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1 Einleitung

1.1 Zufallsmutagenese

Enzyme oder Proteine mit neuen Eigenschaften konnen entweder durch ,,Organismen®- Suche
in Umweltproben oder durch Verdnderung bereits bekannter Proteine oder Enzyme gefunden
werden. Fiir das Design von Proteineigenschaften hat sich neben der auf

Rontgenstrukturdaten und Computermodelling basierenden rationalen Mutagenese in letzter

Zeit auch die Zufallsmutagenese etabliert (s|Abbildung 1.].) (Bornscheuer, 1998). Die

Zufallsmutagenese, auch gerichtete Evolution genannt, versucht die natiirliche Evolution
dahingehend zu kopieren, daB3 in das interessierende Gen zufdllig Mutationen eingebracht
werden und die entstechenden Varianten dann auf verdnderte Eigenschaften hin untersucht
werden.

Im Gegensatz zur rationalen Mutagenese ist fiir die Zufallsmutagenese keine Strukturkenntnis
notig, auch lassen sich durch die gerichtete Evolution Enzymeigenschaften wie
Losungsmittel- (Moore und Arnold, 1996), pH- oder Temperaturstabilitit (Rellos und Scopes,
1994) optimieren, zu deren Erkldrung man auf molekularer Basis noch nicht in der Lage ist.
Der limitierende Faktor bei allen Methoden der Zufallsmutagenese ist die entstehende grofle
Zahl von (unniitzen) Varianten (s. M), aus denen diejenigen ausgewéhlt, bzw.
gescreent, werden miissen, welche die gewiinschten Eigenschaften aufweisen. Das
Assaysystem ist somit der kritische Punkt jeder Zufallsmutagenese und es gilt ,,You only get

what you screen for (Arnold und Moore, 1997).

Zufallsmutation

Computermodell

Grofie Anzahl
von Varianten

o D

< Gezielte Mutagenese>

Expression
Aktivitéts-, Stereoselektivitits-
Thermostabilitéts-... Test

Abbildung 1.1: Der um die Zufallsmutagenese erweiterte ,,Protein engineering cycle*
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Substitutionen Sequenzlénge
10 200
1 190 3800
2 16245 7183900
3 823080 9008610600
4 27367410 8429807368950
5 623976948 6278520528393960

Tabelle 1.1: Anzahl der méglichen Proteinvarianten in 10 bzw. 200 Aminosduren groflen
Peptiden. Sie ergibt sich aus 19™[N!/(N-M)!M!], wobei M die Zahl der Mutationen in einem

N Aminoséduren groflen Protein ist (Kuchner und Arnold, 1997).

1.1.1 Verfahren zur Zufallsmutagenese

Fiir die verschiedenen Einsatzgebiete wurden in den letzten 10 Jahren unterschiedliche
Mutageneseverfahren etabliert.

Der Einsatz von Oligonukleotiden mit unbestimmten Desoxynukleinséduren (Hermes et al.,
1989; Hubner et al., 1988) ist als Hybrid zwischen rationaler- und reiner Zufallsmutagenese
anzusehen: rational beziiglich der Auswahl des (kleinen) zu mutierenden Bereiches, zufillig
aufgrund des nicht vorhersehbaren Einbaus und der auch sehr groBlen Zahl entstehender
Mutanten (bei 6 zu variierenden Positionen 3*10"° Permutationsmoglichkeiten). Die Methode
wird industriell (Morphosys, Miinchen) zur Erhohung der Affinitit von
Antigenbindungsdoménen genutzt (Virnekas et al., 1994), wobei nicht einzelne Nukleotide,
sondern bereits vorgefertigte Triplets, die auf die Codon-Nutzung des Expressionswirts
optimiert sind, eingesetzt werden.

Erfordert die Oligonukleotidbasierte Methode noch grobe Kenntnisse der Struktur und des
Reaktions- bzw. Bindungsmechanismuses, so ist dies fiir die Methoden der ,reinen
Zufallsmutagenese nicht notig.

Das am héufigsten zur Zufallsmutagenese eingesetzte Verfahren ist die fehlerhafte
Polymerasekettenreaktion (error-prone PCR). Diese ermoglicht durch suboptimale
Reaktionsbedingungen, wie verschiedene Konzentrationen einzelner Nukleotide (Cadwell und
Joyce, 1992), Zugabe von unnatiirlichen Nukleotiden (Spee et al., 1993) oder Zumischung
von Mangan (Leung et al., 1989), die Erhhung der Fehlerrate in der Reaktion. Die Vorteile
der error-prone PCR liegen neben der leichten Durchfiihrbarkeit auch in der Mdoglichkeit
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einzelne Enzymabschnitte zu mutieren. Auch 14Bt sich die Mutationshiufigkeit den
Bediirfnissen entsprechend einstellen. Wird nur die fehleranfillige PCR-Reaktion eingesetzt,
wird die Moglichkeit vergeben, synergistische Effekte mehrerer Mutationen zu nutzen. Auch
bleiben ,,schlechte* Mutationen erhalten und werden nicht wieder ,,rliickgekreuzt™. Hier setzt
das gene shuffling, auch sexuelle gerichtete Evolution genannt, an. Diese ahmt die natiirliche
Evolution durch das ,,Mischen verschiedener Zufallsmutanten oder gar verschiedener
(homogener) Gene nach (Stemmer, 1994). Zu diesem Zweck wird die die entsprechenden
Gene codierende DNA durch unspezifische Restriktionsenzyme gespalten und anschlie3end
durch eine PCR, in der die entstandenen Fragmente als Primer dienen, neu rekombiniert.
Stemmer gelang mit dieser Methode die 35fache Erhohung der Fluoreszenzausbeute des
green fluorescent proteins (GFP) (s.Abschnitt (Crameri et al., 1996). Auch die Erh6hung
einer [3-Lactam Antibiotikaresistenz durch die Mischung von (homologen) Resistenzgenen
verschiedener Organismen war moglich (Crameri et al., 1998).

