zyklen,
wenn im Rahmen der urspringlichen HGMF- Anlage ein Partikelverlust eintritt. Es
ist allerdings auch darauf hinzuweisen, dass die Separationskapazitat der Filterkas-
sette im Verlauf vieler Aufreinigungen gesunken ist. Das heif3t zu dem Zeitpunkt als
die Batch-Verfahrensweise untersucht wurde, wurden mit der urspriinglich konzi-
pierten HGMF- Anlage mit der selben Magnetpartikelcharge und dem gleichen Mo-
dellprotein deutlich schlechetere Ergebnisse erzielt als es noch in der Arbeit von
Ebner der Fall war. Ein direkter Vergleich zwischen einer Aufreinigung von GFP in
der urspringlich konzipierten HGMF-Anlage und der Batch Aufreinigung zeigt, dass
durch die Anwendung des Batch-Verfahrens eine Verringerung der bendétigten Puf-
ferlosungsmengen moglich ist, was die Okonomie des Prozesses nennenswert ver-

bessert. Da sich der Zeitaufwand fir die Proteinaufreinigung beim Einsatz der neu
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konzipierten Batch-Anlage unwesentlich &ndert, die Produktausbeute sich aber im
Verlauf meherer Zyklen erhdht, fuhrt dieser Verfahrenswechsel zu einer Erhéhung
der Raum-Zeit-Ausbeute. Fir die vollstandige Automatisierung des Prozesses mis-
sen allerdings weitere Versuche durchgefihrt werden.

Diese ersten Versuche zeigen daher, dass die Batch-Verfahrensweise eine Alterna-

tive zu dem bislang verfolgten Durchflussprinzip der HGMF-Anlage darstellt.

Tabelle 5-5:Vergleich zweier auf der Magnettrenntechnik basieraden Auf-
reinigungsverfahren am Beispiel der Aufreinigung de Modellproteins GFP-
Hise. Vergleichend sind die Ergebnisse von Ebner (Eb@&6Rund die Ergeb-
nisse des Batch-Verfahrens dargestellt.

HGMF Anlage Batch-Verfahren

Vo () 2,25 2,0

c, GFP-Hig (g 2,54 3,73
Me (9) 48,6 50,0
Omax (mg g-1) 92,0 92,0
Ky g 0,047 0,047
c* (g 0,86 2,61
q* (mg g") 87,0 90,4
Aufgereinigtes GFP-HiHQ) 1,68 2,2
Ausbeute (%) 66,0 30,0
> bendtigten Puffer ) 37,0 19,0

Aufgrund der vorliegenden Langmuir- Parameter von GFP-DhaA®""F sind gegen-
Uber dem Modellprotein GFP-Hiss auch bei der Batch Aufreinigung niedrigere Pro-
duktmengen innerhalb eines Aufreinigungszyklus zu erwarten. Grund dafir ist die
deutlich geringere maximale Sorptionskapazitat von gna= 36 mg g™ der Partikel fiir
GFP-DhaA®"F und die daraus resultierende hohere Dissoziationskonstante Kg.
Dennoch stellt die Batch- Verfahrensweise, aus den oben genannten Griinden eine
gute Alternative fiir die Aufreinigung von GFP-DhaA®""" dar.

Konditionierung des rekombinanten Proteins

Die Aufreinigung Uber die Magnettrenntechnik hat gezeigt, dass das aufgereinigte
Protein in verdinnter Form vorliegt und in hohem MaflRe mit Kupferionen verunrei-
nigt ist, die sich wahrend der Elution von der Oberflache der Magnetpartikel I6sen.
Daruber hinaus wird flr den spéateren Einsatz des Biokatalysators in einem Festbett-
reaktor das Enzym auf einer Matrix immobilisiert. Bezuglich dieser Immobilisierung

sind weitere Faktoren zu bericksichtigen, so dass nach der Aufreinigung zweckméa-
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Biger Weise eine Konditionierung des Biokatalysators vorgenommen werden sollte.

Diese Konditionierung erfolgt in einem Cross-Flow Verfahren tber eine Filtrations-

einheit der Firma Amersham Bioscience, die am Ende der Aufreinigungsanlage in-

tegriert ist (Abbildung 5-13. Die Filtrationseinheit ist aus zwei Kvick Lab Ultrafiltarti-

onsmembranen (UFELA 0010 010 ST 01, Amersham Bioscience) mit einer Aus-

schlussgréRe von 10 kDa und einer Membranflache von je 0,12 m? aufgebaut, so

dass das Fusionsprotein aus GFP und DhaA®""", welches eine GréRe von 60 kDa

aufweist, zuriickgehalten wird. Uber diesen am Ende des Aufreinigungsverfahrens

stehenden Prozessschritt kénnen drei Aspekte fur die Konditionierung des Enzyms

bertcksichtigt werden.

(1) eine Abreicherung der Cu®* lonen,

(2) eine Aufkonzentrierung des Produkts und

(3) eine Umpufferung des Enzyms in ein fur die Immobilisierung gunstiges

Puffersystem.

Vi

P2

N2 }%l V9

E1 8

UF

Z%\HS

o
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Abbildung 5-12: Darstellung der in die
Proteinaufreinigungsanlage integrierten
Filtrationseinheit. Die Proteinlésung wird,
ausgehend von dem Vorlagengefal (E1),
mittels der Schlauchpumpe (P3) Uber zwei
Ultrafiltrationsmembranen (UF) der Firma
Amersham Bioscience (Kvick LabUFELA
0010 010 ST 01) geleitet. Das Permeat wird
in den Abfallbehalter (W2) tberfihrt und
das Retentat in den Vorlagenbehalter zu-
ruckgefuhrt. FOr die Umpufferung des
Proteins wird aus dem Vorlagengefald W1
10 mM Kaliumphoasphatpuffer pH 7,0 in
die Anlage gepumpt. Vor und nach der
Filtrationseinheit sind Manometer (PI)
installiert. Eine manuelle Einstellung der

Filtartionsrate erfolgt Uber das Ventil V99.

Die Eluatfraktionen jedes einzelnen Aufreinigungszyklus mit einem jeweiligen Ge-

samtvolumen von 4,2 | werden Uber die Filtrationseinheit auf ein Volumen von 2,2 |

reduziert. AnschlieRend erfolgt die Umpufferung der Proteinldsung, wobei der Eluti-
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onspuffer durch einen 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 ersetzt wird. Der Fitrati-
onsdruck im Zustrom und der Retentionsdruck betrugen wahrend des Prozesses
1,4 bar bzw. 0,6 bar. Die dabei erzielten Ergebnisse sind in Tabelle 5-6zusammen-

gestellt.