Sowohl die fehleranfillige PCR wie besonders das gene shuffling erfordern mehr oder minder
komplizierte molekularbiologische Techniken. Eine sehr einfache Moglichkeit extrem grof3e
Mutantenbibliotheken zu erzeugen, ist der Einsatz von Mutationsstimmen. Bei dieser
Methode wird das zu mutierende Plasmid in einen Wirt mit Defekten im DNA-
Reparaturmechanismus (beispielsweise Epicurian coli XL1 RED) transformiert. Wéhrend der
Plasmid-Replikation werden dann stochastisch Fehler in das Gen und das es tragende Plasmid
eingebaut.

Fiir die organisch-chemische Synthese sind besonders die Verdnderung von Stereoselektivitit
und Substratspezifitdt interessant (s. auch Abschnit). So gelang es die Stereoselektivitit
einer Lipase aus Pseudomonas aeruginosa bei der Hydrolyse des racemischen 2-
Methyldecansdure-p-nitrophenylesters durch error-prone PCR von 2% ee (Wildtyp) auf
81% ee zu steigern (Reetz et al., 1997).

Mit Hilfe des Mutationsstammes wurde auch eine Mutante der Esterase aus Pseudomonas
flourescens, welche einen sterisch gehinderten 3-Hydroxyester mit moderater
Stereoselektivitit spalten konnte, der vom Wildtyp nicht als Substrat akzeptiert wurde,
erzeugt (Bornscheuer et al., 1998). Hier erfolgte das Screening {iber einen gekoppelten
Resourufinester-Wachstumsassay auf Agarplatten. Das direkte Screening der Kolonien auf
Agarplatten ist aufgrund der niedrigen Kosten und des erzielbaren hohen Durchsatzes von
verschiedenen Mutanten die zu bevorzugende Assayplattform. Probleme, wie
Stereoselektivitit (Reetz et al., 1997), Losungsmittelstabilitdt oder schlicht hohere Aktivitit,

lassen sich dort nicht untersuchen. Fiir diese Fragestellungen miissen Einzelreaktionen mit
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jedem Enzym durchgefiihrt werden. Um dies bei der groBen Anzahl der Enzymvarianten

bewerkstelligen zu konnen, bietet sich der Einsatz von Mikrotiterplatten an.

1.1.2 Anwendung der pharmazeutisch orientierten HTS-Technologie fur das

Enzymscreening

Das Screening in Mikrotiterplatten hat seinen Ursprung im Pharmascreen. Bis zur
Entwicklung der kombinatorischen Synthese konnten die wenigen zur Verfiigung stehenden
Substanzen auf deren biologische Wirksamkeit hin in Einzelexperimenten getestet werden.
Dies war mit dem Aufkommen grof3er Substanzbibliotheken nicht mehr moglich. Als Antwort
auf dieses Problem begann die pharmazeutische Industrie die Assayverfahren massiv zu
automatisieren und zu parallelisieren. Hierfiir wurden und werden Mikrotiterplattenassays im
groflem Mallstab eingesetzt. Die Geschwindigkeiten vollautomatischer Screeningstralen sind
heute so hoch, daBl der ,Flaschenhals wieder auf dem Gebiet der (kombinatorischen)
Synthesechemie liegt (Pavia, 1997).

Das Screening nach neuen Wirkstoffen ist auf ein biologisches Target gerichtet, welches mit
vielen unterschiedlichen chemischen Verbindungen getestet wird.

Bei dem Screening nach neuen, durch Zufallsmutagenese gewonnenen Biokatalysatoren, stellt
sich das Problem genau umgekehrt dar: eine chemische Zielverbindung soll mit einer grofen
Anzahl von Enzymvarianten umgesetzt werden. Die Zahl der mit geringem Aufwand
darstellbaren Enzymvarianten, ist aber in diesem Fall so grof3, daB3 die Assayentwicklungs-
und Automatisierungstechnik wieder gefordert ist.

Die Techniken und Plattformen sind jedoch oft vergleich- oder adaptierbar. Offensichtlich ist
dies fiir die etablierte Suche nach Enzyminhibitoren, bei denen sich nach Zugabe des
Inhibitors auch immer die Aktivitdtsbestimmung des Enzyms anschlie3t. Eine Vielzahl von
verschiedenen MefBmethoden in den fiir das HTS iiblichen ,,96 well* Mikrotiterplatten wurden

hierfiir entwickelt und validiert (Wallace und Goldman, 1997).

Abbildung 1.2| zeigt den typischen Ablauf eines Screenings in durch Zufallsmutagenese

erzeugten Bibliotheken. Hier wird auch der interdisziplindre Charakter dieser
Aufgabenstellung deutlich, neben biophysikalischen miissen auch molekularbiologische,
verfahrens- und informationstechnische Methoden angewendet werden.

Nach der Mutagenese des das zu optimierenden Enzym codierenden DNA Abschnittes und
der Transformation in ein geeignetes Wirtssystem, werden eine solch grofle Anzahl von

Mutanten erhalten, dal keine Automatisierung dieses Schrittes nétig ist.
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Die Vereinzelung dieser Kolonien ist einer der ,,Flaschenhélse* bei der Automatisierung der
Mikrotiterplattenassays. Fiir diesen Schritt gibt es auch in der Wirkstoffsuche kein Analogon,
da die hier zu untersuchenden chemischen Substanzen bereits in diskreten Kompartimenten
synthetisiert wurden und somit der Automatisierung zugéinglich sind. Hier besteht demzufolge
noch groBer Entwicklungsbedarf. Gleiches gilt fiir die Kultivierung und insbesondere den
AufschluB3 der vereinzelten Klone. Viele der {iblichen gebrauchlichen Verfahren wie
Ultraschall, Kugelmiihle oder French Press lassen sich (noch) nicht in Mikrotiterplatten
realisieren. Im Pharmascreening besteht fiir die Entwicklung solcher Systeme auch keine
Notwendigkeit, da hier die zu testenden Enzyme oder Rezeptoren im Batch-Ansatz gewonnen
und aufgearbeitet werden kdnnen und erst dann zu den unterschiedlichen Substanzen gegeben
werden.