Tabelle 5-6:Ergebnisse zur Aufkonzentrierung und Umpufferung de
GFP-DhaA“ """ -Proteinldsung. Der Prozess wurde als Cross-Flow Verfahren
mit zwei Ultrafiltrationsmebranen durchgefihrt unst an die HGMF-
Proteinaufreinigungsanlage angeschlossen. Die ansviér Aufreinigungs-

zyklen stammenden Proteinldsungen werden einzdkoazentriert und um-

gepuffert.
Fraktionen Reinheit
Eluat Konzentrat Endprodukt (%)
—
S GFP-
= 1,0 1,0 11 88
§ DhaACYYF (g)
N
N
S GFP-
= 0,6 0,65 0,8 78
X DhaA"""" (g)
N
(4p]
2 GFP-
=)
2 DhaACYYF(g) 0,9 0,85 0,9 73
N
<
2 GFP-
=)
% DhaACYYF(g) 0,5 0,54 0,6 80

Wahrend der durchgefiinrten Ultrafiltration tritt im Rahmen der Messgenauigkeit
kein Proteinverlust auf. Allerdings hat sich im Verlauf von weiteren Filtrationen, die
im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurden, gezeigt, dass wahrend
der Filtration ein Proteinverlust zwischen 0,5 und 15 % auftreten kann. Dies ist auf
eine Denaturierung des Proteins wahrend der Filtration zurtickzufiihren, die trotz ei-
ner Kihlung des Vorlagengefal3es eintritt. Eine zweite Ursache fur den Proteinver-
lust ist in der Adsorbtion des Proteins an der Filtrationsmembran zu sehen. Diese
Proteinadsorbtion ist reversibel und kann durch mehrmaliges Spulen der Membran
am Ende des Prozesses aufgehoben werden.

Durchschnittlich liegt der Zeitbedarf fir die Filtration bei etwa 8 min pro Liter des aus
der Aufreinigung stammenden eingesetzten Eluats. Fur die Aufkonzentrierung des
Eluats von 4,2 | auf 2,2 | und die anschlieRende Umpufferung gegen 8 | des fir die

Immobilisierung vorgesehenen Puffers, sind somit ca. 80 min erforderlich. Dies ent-
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spricht in etwa der Zeit, die fir einen Aufreinigungszyklus bendtigt wird, so dass es

maglich ist, die Proteinaufreinigung und die Filtration simultan zu betreiben.

Die Eluatfraktionen der Proteinaufreinigung weisen eine intensive Blaufarbung auf,
welche auf das sich von den Partikeln ablésende Kupfer zuriickzufiihren ist. Uber
Cu?* Bestimmungen, die am Forschungszentrum Karlsruhe durchgefiihrt wurden,
konnten die tber die Ultrafiltration gewiinschte Abreicherung der Cu®* lonen quanti-
fiziert werden. Dabei zeigte sich, dass nach der Filtration in dem Endprodukt eine
Kupferkonzentration, abhangig von der anfanglich enthaltenen Menge an Kupferio-
nen (c%u2+ = 40 - 50 mg I™"), zwischen 4 und 15 mg I'* vorliegt. Diese drei bis zehn-
fach verringerte Konzentration an Kupferionen wirkt sich hinsichtlich der Immobili-

sierung des Enzyms nicht mehr stérend aus.

Fazit aus den Ergebnissen des Produktions- und Downstream-
Prozesses

Der zweite Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit kann in der Bereitstellung der ver-
schiedenen Haloalkan Dehalogenasen fur die Umsetzung von 1,2,3-Trichlorpropan
(TCP) in einem Festbettreaktor gesehen werden. Der Festbettreaktor ist in eine
~Miniplant* implementiert, die im Rahmen der Dissertation von Samorski (Samorski
2006) entworfen, gebaut und charakterisiert wurde. Limitierend bei der Umsetzung
des TCP zu 2,3-Dichlor-1-propanol (DCH) erweisen sich die k., Werte der Haloal-
kan Dehalogenasen. Bedingt durch die geringen Umsatzraten der Enzyme muss in
einem Festbettreaktor eine relativ grole Menge des Biokatalysators in immaobilisier-
ter Form vorgelegt werden. Deshalb wurde der Fermentationsprozess und vor allem
die nachfolgende Aufreinigung des Enzyms darauf ausgelegt, zwischen 5 und 10 g
des Biokatalysators mit einem Reinheitsgrad >80 % fir die Immobilisierung bereit-
zustellen. Diese Menge an immobilisiertem Biokatalysator entspricht einer komplet-

ten Fullung des in der ,Miniplant* eingesetzten Festbettreaktors.

Die fermentative Herstellung der Haloalkan Dehalogenasen DhaA®""" und DSD4 er-
folgte Uber eine Hochzelldichte-Fermentation mit exponentieller Zufitterungsrate
Uber einen Zeitraum von 36 Stunden. Dieses Verfahren wurde bereits fir den ein-
gesetzten E. coli Stamm BW3110, verbunden mit einem Rhamnose induzierbaren
Expressionssystem, zur Herstellung einer L-N-Carbamoylase von Wilms (Wilms et
al. 2001) beschrieben. Bei diesem Verfahren wurden Zelldichten von >100 g Biotro-
ckenmasse (BTM) pro Liter erreicht, wobei 3,8 g I* des Enzyms synthetisiert wur-

den. Im Fall der Haloalkan Dehalogenase DhaA®Y'F konnte iiber eine Verzégerung
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der Induktorzugabe die Produktkonzentration verdoppelt werden. Hierbei wurde der
Induktion 5 h nach Beginn der Fed-Batch Phase zugesetzt. Bei der in Abschnitt 5.2
gezeigten Hochzelldichte-Fermentation zur Produktion von GFP-DhaA®Y'F wurden
Produktkonzentrationen von ¢, =10 g It erreicht. Zu beachten ist hierbei, dass es
sich um ein Fusionsprotein handelt. Bei etwa gleicher Gréf3e der beiden Proteine
(GFP = 29 kDa; DhaA®""" = 32 kDa) entfallt lediglich die Halfte des Produkts auf
den Biokatalysator. Die Fusion der Haloalkan Dehalogenase mit GFP diente ledig-
lich einer vereinfachten Validierung des Fermentations- und Downstream- Prozes-
ses. Die nachfolgenden Fermentationen fir die Herstellung der Haloalkan Dehalo-

genase DSD4 wurden ohne Fusion mit dem Fluoreszenzmarker durchgefihrt.

Der Downstream Prozess des Biokatalysators wurde tber die HGMF-Technik reali-
siert. Diese Technik er6ffnet die Mdglichkeit Verfahrensschritte der zweiten und drit-
ten Aufreinigungsphase in die erste zu integrieren, und so die Gesamtkosten des
Downstream-Prozesses zu senken.

Das Grundprinzip der angewandten HGMF-Technik beruht auf einer Affinitadtsadsop-
tion des rekombinanten Proteins an das magnetisierbare Tragermaterial tGber einen
Histidin- Tag. Aus der Literatur sind weitere magnetische Sorbentien bekannt, bei
denen die Kopplung der aufzureinigenden Proteine tber Protein A (Holschuh 2005)
oder Uber SO;-Gruppen (Meyer 2004) vorgenommen wird. Zudem gibt es von einer
Reihe von Herstellern nicht- funktionalisierte sowie funktionalisierte Magnetpartikel
von unterschiedlicher Grof3e, Porositdat und Remanenz zu kaufen (Chemagen Bio-
polymer Technologie AG, Miltenyi Biotec, u.a.). Die Proteinaufreinigung mittels
Magnettrenntechnik ist heute noch vorwiegend auf Anwendungen im Labormaf3stab
beschrankt. Die Isolierung von Proteinen (Abudiab and Beitle 1998; Schuster et al.
2000; Hubbuch and Thomas 2002) und DNA (Oster et al. 2001) oder die Anwen-
dung in der medizinischen Diagnostik (Olsvik et al. 1994; Lea et al. 2004) stellen ei-
nige interessante Beispiele dar.

Die im Rahmen dieser Arbeit in Kooperation mit dem Forschungszentrum Karlsruhe
konzipierte Aufreinigungsanlage, stellt derzeit die zweitgrofl3te Proteinaufreinigungs-
anlage auf Basis der HGMF-Technik dar. Erst vor kurzem wurde eine Proteinaufrei-
nigungsanlage auf Grundlage der HGMF-Technik in der Literatur vorgestellt, mit der
100 | Rohextrakt zur Aufreinigung von ProteinA bearbeitet werden kdnnen
(Holschuh 2005). Weitere aus der Literatur bekannte Aufreinigungsanlagen bewe-
gen sich in MaRRstdben von 100 ml (Heeboll-Nielsen 2002) bis hin zu 2 | (Meyer
2004).
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Maflstabsvergro3erungen der Separationsmatrix, welche das Kernstiick der in Ab-
schnitt 5.3.2.2 beschriebenen Anlage bildet, wurden auf Basis einer am For-
schungszentrum Karlsruhe in Anwendung befindlichen Separationskassette durch-
gefuhrt. In der vorliegenden Arbeit konnte die Aufreinigung von nennenswerten
Mengen der Haloalkan Dehalogenase in mehreren aufeinander folgenden Aufreini-
gungszyklen durchgefuhrt werden. Allerdings weist die vollautomatisierte Protein-
aufreinigungsanlage im Betrieb einige verfahrenstechnische Probleme auf, was die
Proteinaufreinigung im Gramm-Mal3stab zunéachst einschrankt. Grund hierfur sind
die beim ,Scale-up“ bedingten Veranderungen der Stromungsverhaltnisse innerhalb
der Separationskassette. Diese verursachen erhebliche Probleme bei der Partikel-
separation und der Partikelriickgewinnung. Anstelle der urspriinglich angestrebten 5
bis 10 Gramm des Biokatalysators konnten lediglich 3,0 g in vier Aufreinigungszyk-
len isoliert werden. Die Ausbeuten fallen in dem realisierten Prozess, auf Grund der
gewahlten Prozessstrategie, mit 5 % gering aus. Die Proteinausbeute lasst sich al-
lerdings durch Wiederverwendung der Sorptionsiiberstande, durch Anderung der
Prozessparameter (z.B. ¢, oder my) oder durch eine Anderung des Prozessablaufs
merklich erhéhen. Der Zeitbedarf fir den gesamten Downstream-Prozess liegt fir
einen Aufreinigungszyklus bei 4 Stunden. Da der Zellaufschluss einmalig durchge-
fuhrt wird verringert sich der Zeitaufwand fir jeden nachfolgenden Zyklus um eine
Stunde. Zudem kann die Ultrafiltartion des aus dem ersten Aufreinigungszyklus
stammenden Eluats parallel zu dem zweiten Aufreinigungszyklus in der HGMF- An-
lage erfolgen. Insgesamt ist daher mit der urspringlich konzipierten Aufreinigungs-
anlage ein Zeitbedarf von 8,5 h fir die Aufreinigung von 3,0 g des rekombinanten
Proteins zu rechnen, was einer Produkt-Zeit Ausbeute von 0,35 g Protein pro Stun-

de entspricht.
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Tabelle 5-7:Zusammensetzung des Zeitbedarfs fur einen Aufreinighgszyklus in der
vollautomatisierten HGMF-Anlage. Aufgezeigt ist der Zeitbedarf fir die Fermentatiom
den Downstrem Prozess. Die Ultrafiltration kannaflat zum nachfolgenden Aufreini-

gungszyklus verlaufen.

Zeitbedarf 1 Aufreinigungszyklus
Hochzelldichte- Fermentation 36,0 h
Zellaufschluss (Kugelmdihle) 10h
HGMF- Aufreinigung 15h
Ultrafiltration 15h

> (Zeitbedarf fur einen Aufreinigungszyklus) 4,0h

Auf Grund der erwahnten Probleme bei dem Betrieb der HGMF-Anlage wurde eine
MalstabsvergrofRerung auf Grundlage der HGMF-Technik durchgefihrt, bei dem
die Magnetpartikel wahrend des Aufreinigungsprozesses in einem Gefald verblei-
ben. Versuche zeigen, dass uber diese einfache Batch-Verfahrensweise 2,2 g des
Modellprotein GFP-Hiss mit 50 g Partikeln innerhalb eines Zykluses aufgereinigt
werden kénnen. Die Ausbeute innerhalb dieses Prozesses lag bei 30 %. Die Sorpti-
onskapazitat der Partikel lag mit g* = 90,4 mg g™ nahe bei g Nachfolgende Prote-
inaufreinigungen fir die Haloalkan Dehaloagenase DSD4 wurden ausschlie3lich mit

Hilfe dieser Batch-Verfahrensweise durchgefihrt.

Direkt zu vergleichen mit dem HGMF-Verfahren ist die Expanded Bed Adsorption.
Der Unterschied dieser Verfahren liegt vornehmlich in der Art des Tragermaterials,
an das rekombinante Proteine via Affinitatstags binden kénnen. Ein Vergleich zwi-
schen der EBA- und HGMF- Technik zur Proteinaufreinigung wurde in einer Okolo-
gie Studie der DECHEMA im Rahmen des Projekts ,Einsatz der Magnetrenntechno-
logie bei der Biokatalyse und Bioproduktaufarbeitung“ angestellt. Grundlage hierfur
war zum einen der von Amersham Biosciences veroffentlichte Kostenvergleich zwi-
schen einem konventionellen Festbettverfahren und der EBA-Technik (Amersham-
Biosciences 2001) und zum anderen die in aus der Arbeit von Ebner (Ebner 2006)
mit dem HGMF-Verfahren gewonnenen Daten. Vor allem im Bereich der Investiti-
ons- und Betriebskosten schneidet hier die HGMF-Technik um ein Zwei- bzw. Vier-
faches besser ab als das EBA-Verfahren. Es scheint daher lohnend, die in der Ar-
beit aufgezeigten technischen Probleme der vorgestellten HGMF- Anlage durch al-
ternative Verfahren zu I6sen. Hierbei kdnnen unter Anderem unterschiedliche Prin-