Die nachfolgende Assaydurchfiihrung dagegen, die meist aus der Zugabe verschiedener
Reagenzien, Mischen und Inkubation so wie evtl. Wiederholungen dieser Schritte besteht, ist
heute mit Laborautomaten weitgehend automatisierbar. Dies gilt auch fiir komplexere Schritte
wie Festphasenextraktion, Filtration oder sogar Destillation.

Auch der Transport der Platten zu den unterschiedlichen Pipettier-, Filtrier- und Mefstationen
tiber Roboterarme ist bereits lingere Zeit Stand der Technik.

Fir das abschlieBende Auslesen der Assayergebnisse stehen eine Vielzahl von
mikrotiterplattentauglichen Gerdten wie Photo-, Fluo- oder Luminometer zur Verfiigung, die
auch mit miBigem Aufwand in vollautomatisierte Screeningstrallen eingebunden werden

konnen.
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Abbildung 1.2: Ablauf einer Zufallsmutagenese mit HTS-Anbindung
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1.2 Hydrolytische Enzyme in der organischen Synthese

Hydrolasen (EC 3.x.x.x) wie z.B. Lipasen, Esterasen, Proteasen und Epoxidhydrolasen haben
in den letzten Jahren zunehmend Einzug in die organische Synthese gefunden (Bornscheuer
und Kazlauskas, 1999; Faber, 1997). Dies liegt vor allem in ihrer Kofaktorunabhédngigkeit,
threm breiten Substratspektrum und ihren teilweise hohen Stereo- und Regioselektivitdten

begriindet.

1.2.1 Lipasen

Lipasen (EC 3.1.1.3) kommen ubiquitir in der belebten Natur vor und hydrolysieren dort
Triglyceride als natiirliches Substrat (s.|Abbildung 1.3) (Kazlauskas und Bornscheuer, 1998;
Schmid und Verger, 1998).

R 0 O
0 + H,0 Lipase >\—R + RCOOH
o)
0
o:< OH
R

Abbildung 1.3: Lipase-katalysierte Hydrolyse eines Triacylglycerids zum Diacylglycerid und

freier Saure.

Lipasen zeigen eine sogenannte Grenzflichenaktivierung. Dies bedeutet, da3 die Lipase bei
Anlagerung an das hydrophobe Substrat einen drastischen Anstieg der katalytischen Aktivitét
erfahrt. Experimentell wurde dies bereits 1958 von Sarda und Desnuelle nachgewiesen (Sarda
und Desnuelle, 1958). Die theoretische Erkldrung dieses Effekts gelang mit Hilfe von
Rontgenstrukturdaten (Brady et al., 1990; Grochulski et al., 1993; Winkler et al., 1990),
welche das Vorhandensein einer beweglichen Oligopeptideinheit (lid) nahelegen Diese
bedeckt das katalytische Zentrum und wird bei Substratkontakt verschoben, wodurch der
Zugang zur katalytischen Triade freigegeben wird. Die Interphasenaktivierung oder das
Vorhandensein eines ,,lids* wird auch als Unterscheidungsmerkmal zu Esterasen benutzt,
welche bevorzugt wasserlosliche Substrate hydrolysieren.

Aufgrund der Interphasenaktivierung sind Lipasen in einer Vielzahl unpolarer Losungsmittel
aktiv (Koskinen und Klibanov, 1996). Das Arbeiten unter wasserfreien Bedingungen

ermdglicht auch die Umkehrreaktion der Hydrolyse, die Veresterung.
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Aufgrund dieser Eigenschaften werden Lipasen in den unterschiedlichsten
Biotransformationen eingesetzt. Durch Ausnutzung der Regiospezifitit lassen sich
beispielsweise strukturierte Triglyceride (Bornscheuer et al., 1998; Soumanou et al., 1998)
oder regioselektiv acylierte Zucker (Cao et al., 1997) unter schonenden Bedingungen
darstellen. Die Stereospezifitdt und die Stabilitit der Lipasen in organischen Losungsmitteln

gewinnt zunehmend fiir die Darstellung optisch reiner Produkte oder Intermediate

(Bornscheuer and Kazlauskas, 1999) an Bedeutung (s. [Tabelle 1.2).

Verbindung Anwendung Enzym Literatut
Duftstoffindustrie Candida rugosa Chen et al., 1987
(5\ Lipase
OH
AN
Ni Pflanzenschutz Pseudomonas Balkenhohl et al.,
/@)\ cepacia Lipase 1997;Wagegg et
cl al., 1998
Pharmazeutische Serratia macescens Hulshof und
Industrie Lipase Roskam, 1989

Pharmazeutische Pseudomonas Wiinsche et al.,
OH Industrie cepacia Lipase 1996
Cl OTos

Tabelle 1.2: Einige ausgewdhlte industrielle Anwendungen fiir Lipasen in der kinetischen

Racematspaltung
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1.2.1.1 Die Lipase aus Bacillus thermocatenulatus BTL 2

Der thermophile Prokaryot Bacillus thermocatenulatus produziert zwei Lipasen (Schmidt-
Dannert et al., 1993, 1996), von denen die 42kDa grofle (BTL2) rekombinant vorliegt. Das
temperaturstabile Protein 148t sich mit hoher spezifischer Aktivitit (1314 U/mg) ohne
Helferproteine aktiv in E. coli produzieren. Die einfache Zuginglichkeit eines aktiven
Enzyms priadestiniert es als Modell fiir die Entwicklung und Validierung neuer
Screeningmethoden.

Das Protein wird inzwischen auch in einem Lipase-Test-Kit der Firma Boehringer (Chirazym
L3) angeboten.

Es liegen keine systematischen Untersuchungen iiber die Stereco- bzw. Substratspezifitit des
Enzyms vor, allerdings wurden von F. Zocher fiir die Acylierung des o—Phenylethanols und
des o—Phenylpropanols mit Vinylacetat oder Vinylbutyrat Enantioselektivititen grofer 100
beobachtet (Zocher, 1999).
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1.2.2 Epoxidhydrolasen

Epoxidhydrolasen (E.C. 3.3.2.3) katalysieren die regio- und enantioselektive Hydrolyse von
Epoxiden (s.[Abbildung 1.4), was den Zugang zu enantiomerenreinen Epoxiden bzw. Diolen

ermoglicht.