zZipien zur Partikelrickhaltung, wie z.B. Kugelseparatoren zum tragen kommen.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die weil3e Biotechnologie befasst sich mit der Verfahrensentwicklung zur Herstel-
lung neuer Produkte sowie mit dem Ersatz von klassisch-chemischen Produktions-
verfahren durch die Biokatalyse. Der im Rahmen dieser Arbeit betrachtete Prozess
zur Herstellung von Epichlorhydrin (ECH) (siehe Abbildung 1-2 Seite 1-5) geht mit
einer Nebenproduktbildung von Trichlorpropan einher, welche die Wirtschaftlichkeit
des Gesamtprozesses herabsetzt (Gray et al. 2003). Die chemische Synthese von
Epichlorhydrin ausgehend von Propylen erfolgt Gber einen Hauptsyntheseweg, der
Uber die Bildung von Dichlorpropanol verlauft. Als Nebenprodukt entsteht bei die-
sem Prozess die prochirale Verbindung 1,2,3-Trichlorpropan (TCP). TCP ist toxisch
und muss als Abfallprodukt teuer entsorgt werden. Eine Moglichkeit zur Vermeidung
der Entsorgung von TCP kann in der Ruckfihrung dieser Verbindung in den Haupt-
prozess gesehen werden. Hierfir muss TCP enzymatisch Uber eine Haloalkan De-
halogenase in 2,3-Dichlor-1-propol (DCH) umgewandelt werden. Die biokatalytische
Umsetzung des TCP ist allein in Hinblick auf die Ruckfihrung bzw. auf die Abfall-
vermeidung nicht rentabel. Allerdings lasst sich Uber die biokatalytische Umsetzung
des prochiralen TCP Uber Haloalkan Dehalogenasen chirales (R) oder (S)-DCH
synthetisieren. Dieses kann wiederum auf chemischem Wege zu (R) oder (S)-ECH
umgesetzt und zur Synthese von Feinchemikalien verwendet werden, was zu einer
bedeutenden Wertsteigerung des zunachst als Abfallprodukt angesehenen TCPs
fuhrt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, unterschiedliche Haloalkan Dehalogenasen
fur die Umsetzung von TCP innerhalb einer ,Miniplant* in ausreichenden Mengen
zur Verfigung zu stellen. Mit eingeschlossen war hierbei sowohl die Expressionsop-
timierung von Haloalkan Dehalogenasen im jeweiligen Wirtsorganismus, wie auch
die Produktion und Aufreinigung des Biokatalysators im Gramm- Mal3stab. Die zur
Verfigung gestellten Haloalkan Dehalogenasen stammten von der Firma DOW
Chemicals (San Diego, USA). Diese wurden im Hinblick auf ihre Enzym- Aktivitat
und DCH bezogene Enantioselektivitdt am Institut fir Technische Biochemie der
Universitat Stuttgart modifiziert. Das Projekt ist durch eine simultane Vorgehenswei-
se gekennzeichnet. So ist der gesamte Fermentations- und Downstream- Prozess
mit einer Haloalkan Dehalogenase (DhaA bzw. DhaA®""F) etabliert worden, die sich
zwar durch einen geringen ee- Wert auszeichnet, aber problemlos in hohen Kon-

zentrationen in E. coli synthetisiert werden kann. Gleichzeitig wurden fir die hin-
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sichtlich des ee- Wertes interessanteren Haloalkan Dehalogenasen (DSD4,
DSD4™% hzw. DSD49) Expressionsstudien durchgefithrt und anschlieRend die aus
der Fermentation und Aufreinigung von DhaA gewonnen Erkenntnisse auf diese
Prozesse Ubertragen. Der Ausgangspunkt aller Haloalkan Dehalogenasen war die
Expression dieser ausgehend von einem rhagap - Promotor in dem Wirtsorganismus
E. coli BW3110.

Die fiir die Haloalkan Dehalogenasen DSD4, DSD4"°"Y und DSD49 durchgefiihrten
Expressionsstudien lassen sich in experimentelle (Abschnitt 4.2) und modellgestiitz-
te Ansatze (Abschnitt 4.3), die mit einer Anderung der Aminosaure- oder Nuklein-
sauresequenz einhergehen, unterteilen. Hierbei wurde versucht, Uber die unter-
schiedlichen Ansatze neben dem vordergriindigen Ziel der Expressionsoptimierung
des aktiven Zielproteins, auch die Ursachen fir die Bildung von ,Inclusion bodies”

oder fur die verminderte Produktkonzentration herauszuarbeiten.

Auf experimenteller Ebene wurde vor allem durch den Einsatz eines E. coli B
Stamms an Stelle des urspriinglichen E. coli K12 Derivats, gekoppelt an eine Ver-
minderung der Kultivierungstemperatur, die Synthese der Haloalkan Dehalogena-
sen DSD4 und DSD49 signifikant verbessert (Abschnitt 4.2.3). Uber deren Expres-
sion in E. coli BL21(rha) konnte die Produktmenge um den Faktor zehn gesteigert
werden. Trotz einer vermehrten Bildung von Einschlusskorpern, fihrte dies dennoch
zu einer um den Faktor drei erhoéhten Bildung an aktivem Enzym. Eine Ausnahme
bildete die Punktmutante DSD4"°"V, die ausgehend von DSD4 erstellt wurde. Die
Proteinmenge dieses Enzyms liel3 sich zwar auch wie bei den vorangegangenen
Haloalkan Dehalogenasen, mit Hilfe des E. coli B Stamms signifikant steigern, je-
doch ist es nicht méglich, ausreichende Mengen des léslichen Enzyms herzustellen,
um eine Umsetzung des Substrats TCP nachweisen zu kdnnen. Der in Abschnitt
4.2.2 beschriebene Einsatz von chemischen Chaperonen fiihrt dazu, dass die Lds-
lichkeit der Punktmutante DSD4"°"Y von 5 % auf 80 % gesteigert wurde. Jedoch
konnte aufgrund der geringen Menge des synthetisierten Proteins ein Nachweis der
Enzymaktivitat nicht erbracht werden. Zielfihrend im Fall von DSD4"*"Y war die in
Abschnitt 4.2.4 beschriebene Fusion des Proteins mit dem Maltosebindeprotein
(MBP). Im Vergleich zu dem Standardprotein MBP-GFP konnte die synthetisierte
Gesamtproteinmenge von MBP-DSD4™°"Y gegeniiber DSD4""Y von 55 % auf
95 % angehoben werden. Gleichzeitig erhéhte sich die Proteinldslichkeit von 5 %
auf 75%. Allerdings ist auch in diesem Fall keine Umsetzung des

1,2,3-Trichlorpropan detektierbar. Die Fusion mit MBP kann sich hierbei konformati-
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onsbedingt, stérend auf die Aktivitdt des Enzyms auswirken. Demgegeniber konnte
aber fur das Fusionsprotein MBP-DSD4 ein Vollumsatz des Substrats in das Pro-

dukt 2,3-Dichlor-1-propanol detektiert werden.

Die im Abschnitt 4.2 beschriebenen Ergebnisse basieren auf experimentellen An-
satzen. Im Rahmen dieser Versuchsreihen konnten signifikante Verbesserungen
der heterologen Proteinexpression fur die Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und
DSD49 erzielt werden. Allerdings sind aus diesen Ansatzen heraus keine klaren
Aussagen dariiber zu treffen, welche Faktoren bei der Proteinfaltung von DSD4"*"V
im Einzelnen ausschlaggebend sind. Die Hypothese, dass eine zu hohe Produkt-
konzentration im Zytoplasma den alleinigen Grund fiir eine fehlerhafte Proteinfal-

H107Vv
4

tung darstellt, kann fur die Haloalkan Dehalogenasen DSD4 und DSD als wi-

derlegt gelten.

Im Abschnitt 4.3 wurde versucht, weitere Einfliisse auf die Proteinfaltung von DSDA4,
DSD4""Y und DSD49 ausfindig zu machen. Hierbei wurde in der Regel ein Ver-
gleich zu der Haloalkan Dehalogenase DhaA gezogen, welche bereits zu Beginn
der Arbeiten eine hohe Expression in dem Wirtsorganismus E. coli BW3110 zeigte.
Im Vordergrund der Betrachtungen stand zunéachst die ,codon usage® der unter-
schiedlichen Haloalkan Dehalogenasen in Bezug auf den Wirtsorganismus E. coli.
Es zeigte sich, dass die CAI- Werte aller genutzten Dehalogenasen in hohem Maf3e
von hoch exprimierten Proteinen in E. coli abweichen. Zudem besitzen DhaA, DSD4
sowie DSD49 in gleichem Mal3 eine Reihe seltener Codons. Eine Komplementie-
rung von tRNAs seltener Codons hatte auf die Expression der Haloalkan Dehaloge-
nasen jedoch keinen Effekt. Nicht ausgeschlossen werden kann, dass die erheblich
unterschiedlichen mRNA- Strukturen der Haloalkan Dehalogenasen DhaA, DSD4
und DSD49 sowohl Einfluss auf die Proteinexpression als auch auf die Modulation

der Proteinfaltung nehmen.

Anderung innerhalb der Aminosauresequenz wurden nach dem Modell von Wilkin-
son und Harrison, am Beispiel der Haloalkan Dehalogenase DSD4 durchgefuhrt.
Die insgesamt 17 Modifikationen innerhalb der Aminosauresequenz von DSD4%™
fuhrten jedoch unerwartet zu einer Verschlechterung des Faltungsprozesses. Die
Modifikationen wurden in Anlehnung an die Aminosduresequenz von DhaA vollzo-
gen, wobei der Anteil an geladenen und hydrophoben Aminosauren in Loop- Regio-
nen verandert wurde. Ein Eingriff in die Aminosauresequenz ist nicht nur hinsichtlich

einer Veranderung der Enzymaktivitat, der Enantioselektivitdt oder der Substratspe-
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zifitat als kritisch zu betrachten, sondern auch in Bezug auf die Proteinfaltung. Das
Modell von Wilkinson und Harrison wurde bis dato lediglich auf die Vorhersage der
Ldslichkeit von unmodifizierten Proteinen angewandt, d.h. auf Proteine eines Orga-
nismus, die nicht nachtraglich einer gerichteten oder ungerichteten Mutagenese un-
terzogen wurden. Offenbar konnen die Ergebnisse dieses Modells nicht auf die syn-

thetisch hergestellte und modifizierte Variante DSD4%™ {ibertragen werden.

Die ausgehend von der Haloalkan Dehalogenase DSD4 am Institut fir Technische
Biochemie erzeugte Punktmutante DSD4™%"V |asst erkennen, dass bereits durch
den Austausch einer einzigen Aminosaure der Anteil an I6slichem Protein von 50 %
auf 5 % herabgesetzt wird. Da es sich hier um einen Aminosaureaustausch handelt,
kénnen durchaus strukturelle Veranderungen wahrend des Faltungsprozesses des
Proteins erwartet werden. Histidin, das durch Valin an Position 107 innerhalb des
katalytischen Zentrums ausgetauscht wurde, gehoért auf Grund seiner biochemi-
schen Eigenschaften einer anderen Gruppe von Aminosauren an als Valin. Uberra-
schenderweise [8st indes auch der Austausch von Histidin gegen histidinahnliche
Aminoséauren, wie Lysin oder Arginin Veranderungen wahrend des Faltungsprozes-

ses aus, die jeweils in einem inaktiven Protein minden.

Aus der Literatur ist bekannt, dass auch die Nukleinsduresequenz Einfluss auf die
Proteinfaltung nimmt. Deshalb wurde desweiteren untersucht, ob iber eine Ande-
rung des Translationsprofils von DSD4 die Proteinfaltung beeinflusst werden kann
(Abschnitt 4.3.3). Da es sich hierbei um einen Austausch von synonymen Codons
handelt, wirken sich die in diesem Bereich durchgefiihrten Modifikationen aus-
schlieBBlich auf der Nukleinsdureebene aus. Das Translationsprofil von DSD4 wird
im Rahmen des Mdglichen an das Profil von DhaA angepasst. Die dadurch stark
beeinflusste mMRNA- Struktur sowie das gednderte Translationsprofil nehmen den-
noch weder in positiver noch negativer Hinsicht Einfluss auf den Faltungsprozess

der Haloalkan Dehalogenase DSDA4.

Im Abschnitt 4.3.4 wurde desweiteren gezeigt, dass sich nicht nur der Faltungspro-
zess von Proteinen sondern auch die im Zytoplasma befindliche Produktmenge
Uber die Nukleinsduresequenz manifestiert. Dies wurde Uber die Einfihrung der
beiden synonymen Codons AAA und AAG der Aminosaure Lysin an Position 107
deutlich. Das erste dieser beiden Codons bewirkte, dass das neu synthetisierte Po-
lypeptid nicht in Form von ,Inclusion bodies* ausfallt, sondern fiir Proteasen zugang-

lich ist und dadurch bedingt abgebaut wird. Dies drickte sich in einer geringeren
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Produktkonzentration aus, und ging einher mit einer Inhibierung des Wachstums,
verbunden mit einer Verminderung der Biomassenendkonzentration.

Der Faltungsprozess eines Proteins ist in vivo an unterschiedlichste Faktoren ge-
knupft. Die in Abschnitt 4.3 angestellten detaillierten Betrachtungen, zum einen von
Aminosauren an Position 107 der Haloalkan Dehalogenase DSD4, zum anderen
von synonymen Codons, lasst den Schluss zu, dass der Faltungsprozess von Prote-
inen Uber eine Vielzahl von Faktoren moduliert wird. Hierbei sind neben der Amino-
sauresequenz auch Faktoren auf der Ebene der Nukleinsduresequenz zu bertck-
sichtigen. Beispiele hierfur sind die mRNA- Sekundéarstruktur, die Translationselon-
gationsraten, die ,codon usage“ bzw. die Wahl synonymer Tripletts oder die Kon-
zentration an vorhandener tRNA. Da viele der genannten Faktoren miteinander ver-
knupft sind, gelingt es offenbar in dem hier vorliegenden Fall nicht, nur durch die
Betrachtung eines Einzelfaktors Einfluss auf den Faltungsprozess zu nehmen. Dar-
aus folgt, dass es keine universelle Vorgehensweise gibt, um den Faltungsprozess

wahrend der heterologen Proteinsynthese in einer positiven Weise zu beeinflussen.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Herstellung von Haloalkan Dehaloge-
nasen im halbtechnischen MalR3stab fir die Umsetzung von TCP, welche in einem
Festbettreaktor durchgefihrt werden sollte. Das Herstellungsverfahren umfasst so-
wohl den eigentlichen Produktionsprozess des Enzyms, wie auch die Aufreinigung
des Biokatalysators aus dem Fermentationsrohextrakt, welche den kostentreiben-
den Faktor darstellt. Da es sich bei Haloalkan Dehalogenasen um technische En-
zyme handelt, sollte ein moéglichst kostenglinstiger Weg zur Aufreinigung dieser En-
zyme aufgezeigt werden. Dies ist durch die Einsparung von einzelnen Prozess-

schritten wahrend des Downstream- Prozesses realisiert worden.