Q 0 HQO  OH
/-“l + H0 Epoxidhydrolase / \ n & /

Abbildung 1.4: Epoxidhydrolase-katalysierte Hydrolyse eines terminalen Epoxids.

Galt das Interesse bisher hauptsidchlich den Epoxidhydrolasen hoéherer Organismen, in
welchen sie eine zentrale Rolle im Xenobiotika-Stoffwechsel und der Detoxifizierung spielen
(Seidegard und Pierre, 1983), so stoflen in letzter Zeit auch Epoxidhydrolasen aus anderen
Quellen auf Interesse. Besonders Epoxidhydrolasen aus Bakterien (Mischitz et al., 1995;
Osprian et al., 1997), Hefen (Weijers, 1997) und filamentdsen Pilzen (Grogan et al., 1996)
wurden auf ihre Anwendbarkeit in der Biotransformation untersucht (s.

Organismus Literatur

Aspergillus niger LCP521 Pedragosa-Moreau et al., 1996
Rhodococcus sp. NCIMB 11216 Mischitz et al., 1996
Agrobacterium radiobacter AD1 Spelberg et al., 1998
Nocardia sp. EH1 Kroutil et al., 1996

Tabelle 1.3: Auswahl verschiedener mikrobieller Epoxidhydrolasen

Die Charakterisierung der mikrobiellen Epoxidhydrolasen ist bei weitem noch nicht so
fortgeschritten wie bei den Lipasen. Erstens liegen erst zwei klonierte (Misawa et al., 1998;
Rink et al., 1997) und zwei aufgereinigte Enzyme (Kroutil et al., 1998; Mischitz et al., 1995)
vor und zweitens sind kontinuierliche Reaktionsverfolgungen aufgrund fehlender
Assaysysteme nicht moglich.

Die meisten Biotransformationen wurden deshalb mit ganzen Zellen durchgefiihrt, wobei zu
beachten ist, da3 oft nur die optische Reinheit des verbleibenden Epoxids angegeben wurde,
weil die Extraktion des entstehenden hydrophilen Diols Schwierigkeiten bereitet.

zeigt eine Auswahl wichtiger Umsetzungen unter Epoxidhydrolasekatalyse.
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Verbindung Enantioselektivitit ~ Organismus Literatur
/\/\><1) >100 Rhodococcus sp. NCIMB Mischitz et al., 1995
11216
o 91%ee Nocardia sp. EH1 Kroutil et al., 1996
0 >100 Agrobacterium radiobacter Spelberg et al., 1998
/@A ADI (rek.)
cl
98%de Aspergillus niger LCP521  Chen et al., 1993
O
o 98%ee Beauveria sulfurescens Pedragosa-Moreau et
@@ ATCC 7159 al., 1996

Tabelle 1.4: Auswabhl einiger Biotransformationen mit mikrobiellen Epoxidhydrolasen
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1.2.3 a/B-Hydrolase fold

Bisher wurden 11 Strukturen von Lipasen aufgeklért; bei allen wurde die sogenannte o/[3-
Hydrolasefaltung als Strukturmotiv (Ollis et al., 1992) gefunden. Diese besteht aus acht
parallelen [3-Faltblattern, welche von beiden Seiten von a-Helices umgeben sind.
zeigt eine schematische Darstellung.

| e— |
—
"

-

Abbildung 1.5: a/B-Hydrolasefaltung von Lipasen (Ollis et al., 1992). B-Faltblitter sind als
Pfeile, a-Helices als Rechtecke dargestellt. Die Bereiche fiir den Acylrest (Séure), das

Nukleophil (Nu) und die Oxyaniontasche (Oxyanion) sind ebenfalls eingezeichnet.
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Abbildung 1.6: Strukturmodell der Lipase aus Rhizomucor miehei. Die [3-Faltblétter werden
durch neun Pfeile, die Helices durch Zylinder symbolisiert. Die Positionen der katalytischen
Triade sind markiert (Derewenda et al., 1992).

Die a/p-Hydrolase Faltung findet sich in einer Vielzahl hydrolytischer Enzyme (Ollis et al.,
1992) und wird (aus Homologieiiberlegungen heraus) auch als Strukturmerkmal fiir die
sequenzbekannten Epoxidhydrolasen postuliert (Borhan et al., 1995; Misawa et al., 1998;
Rink et al., 1997). Der Reaktionsmechanismus der Lipasen entspricht dem der Serinproteasen

(Cambillau und Tilbeurgh, 1993; Derewenda et al., 1992; 1994; Ransac et al., 1996). Bei

Lipasen (s. [Abbildung 1.7) wird der Substratester vom Serin des aktiven Zentrums unter

Ausbildung eines tetrahedralen Intermediates angegriffen, nach Abspaltung des Alkohols
entsteht das Acylenzym. Dieser Komplex wird durch die Aminosduren der Oxyaniontasche,
durch das Imidazol des Histidins und die Carboxylgruppe der Glutaminsiure stabilisiert.
Dieser Komplex wird von einem Nukleophil angegriffen und es bildet sich ein zweites

Intermediat, welches in Produkt und regeneriertes Enzym zerfillt.
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Abbildung 1.7: Reaktionsmechanismus von Lipasen am Beispiel der Hydrolyse eines

Butyrates (Kazlauskas and Bornscheuer, 1998).