Die Produktion des Biokatalysators wurde Uber eine Hochzelldichte- Fermentation
mit dem Wirtsorganismus E. coli Uber ein Rhamnose induzierbares Expressionssys-
tem in Anlehnung an die Arbeiten von Wilms (Wilms et al. 2001) realisiert. Mit die-
sem im Abschnitt 5.2 beschriebenen Prozess gelang es, innerhalb eines Fermenta-
tionsdurchlaufs circa 10 g I* der Haloalkan Dehalogenase innerhalb eines Zeit-
raums von 36 h herzustellen.

Der zweite und kostenintensivere Schritt des Herstellungsverfahrens ist, wie oben
bereits erwahnt, der so genannte Downstream- Prozess des Biokatalysators. Die
urspringlich aus der Mineralaufarbeitung bekannte ,High Gradient Magnetic Field’
(HGMF)- Technik wurde im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt, um eine direkte Auf-

reinigung von Proteinen aus Zellrohextrakt durchzufiihren. Diese Technik basiert auf
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magnetischen Sorbentien, welche mit aus der Proteinaufreinigung bekannten Affini-
tatsliganten funktionalisiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden IDA funktio-
nalisierte Magnetpartikel der Firma Chemagen Technologie AG (Baesweiler) einge-
setzt, die fur die Aufreinigung von ,Histidin- getagten® Proteinen geeignet sind. Uber
die HGMF- Technik lassen sich ahnlich wie bei der ,Expanded Bed Adsorption’
(EBA) Chromatographie- Schritte der ersten Aufreinigungsphase, wie beispielswei-
se die Biomassenabtrennung, die Zelltrimmerabtrennung oder erste Aufkonzentrie-
rungsverfahren, vermeiden. Die Méglichkeit eine gleichzeitige Grob- und Feinreini-
gung von Proteinen direkt aus dem Zellrohextrakt durchzufuihren, fihrt zu einer er-
heblichen Kostenersparnis im gesamten Aufreinigungsprozess. Die urspriinglich
konzipierte Proteinaufreinigungsanlage, wie sie in Abbildung 5-10des Abschnitts 5.3
gezeigt ist, wies wahrend des Betriebs erhebliche Schwachstellen auf. Sowohl| die
Separation der Partikel an der Abscheidematrix, wie auch die anschlieRende Riick-
fuhrung der Partikel aus der Separationskassette in die Vorlagebehélter, waren mit
einem hohen Verlust an Partikeln behaftet. Bedingt durch diese Probleme konnten
in der urspringlichen Anlage mit 100 g Magnetpartikeln durchschnittlich nur 0,35 g
des Biokatalysators pro Stunde aufgereinigt werden.

Aufgrund der problembehafteten Partikelseparation wurde der Kernbereich der An-
lage, d.h. die Separationskassette durch ein einfaches Gefald ersetzt, in dem die
Abscheidung der Partikel in der Art eines Batch- Ansatzes erfolgte. Durch den
Verbleib der Partikel in einem Separationsgefald wahrend des gesamten Aufreini-
gungsprozesses wird ein Partikelverlust vermieden. Diese Modifikation der ur-
sprunglichen Aufreinigungsanlage ermdglicht, in den bisher durchgefiihrten Versu-
chen 2 g des Modellproteins GFP-Hisg mit der Halfte der urspriinglich 100 g einge-
setzten Magnetpartikeln innerhalb eines Aufreinigungszyklus zu isolieren. Zu beach-
ten ist hier, dass die maximale Partikelkapazitat gn.x fir GFP-Hisg doppelt so hoch
ist wie fur das Fusionsprotein GFP-DhaA. Positiv festzuhalten bleibt, dass uber
mehrere Zyklen hinweg das Batch- Verfahren, auf Grund des vermiedenen Partikel-
verlusts, eine Mdglichkeit bietet die Proteinausbeute des Prozesses konstant zu hal-

ten.

Im Vordergrund von weiterfiihrenden Arbeiten stehen vor allem zwei Entwicklungs-
alternativen fur die Proteinaufreinigung mittels HGMF im technischen MalR3stab. Eine
dieser Mdglichkeiten liegt in der Art der Prozessfiihrung selbst begriindet. Es muss
sowohl die Entwicklung von verbesserten Separationsmatrices vorangetrieben als
auch, alternativ dazu, die Weiterentwicklung und Automatisierung der erwahnten

Batch- Aufreinigung gefdrdert werden. Eine weitere Moéglichkeit zur Weiterentwick-
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lung der HGMF- Aufreinigungstechnik liegt auf dem Gebiet der magnetischen Sor-
bentien, die noch ein erhebliches Entwicklungspotential beinhalten. Im Verlauf der
Arbeit wurden unterschiedliche Partikelchargen der Firma Chemagen Technologie
AG untersucht. Die maximalen Sorptionskapazitaten gmex differierten hierbei um den
Faktor zwei, so dass in weiterfiilhrenden Arbeiten ein besonderes Augenmerk auf

den reproduzierbaren Herstellungsprozess der Magnetpartikel gelegt werden sollte.
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7. Anhang

7.1. DNA-Sequenzen

* Nukleinsduresequenz von dsd4

Starnt dsd 4 N
1l atyg agc gaa gaa gog atc btoy goc cbo gac cog cab cca ofc aay aas cag
L = =] & a i = a 1 d B h hu] r k k o
EZ2 gaa ctg cte gyo acc tog abg tot tak ghc gat aco ggy act ggc gag ocog
=] 1 1 o T = m = i w d T o t o =] ha]
102 gtg gbg tho oty cac ggo aat coca aco toc tog tac ttg togyg o9y aac god
W W £ 1 h o I ha} t = = W 1 w r n W
184 att ceoca cat gtc gog Ccof gto goc agy tgo abc got coc gac oty atc oo
i hu] h w a B w a r c i a hu] d 1 i o
Z05 atg gga gog toa ggy oot boc tot age ggc aac tac acy tho goc gat cat
L o a = o h1] = = = o b s t £ a d h
ZEE gog cga cat cobc gat gog cho cko gac gog atbt thg cca asyg ggc cay chbo
a r h 1 d a 1 1 d a i 1 ha] k o o 1
207 age thg gbyg gty cac gac btgy goga tog gog obg gt Eto cac tgg goc ast
= 1 w w h d w o = a 1 o £ h w a n
358 cgo ast ogy gat o9y ogta agy goga atc goc tac atg gasa gog att gbg oga
r 1 r d r w r o i a T I =] a i w r
409 cog gbg chyg tgy Loy gay tygg oCc gaa ot goc Ccga gac att tto aag acdg
B w 1 w = = w hu] = r a r d i £ k t
450 ctg cga act Ccog gocC gog-f gas gay atg atbt cbc asa aac aac gta tte gog
1 r t hu] a o & & L i 1 k 1 I w £ w
51l gag cgy atc cbg coc gogo agc gbo thy oyc asa bty agec toc gaa gas atdg
=] r i 1 ha] o = w 1 r k 1 = = =] =] I
L&Z gac aak tat ogc ogy coc BLE ogc gac goa gya gaa toy oy oy Cca aca
d 1 i r r B £ r d a o e = r r B t
&13 cteo acy togy cog o9t cad att ooy atc gag oot gag ooy ooc gac gty oo
1 T W hu] r o i hu] i =] o = hu] a d w w
G654  gaa atc gbyg cag aaa takb Loo gag togy chg goa cag agoc gog gbg ©cc asas
= i w o k s = & w 1 a = = a w B k
71E ctg cho gbyg aat gog gad ooy gga gog atbt thbg ata ggo gog cag ogo gag
1 1 ko I a = hu] o a i 1 i o a o r =
TEE bttt tgb cac caa btgg coy aat cay cgo gasa gbc acy gbc asy ggc gta cac
f o h o w ha] n of r =] w T w k o w h
217 ttc atc cay gaa gat too cog cac gay atc gog oga ooy atc goca gac todg
f i of = d = B h = i o ¥ a i a d w
Stog
862 tac cga gga atc tas
¥ r g i -
Bei der Nukleinséuresequenz von dsd4™°"V befindet sich an Position 107 an Stelle

von cac das Codon gtg.
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Die in den Nukleisduresequenzen von dsd4®™ und dsd4®" unterlegten Codons

wurden im Zuge der Mutagenesen verandert.