Einen dhnlichen Reaktionsmechanismus findet man auch bei der Epoxidhydrolase (s. |

Abbildung 1.8) (Arand et al., 1996, 1999). Hier greift das nukleophile Aspartat den

Oxiranring an und es wird eine Esterbindung gekniipft. Im Gegensatz zum
Lipasemechanismus stellt in diesem Fall aber das Enzym die Sduregruppe und das Substrat
den Alkohol zur Verfiigung. Auch dieser Ubergangszustand wird von einem beteiligten

Histidin, einer Asparaginsdure und einer (postulierten) Oxyaniontasche stabilisiert.
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H,0

His

Abbildung 1.8: Aus Homologiebetrachtungen mit der Haloalkan-Dehalogenase abgeleiteter
Reaktionsmechanismus der 16slichen Epoxidhydrolase aus Ratte am Beispiel der Hydrolyse

des trans-Stilben Oxides (Arand et al., 1996).
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1.2.4 Sequenzhomologien

Die Struktur- und Mechanismushomologie der Epoxidhydrolasen, Lipasen, Esterasen und
hohen o/B-
Hydrolasefaltingsenzyme wieder (Archelas und Furstoss, 1998; Beetham et al., 1995). Einen

Dehalogenasen spiegelt sich auch in Sequenzhomologien dieser

Vergleich der zwei mikrobiellen Epoxidhydrolasen, der Bacillus thermocatenulatus Lipase
und einer Haloalkandehalogenase zeigt Abbildung 1.9

101
agr obacterium _
dehal ogenase

EMR G
TVSE

Bacillus \Y/»)
corynebacterium AE
Consensus 0

151
agr obacterium _
dehal ogenase__
Bacillus

corynebacteri um
Consensus

201
agr obacterium _
dehal ogenase__

Bacillus_
corynebact eri um
Consensus

251

agr obacterium _
dehal ogenase___
Bacillus

corynebact eri um
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301
agr obacterium _
dehal ogenase__
Bacillus

corynebacteri um
Consensus

Abbildung 1.9:

Corynebacterium C12 (Misawa et al.,

»~Multiple Sequence alignement

200

€l EX o | Ei fEE
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VSL FEGG HHRYLSVTTI
eYDHA N
78 TR
250
lml F [» DFGPV YFGL HES WYSQgHQLDM AVE- VWGSER
=AYLSETIYM [B1 VETYAMFM NTNRLVARSY LQQPE [zFP- EHMIGQ
NWDFTDRFF [BLOKAVL@IA AVASNVPYTS QVYDEKLDQW GLRRQPGEEF
FELiEIﬁFHL BNVEEGLI (4G DSFPI PELM | NHI [gFHGGN EDV\ATAL K
\ D D
300
F Hi FDHWA)JRDEL LTEEELEVHV DNGC- - - MKED NI HGGF
IPDFF CL FOGAWGATKVED FDQOVLNAYR ESW - - RNEA M HGSCSDY|3
HYFE PVMTSTDTAR YDLSI PGAEK LNQWQASEN TYYLSFSTEER
NL-

LTTL [ﬂNYSP "

350
PVTM WGLGD TCVPYAPLI E FVPKYYSNYT
PTLVFYGSKG QMGQLFDI PA EWAKRCNNTT
AWCAPFLGS YRNEALG DD RW.ENDG VN

ANI RPDAALW TDLDHTMSDL
AAATI DLEHD SADI QRKVEC
THRGALTGNY YPELGWNAFS

der mikrobiellen Epoxidhyrolasen aus

1998), Agrobacterium radiobacter AD1 (Rink et al.,

1997), der homologen Dehalogenase aus Xanthobacter autotrophicus GJ10 (Janssen et al.,
1989) und der Lipase aus Bacillus thermocatenulatus (Schmidt-Dannert et al., 1996) (erzeugt
durch Multialign version 5.3.3. INRA France (Corpet, 1988)). Der Bereich um das
katalytische Serin (resp. Aspertat) ist durch einen Kasten gekennzeichnet. Die Homologie

zwischen der BTL2 der Dehalogenase betrigt 16%.
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1.3 Proteinaufreinigung

Zur Charakterisierung von Proteinen sowie zu deren industriellen oder therapeutischen
Einsatz, ist es wichtig, diese mdglichst rein gewinnen zu konnen. Hierzu werden
hauptsichlich chromatografische Verfahren eingesetzt.

Neben den klassischen Proteinaufreinigungsverfahren, wie der hydrophoben Interaktions-
oder der Ionenaustauschchromatografie (Deutscher, 1990; Scopes, 1994), hat sich in den
letzten Jahren die Affinitdtschromatografie als einfache und effektive Aufreinigungsmethode
etabliert. Bei ihr werden Antigene, Inhibitoren oder Cofaktoren an der Matrix immobilisiert,
welche eine hohe Affinitdit zu dem aufzureinigenden Protein haben. Das zu reinigende
Proteingemisch wird auf die Séule aufgetragen und alle nicht bindenden Proteine werden
ausgewaschen. Durch Verdringung des gebundenen Proteins durch besser bindende Liganden

gelingt die Elution des gewiinschten markierten Proteins.

1.3.1 Metallaffinitdtschromatografie

Seit Ende der 70er Jahre (Porath et al., 1974) wird die Metallaffinitdtschromatografie
(Immobilized metal ion chromatography (IMAC)) als Werkzeug zur Aufreinigung
rekombinanter Proteine verwendet, da bei diesen die Moglichkeit besteht mit gentechnischen
Methoden Metallbindungsstellen einzufiihren. Bei der Metallaffinitdtschromatografie werden
Metallionen, bevorzugt Cu®’, Zn®*', Ni*’, aber auch Cd** oder Co®’, an eine
metallkomplexierende Matrix immobilisiert (die am verbreitetsten Matrices sind in diesem
Zusammenhang Nitrilotriessigsdure (NTA) oder Imindiessigsdure) (Porath, 1992; Porath et
al., 1974)). Anschlieend wird das Proteingemisch aufgetragen und nicht bindendes Protein

ausgewaschen. Die Elution des oder der am Metall gebundenen Proteine erfolgt entweder

durch Zugabe von Imidazol oder durch Absenkung des pH-Wertes (s. AAbbildung 1.10).
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Abbildung 1.10: Prinzip der Metallaffinitdtsaufreinigung. Nach Beladen der Matrix mit dem
Metallion wird nicht gebundenes Nickel ausgewaschen und anschliefend die Proteinprobe
aufgetragen. Nur Proteine die eine hohe Affinitit zum Metall aufweisen, beispielsweise
solche mit einem (His)s-Tag, werden gebunden und anschlieend durch Imidazol oder durch
Absenkung des pH-Wertes eluiert. Anschliefend wird die Sdule durch Komplexierung des
Metallions durch EDTA wieder regeneriert.

Der (His)e- oder His-Tag, welcher von Hoffman La Roche patentiert ist (Hochuli et al., 1988),
ist wohl das am weitesten verbreitete Affinitdtspeptid. Eine Vielzahl von industriell oder

pharmazeutisch wichtigen Proteinen wurden mit ihm aufgereinigt (s.[[abelle 1.5)).

Protein

Interleukin 6 Sporeno et al., 1994

HIV-reverse Transkriptase Le Grice und Leitch-Gruninger, 1990
GAL4 Reece et al., 1993

Humaner Androgen Rezeptor De Vos et al., 1994

Tabelle 1.5: Auswabhl einiger wichtiger mit (His)s gereinigter Proteine
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1.3.2 Metallaffinitatstags

Um einige Nachteile des (His)s-Tags wie geringe Immugenitit, welche den immunologischen
Nachweis von (His)e schwierig gestaltet, oder den nicht korrekten Prozessierungsabbruch bei
C-terminaler Fusion, sowie patentrechtliche Beschriankungen zu umgehen, wurden in letzter
Zeit eine Reihe neuer Metallaffinititstags entwickelt. Die meisten der eingesetzten
Fusionsoligopeptide enthalten aber nach wie vor die patentrechtlich geschiitzten zwei
benachbarten Histidine (Hochuli et al., 1988; Patwardhan et al., 1997). Um eine bessere
Bindung an Kupferionen zu erreichen, wurden ,Phage Display Techniken® (und
Anreicherung der bindenden Phagen auf der Siule) angewendet (Patwardhan et al., 1997).
Der Ansatz der Metallaffinititschromatografie ist nicht ausschlieflich der Reinigung
rekombinanter Proteine vorbehalten, auch natiirliche (metallbindende) Proteine lassen sich
mit dieser Methode finden und aufreinigen (Hutchens und Yip, 1992; Zhijian et al., 1996).
Ziel bei der Auffindung neuer Affinitdtspeptide mufl neben guten Bindungs- und
Elutionseigenschaften eine moglichst kurze Sequenz und die optionale Abspaltbarkeit vom
aufzureinigenden Protein sein.

Neben der Metallaffinitdtschromatografie haben sich deshalb auch einige andere

Fusionsproteine fiir die Proteinreinigung bewihrt. [Tabelle 1.6 zeigt eine Ubersicht.

Tag Sequenz Matrix Bemerkung Literatur
StrepTag WSHPQFEK Streptactin Schmidt et al., 1996; Voss
und Skerra, 1997
HAT KDHLIHNVHK Talon Co*", niedrige Clontech
EEHAHAHNK Affinitdt zu anderen
Proteinen
(His)s (His)s Ni-NTA Hochuli et al., 1988
His-Patch  Thioredoxin Thiobond  Hohere Loslichkeit La Vallie, 1993
ThioFusion der exprimierten

Proteine in E.coli

Tabelle 1.6: Kommerziell erhéltliche Peptide zur Proteinaufreinigung.
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1.4 GFP als Reporter in der Biotechnologie

Das aus der Qualle Aequoria victoria stammende ,,green fluorescent protein“ (GFP) hat sich
in kiirzester Zeit als das Reporterprotein der Wahl, vor allen Dingen im pharmazeutisch-
zellbiologischen Umfeld, etabliert.

GFP ist ein relativ kleines (30 kDa) momomeres Protein, erfordert keinerlei Cofaktoren oder
Cosubstrate und ist schon in kleinsten Mengen hervorragend nachzuweisen. Seit der ersten
Klonierung des GFP in E. coli (Chalfie et al., 1994) wurden dessen Eigenschaften und
Anwendungsfelder intensiv untersucht (Prasher, 1995; Youvan und Michel-Beyerle, 1996).

Sowohl durch Zufallsmutagenese (Crameri et al., 1996) wie auch durch rationales Design

(nach der Strukturaufkldrung (Yang et al., 1996) (s| Abbildung 1.1])) gelang es, Varianten

mit hoherer Fluoreszenzausbeute (Heim und Tsien, 1996), anderen Emissions- und
Extinktionsmaxima (Heim et al., 1994), kiirzerer Lebensdauer (Deichsel et al., 1999) oder
auch pH-Wert abhédngiger Emissionswellenldnge (Robey et al., 1998) zu erhalten. Der
Mechanismus, der auf die Delokalisierung von Elektronen iiber eine durch Oxidation erzeugte
chinoide Struktur im Protein ermdglicht wird, wurde erst jlingst vollstindig geklirt (Youvan
and Michel-Beyerle, 1996).

Aufgrund der oben genannten Eigenschaften hélt das GFP auch zunehmend Einzug in den
Bereich der industriellen Biotechnologie, wo es zur Verfolgung von Proteinexpressionen
(Albano et al., 1998) oder zur Kontrolle von Aufreinigungen genutzt wird (Poppenborg et al.,
1997).

Abbildung 1.11: Struktur des gfp (Yang et al., 1996), die (einzigartige) Faltung von 12 [3-

Faltblattern wird als 3—Barrel bezeichnet.
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1.5 Zellsorter

Das Durchfluzytometer (s{Abbildung 1.1?) wird zwar hauptsichlich im medizinisch-

pharmazeutischen Umfeld (Nolan et al., 1999), beispielsweise fiir die Bestimmung von
Protein-Ligand Wechselwirkungen (Nolan und Sklar, 1998) eingesetzt. Seit kurzem wird die
DurchfluBlzytometrie aber auch fiir genetische Analysen eingesetzt (Kettman et al., 1998). In
der Protein-Biotechnologie diente der Zellsorter bisher hauptsichlich der Anreicherung
rekombinanter Proteine exprimierender (prokaryotischer) Zellen (Atkins und Izant, 1995;

Sheen et al., 1995).