* Nukleinséuresequenz dsd4™™

Start dsgdsrn
1l rcat abty agc gaa gaa gog abtc tog goc cbe gac cog cabt cCca ogoc aad aak
h i} = =] =] a i = a 1 d B h B r k k
Mut?
EZ rcag gaa cty cbeo ggo ace tog atyg tot tat gbc gat ace ggg gat ggc gag
o =] 1 1 o t = m = ks w d t o d o =]

103 cog gbyg gbg Lto oty cac ggo aat oca acc Loo tog tac £og togy ogog asc
hu] w w £ 1 h o 1 h4] t = = T 1 w r I

154 gbg att cca cat gbc gog cog gbc goc ayg tgo atc got coc gac oty ate

i a r [l i a B d 1 i

Mutz Muti-5

Z05 gy aty gya 9oy toa gac oot toc tot gac cte gat tac acg tho goc gatc
o L o a = d hu] = = d 1 d T t £ a d

Mube-5

ERE rcat gog Ccga cat cto gat gog obc cbe gac gog att ttg cca tig gaa gag

h a r h 1 d a 1 1 d a i 1 B 1 =] =]

307 cbec age bty gby gbyg cac gac tgg gya tog gog cbyg ggo tbo cac btgg goco
1 = 1 w w h d w o = a 1 o £ h L a

352 aat cgo ast oog gat ogg gta agy oya atc goo tac atyg gaa gog act obg
I r I P d r w r o i a s m & a i w

M- M2
407 oot atc gbg cty tgyg gac gayg tgg oo gaa cgbt goc cga gac att the aag
ha] i w 1 w d = w ha] = r a r d i £ k

450 acg oty cyga act coy goC gUc Jasa gay atg att obo aaa cag asc gta tho

t 1 r t B a o =] =] I i 1 k q 1 w f
Mt Mutls Mutle
E1l gbg gayg cgy atc ctyg coce ggo bge gbc thg cge oog bty acg toc gaa gas
w =] r i 1 B o c w 1 r P 1 t = =] =]
Muti 7

EEZ2  abg gac asat tat cge cgyg coc bbbt ok gac goa goga gaa tog oy ogg coa
1 d n T r r ha] £ 1 d a o =] = r r ha]

613 aca ctc acyg tgy coyg ogkbk cag att cog abc gay ggt gay ooy goc gac ghg

E66d ooy gaa ate gbyg cayg aas tat too gag togg oty goa cad agc gog otog oo

715 aaa ctg ctbc ghbg aat gog gag ooy oOUa gog att bty ata ggc gog cag cgo

TEE  gay bttt tgb cac caa tgg cog aat cay ofc gas gbc acy gtc asy ggo gta

217 cac tbtc atc cag gaa gat toc ooy cac gag atc gogy cga gog atc goa gac
h i i of =] d = ha] h = i o r a i a d
.S“tuE
262 tgg tac cga gyga atc tas
w W r o i =
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Nukleinsauresequenz dsd4*™

1

LE

102

154

z0E

ZEE

207

358

402

4 &0

511

L&z

£13

B64

71k

TEE

517

262

Start dsggsm: .
atg tca gaa gaa gog atc age gog cbhc gAC CCOC CAb CCAa CYC aad asdg caa
i1 = & & a i = a 1 d hu] h h2] r k k o
gaa cta ctg ggc acc age atyg age tac gtc gat act gga acc ggc gay oot
=} 1 1 o t = I = W w d t o t o e B
gty ogtg ttc oty cac ggt aac oog acc tog too tac ctg togy oge aac gog
v w £ 1 h o 1 j4] T = = T 1 w r 1 w
atc cog cat gta goa coy gtg gog cgg tgc att got cca gac ctg atc ggg
i h2] h w a hu] w a r o i a h2] d 1 i o
aty gya goyg tog ggt oot age tcoct agt ggt aac tat aca ttc gog gac cac
b o a = o B = = = o 1L i t £ a d h
oot cgg cat ctc gat goo ctc otk gat goc att okt cca aaa gogo caa cbo
a r h 1 d a 1 1 d a i 1 B k o o 1
tca ctg gt gty cac gac tgy goc tca got ctc gga tteo cac tgy goo aat
= 1 w w h d w o = a 1 o f h w =1 1
ogC aat cgc gat cgg gtc cge ggt akt goa tac atg gaa gog atc ghg oo
r n ¥ d r w r o i a i m = a i w ¥
ccg gbg ©bC tgg agt gaa tgy oot gaa ogt goc gt gac atc ttc aaa act
hal W 1 w = = W hal e r a r d i £ k T
ctc cgg acc cca got ggo g8 gag atg atc ottt azsa sac aac gte tte gog
1 r t hu] a o = = I i 1 k n 1 w f w
gay aja atc obCc cog gog age ogtc obc oot mas ott agt ag- gagy gag atg
=} ¥ i 1 hal o = W 1 ¥ k 1 = = =} = I
gac ast tat cge cgyg cca tiC agA gac gog ggb gag tog COA A0 cca aDC
d n i r r B £ r d a o = = r r B T
ctt act tgg coc cgC cas abtc ©OC atc gag ggt gag ©COC gog gat gtg gto
1 t w hu] r o i 4] i = o = ha] a d w w
gag astc gbtc caa aag tac age gaa tgg cog gog cag tca gog gbtc cog aag
=} i w of k i = =} w 1 a o = a W B k
ttg ttg gty AaC gog gaa oo goo got ot ottt ate ggt goC cay CcOR gaa
1 1 W 1L a = ha} o a i 1 i o a of ¥ =
ttt tgt cat cag gy coCc aac cay a9 gas Obg acyg gtg aaa gga gtg cac
£ = h of w hu] 1 o r = w = w k o w h
thc atc cayg gaa gac ago coy cac gada atc ggc agg gog atc gog gat tog
£ i of = d = hal h = i o r a i a d W

Stog

tac agg ggt atc taa

i r o i -
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* Nukleinsduresequenz von dsd49