Ladungselektrode
Piezo-
i
Kiivette . Ubertréger
[
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Abbildung 1.12: Funktionsskizze eines Durchflulzytometers mit Einzelzellablage. Der
Fliissigkeitsstrahl wird durch die Ladungselektrode negativ aufgeladen. Ein Piezoelement
fragmentiert durch sein Wechselfeld den Strahl in einzelne, gleichférmige Tropfen. Die
Fluoreszenz und die GroBe der im Tropfen enthaltenen Partikel wird beim Durchtritt durch
einen Laserstrahl detektiert. Sind die gewlinschten Parameter beziiglich Fluoreszenz und
GroBe erfiillt, wird der Tropfen durch Anlegen positiver Spannung aus dem Fliissigkeitsstrahl

abgelenkt und auf Agar-bzw. Mikrotiterplatten in definierten Abstinden abgelegt.
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1.6 Streptomyceten

Streptomyceten gehdren zur Gattung der Actinomyceten. Sie sind grampositive, obligat
aerobe Bodenbakterien. Streptomyceten bilden sowohl ein Luftmycel als auch Lufthyphen
(Sporophoren) von denen Konidien abgeschniirt werden, welche der Verbreitung dienen. Ein
charakteristisches Merkmal der Streptomyceten ist der Geruch, der an frisch umgebrochene
Erde erinnert.

Biotechnologisch  sind  Streptomyceten  besonders  aufgrund ihres  komplexen
Sekundérstoffwechsels interessant, der auch die meisten heute gebrduchlichen Antibiotika,

wie z.B. Streptomycin (S. griseus) oder Chloramphenicol (S. venezuela), zur Verfiigung stellt.

1.6.1 Enzyme aus Streptomyceten

Enzyme aus allen sechs Enzymklassen (Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen,
Isomerasen und Synthetasen) wurden bereits aus Streptomyceten isoliert und beschrieben
(Peczynska-Czoch und Mordarski, 1988). Sie haben vor allem wegen deren Beteiligung beim
Kompostierungsprozefl groBleres Interesse gefunden. Cellulasen und Hemicellulasen werden
wie die ligninabbauenden Enzyme vor allem in der papierverarbeitenden Industrie zur
Bleichung eingesetzt (Viikari et al., 1991). Praktisch alle Makromolekiile abbauenden
Enzyme werden von den Streptomyceten in das umgebende Medium abgegeben, hierfiir

verfligen sie iiber gut ausgebaute Sekretionsapparate.

1.6.2 Streptomyces lividans als Expressionsorganismus

Der fiir die heterologe Proteinexpression meistgenutzte Wirt ist, wahrscheinlich aufgrund
seiner guten genetischen Zugénglichkeit, noch immer E. coli. Die Zellwéinde gram-negativer
Organismen bestehen aber aus mehrschichtigen Strukturen und einer membrandhnlichen
dufleren Schicht, die sowohl die Proteinexpression ins Medium erschweren und auch in den
meisten Methoden der Proteinaufreinigung unspezifisch an die diversen Matrices binden und
somit die Reinigung erschweren (Brock und Madigan, 1988). Streptomyceten als

grampositive Bakterien hingegen besitzen nur eine aus einer einzelnen Schicht Peptidoglycan
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aufgebaute Zellwand, diese erlaubt die Sekretion in die Umgebung der Zellen. Die gute

Durchléssigkeit verhindert auch die Bildung von EinschluBBkérpern (,,inclusion bodies®).

Die Entwicklung von genetischen Werkzeugen, wie Vektoren oder Transformationsmethoden

fiir Streptomyceten in den letzten Jahren, bereitete aber den Weg fiir die zunehmende

Nutzung dieser Organismen fiir die homo- und heterologe Proteinexpression (s. Tabelle 1.7

Protein Herkunft Ausbeute Literatur

Aus grampositiven Organismen

B-Lactamase Actinomadura R39 302 mg/l (Erpicum et al., 1990)

Cellulase Bacillus subtilis 5 U/ml (Horinouchi et al.,
1987)

Aus gramnegativen Bakterien

Malat Dehydrogenase Thermus flavus Nicht angegeben (Horinouchi et al.,
1987)

Bakterielles Vitreoscialla sp. Nicht angegeben (Magnolo et al., 1991)

Himoglobin

Aus Eukaryoten
Interferon-al
Interleukin-2
Hirudin

Proinsulin

Mensch
Mensch
Blutegel

Macaca fascicularis

1-2%10° TU/ml
200 U/ml
250-500 ng/ml
20-100 mg/1

(Noack et al., 1988)
(Bender et al., 1990)
(Bender et al., 1990)
(Koller et al., 1989)

Tabelle 1.7: Auswabhl einiger in Streptomyces lividans heterolog exprimierten Proteine
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2 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Verfahren entwickelt werden, um durch Methoden der
Zufallsmutagenese erzeugte Proteinbibliotheken auf deren verdnderte Eigenschaften hin
automatisiert zu untersuchen.

Hierzu mufite ein Verfahren entwickelt werden, welches die Vereinzelung von (mutierten)
Klonen in Mikrotiterplatten erlaubt und dort zu einem moglichst homogenen Wachstums und
Expressionsverhalten der Klone fiihrt.

Das Potential der Zufallsmutagenese sollte am Beispiel der Generierung von
Epoxidhydrolase-Aktivitét in einer Lipase gezeigt werden. Zu diesem Zweck sollten in die
Lipase zuerst durch Homologiebetrachtungen erhaltene rationale Mutanten eingefiihrt werden
und diese durch Zufallsmutagenese verdndert werden. Die erhaltene Proteinbibliothek sollte
in Mikrotiterplatten vereinzelt und dort automatisiert auf Epoxidhydrolase-Aktivitdt hin
untersucht werden.

Eine weitere Aufgabe bestand darin mit Hilfe der Zufallsmutagenese neue, kleine und
effektive Metallaffinititspeptide fiir die Metallaffinitdtschromatographie zu entwickeln. Auch
hier bestand die Aufgabe ein automatisierbares Assaysystem fiir eine, durch
Zufallsmutagenese erzeugte, Peptidbibliothek zu entwickeln. Die Eignung der
Metallaffinitdtspeptide flir die Proteinaufreinigung sollte anschlieBend noch bei der
Aufreinigung industriell wichtiger Enzyme aus verschiedenen Expressionswirten gezeigt

werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Vereinzelung von E. coli-Klonen durch FACS

3.1.1 Konstruktion des Vektors pPCYTEXP1-BTL2-lacegfp

Das egfp-Gen wurde aus dem kommerziell erhéltlichen Vektor (pegfp, Clonetech Palo Alto
USA) mit Pvull und Stul zusammen mit dem lac-Promotor herausgeschnitten und ,,blunt end*
in den durch ECORI geschnittenen und mit Klenow-Fragment aufgefiillten,

dephosphorylierten, die Lipase tragenden Vektor pCYTEXP1-BTL2 kloniert.