52

1035

154

205

256

307

358

409

460

511

a62

613

664

715

-1

g17

dog

Start

asd49

atg
m

age
]

gag

atc

too

cog

gag
]

cce
b

atg

aan

cac

ccC

cto

gga
q

a3aa

tog

arg

gog

cog
r

gta

qag

gac

atc

LLC

cto
1

cac

ggc

aac

cCC

tog
=

tat

oy

(alu

aac

atc

CCC

cac

cti

gag

cog

cat

goa

tgo
C

gog

gat

cto

atc

atg

oA

gat

tog

qag

aag

cto

gag

agc
s

cog

cgc

oo

atc

gaa

cat

cgc

Jaa

tat

ctc

gat

LLC

gag

cto

ctg

cag

aac

gto

acc

cto

gtc

gto

cac

tog

tco

ct

tLo

tog

i (ol

aac

cog

aat

cog

qag

oo

aaqg

atc

tat

gag

atc

ot

cgc

cog

ctC

agc

tog

caa

tog

gac

¥ [u

geg

LLL

cay

ggt

TLt

ladu [

too

Jaa

goa

gag

atg

atc

aag

gto

gte

gaa

coy

gte

oty

cCcC

tog

oty

acy

cgt

gag

atg

gaq

gto

tat

coc

aga

LLCL

gac

aga

tca

o

acc

cti

acc

tgy

CCC

oo

atc

atc

ooy

cog

gat

acc

gag

atec

geg

ageo

gog

agec

g

goo

a4ac

cteo

aag

cti

L

ott

aac

goo

cog

gog

ct

ggt

cag

qag

tLo

tyc

oo

acg

oy

aat

oo

gro

gta

ggt

cac

tte

atec

cag

gag
.S‘tc-a

gac
d

tog

tac
¥

gocg
a

gat
d

ot

1

cog
D

Jaa

agc

gedg

att

goa
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* Nukleinsduresequenz von dhaA

Lz

103

1t4

Z058

ZEE

207

2La

403

4E0

Lll

LEE

&l2

aEd

71k

TEE

217

563

Start

dirah

atg
In

tca
=

gaa

ogqc

[ s

gac

ccCc

tat

gaa

gay

tac

ogat

oga

oo

ogat

acq

tTto

aac

acc

tog

toc

tac

tog

aac

atc

oo

cat

gta

oo

oo

o

att

ot

gac

atac

oy

gda

tog

asaa

cCca

cto

gat

tat

=y ol

gac

cac

qto

tac

et

tLC

yoo

Tty

gt

ttg

gay

gt

ot

atc
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gy c

cto
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ttC
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gaa

gto
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gaa
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oo

atac

ooy
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tog
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gay
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ttC

coay

[u | a

atc

atc

gat
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yot

atc
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oo
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at g
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oot

gac

cga

cca
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oo

gt

[ngmd s

gog

atc

goy

cto

goa

tog

cto

cac

tca

[ndnd o

cog

ttg

Tty

oo

gta

oty

atc

oo

gqoo

gaa

oo

=)

aga

ctt
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aag

aca

gac
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ooc

cog

ooa

ttg

cac

cag
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oo

gac

ottt

e

At

Im Fall der Variante dhaA®""" sind die Codons tgc und tac an

gegen die Tripletts tac und ttc ausgetauscht.

gag

atc

goo

fufs fu)

Ty

Position 176 bzw. 273
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7.2. Plasmidkarten

Im Folgenden sind die aus dieser Arbeit hervorgehenden Plasmide in Form von
Plasmidkarten aufgezeigt.

* Konstrukte mit der Haloalkan Dehalogenase DhaA

Nz

BarmHI

dhad

B
pJOE4036 Dhah rmX

5488 bp
bla

Hindlll

feild

pJOE4036 DhaA-GFP

6203 bp Hindlll
rrnEj

lyl

pJOE4056 GFP-Dhah

B2 bp Hindlll
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Plasmide fur die Expression der Haloalkan Dehalogenase DSD49

pJOE4056 DSD49 _ pJOE4036 MBP-DSD49
5504 bp BB32 bp

pJOE4056 GFP-DSD49
6221 bp

Hindlll
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* Konstrukte fir die Expression von DSD4

pJOE4036 DSD4 pJOE4036 MBP-DSD4
5483 bp BE50 bp

Hindll

Hindll

pJOE4056 GFP-DSD4
F239 bp
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* Plasmide fir die Expression von DSD4"*" in E. coli und P.putida

pJOE4782 DSD4H0™
7264 bp

rhas
s HIOTY P
Kﬂ\ma
\

Mcfel

Hindlll

pJOE4782 GFP-DSD4HI™
7999 bip haR

L. g HIOPY

Hindlll s P, y

Hindlll Ndel

pJOE4782 MBP-DSD4H107

rhaR B476 bip e

Hindll

Nictel Bl
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7.3.

Abklrzungen

(KTEL)eff «rvvvrrmmmmmmmmnnnnnnnnnns Codon spezifische Translationselongationsrate (AS s™)
B O Grad Celsius

O R spezifische Waxhstumsrate (h™)
ST RPN Mikrogramm

ML Mikroliter

MM e Mikrometer

AMP Ampicillin

AS Aminoséaure

o] o IR Basenpaare

BSA . Rinderserumalbumin

BTM .o, Biotrockenmasse (g)

CAl i, Codon Adaption Index

Cp wovvrrrrreeniirin e Produktkonzentration (g I

Lo T eingesetzte Proteinmenge (g I™")
o Substratkonzentration (g I'*)
o verbleibende Proteinkonzentration im Rohextrakt (g I™)
CV-CV' i, Loslichkeitsindex (-)
o Biomassekonzentration (g I'*)
DCH ..o, 2,3-Dichlor-1-propanol

[D]1Y/ 157 @ I Dimethylsulfoxid

DNA .., Desoxyribonukleinsdure

ECH .., Epichlorhydrin

EDTA .., Ethylendiamintetracetat

=T Enatiomereliberschuss (%)
EtOH ..o Ethanol

Ex oo Extinktion der Wellenlange x nm
f o “folding index”

() I Volumenstrom des Feeds (I h™)
Lo [ Gramm

GFP s Green Fluorescence Protein
GTP/CTP/UTP/ATP ...... Guanosin-/Cytosin-/Uracil-/Adenosin-5'-triphosphat
Ao Stunde

HoOVE o vollentionisiertes Wasser

Kan .....ccoooveeeeiieiiiieeeiinns Kanamycin

kDa ....ooovvviiiiieeiiieeeeis Kilodalton
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L Liter

LB o Luria Bertani Medium

M o Mol pro Liter

101 Milligramm

MIN e Minute

Ml e Milliliter

1 Partikelmenge

VIR oo Remanenz (Am? kg™)

MW e, Molekulargewicht

MWM i, Molekular Weight Marker

Nal .o, Nalidixin

nf‘ai ................................ Haufigkeitt, mit der ein Codon innerhalb einer Aminosaure
auftritt

N e, Anteil eines einzelnen Codons innerhalb des Genoms von
E. coli

OD500 wevivnriviiiiiieiieennn, optische Dichte bei 500 nm

o o Partikelkapazitét (mg Protein g™ Partikel)

o maximale Partikelkapazitat (mg Protein g™ Partikel)

S e Sekunde

T o Temperatur (T)

TCP e, 1,2,3-Trichlorpropan

TM ereeeeee e Schmelztemperatur von Primern (C)

(6]0] 1 o I Umdrehungen pro Minute

Vo Volt bzw. Volumen

D Menge adsorbiertes Protein pro Gramm eingesetztem Pro-
tein
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