Notl

ori

cl857

BTL-egfp

PRPL
7176 bps
“Ndel
BTL2 .
fd Notl
egfp
\lac
Not?\-‘/
BamHI
i Xbal
BamHI

Abbildung 3.1: Der Vektor BTL-egfp zur Koexpression der Lipase BTL2 und des egfp. Die
Induktion erfolgt im Falle der Lipase durch Hitzeschock und fiir das egfp durch IPTG (bzw.

semi-konstitutiv in einem lacl-negativen Stamm).

In DH5a gelang die Koexpression beider Proteine, wobei das egfp unter Kontrolle des lac-

Promotors semi-konstitutiv expremiert wurde, wohingegen die Induktion der Lipase durch

einen Temperaturshift zu 42°C erfolgte (s. Abbildung 3.2
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Abbildung 3.2: Koexpression von BTL2 und egfp in DH5a Bahn 1: 1 Std; Bahn 2: 4 Std;
Bahn 3: 5 Std (Temperaturshift zu 42°C); Bahn 4: 6 Std

3.1.2 Zufallsmutagenese des Plasmids pCYTEXP1P1-BTL2-lacegfp

Um eine moglichst groe Anzahl von Mutanten erzeugen zu konnen, wurde der

Mutationsstamm Epicurian coli XL1-Red verwendet (s.Abbildung 3.3] Material und
Methoden).

Um die Mutationshaufigkeit abzuschétzen, wurden die DH50-Klone auf Tributyrin-Platten
ausgebracht und bei 42°C induziert. Nach dem ersten Mutationszyklus produzierten 1-3% der
Klone keine aktive Lipase mehr, nach dem siebten Mutationszyklus war die Rate auf 30%
angestiegen. Sequenzierungen des 1,3 kB groBlen Lipasegens von sechs inaktiven Mutanten

des ersten Zyklusses ergaben eine Mutationsfrequenz von einer Mutation in 1000 bp.
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Plasmid mit gfp
und Lipase-Gen
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.
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bl
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Uber Nacht anwachsen lassen, Induktion, Assay

Abbildung 3.3: Einsatz des Mutationsstamms Epicurian coli XL1-Red zur Mutagenese des
Plasmides (nach Enzelberger (Enzelberger, 1996)) und des Zellsorters zur Vereinzelung der

das Plasmid tragenden Klone.
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3.1.3 DurchfluBzytometrie zur Vereinzelung der Mutanten

Um die mutierten Plasmide in definierten Abstinden auf Agarplatten oder fiir komplexe
Testsysteme in einzelnen Kompartimenten von Mikrotiterplatten abzulegen, wurde ein
Durchfluflzytometer mit Einzelzellablage verwendet.

Die Detektion transformierter Zellen sollte mittels der Fluoreszenz des semi-konstitutiv
exprimierten eGFPs erfolgen. Es konnte gezeigt werden, dal3 E. coli Klone, die kein egfp-Gen
tragen, unter den gewéhlten Bedingungen keine Fluoreszenz zeigten (s. Abbildung 3.4 B), daf3
aber praktisch alle Klone einer Ubernachtkultur eGFP exprimierenden Zellen positive
Fluoreszenz aufwiesen, und mittels FACS detektiert und abgelegt werden konnten (s.
Abbildung 3.4 A).

Fiir die Vereinzelung der transformierten Zellen wurden 50 ng der mutierten Plasmide
(pCYTEXP1-BTL-lac-egfp) in DH5a transformiert (s. Material und Methoden).

Fiir die Bestimmung des optimalen Zeitpunktes fiir die Vereinzelung der Klone wurden
halbstiindlich Proben aus dem bei 37°C inkubierten Transformationsansatz entnommen, diese
1:100 verdiinnt und in den Zellsorter iiberfithrt. Uber zwei Stunden konnte weder eine

Zunahme der Zellzahl noch das Auftreten von Fluoreszenz beobachtet werden. Bereits 2,5 Std

nach der Transformation lieBen sich fluoreszierende Klone detektieren (s.[Abbildung 3.4 C),

wéhrend die Zellzahl noch anndhernd konstant war. Es konnte also davon ausgegangen
werden, daf die Zellteilung noch nicht begonnen hatte und dafl somit die einzelnen Mutanten
unterschiedliche Plasmide tragen. Der Beginn der expotentiellen Wachstumsphase konnte
3 Std nach Transformation beobachtet werden. In 5%¥10° Zellen wurden 30-50 fluoreszierende
Klone detektiert und diese konnten auch vereinzelt werden. Aus einem Transformationsansatz

mit 1,1 ml Volumen kénnten somit ca. 8%10° Klone gewonnen werden.
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Abbildung 3.4: Histogramme der Sortierung von E. coli. A: Kontrolle mit Ubernachtkultur
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pEGFP tragenden DH5a (Verdiinnung 1:100) B: Kontrolle mit pCYTEXP1-BTL2 tragenden
DH5a (Verdiinnung 1:100); C: Transformationsansatz pCYTEXP1-BTL2-lac-egfp 2,5 Std

nach TSS-Transformation in DH5d. Auf der y-Achse ist jeweils die Gro3enausdehnung des

Partikels (hier der Zelle), auf der x-Achse die Intensitit der Fluoreszenz. ,,Counts* gibt die

Anzahl der ausgewerteten Zellen an. Das Sortierfeld erlaubt die Selektion auf das

Eigenschaftenpaar Grofe/Fluoreszenz. Jeder Pixel reprédsentiert eine Zelle, die Absolutzahl

der die gewihlten Eigenschaften aufweisenden Zellen wird unter ,,Regl** Count angegeben.
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3.1.4 Wachstums- und Expressionsverhalten der vereinzelten Klone

Die Uberlebensrate der Zellen nach dem Sortiervorgang lag bei 80-90%, wobei alle
Uberlebenden auch ein Plasmid trugen. Das Wachstumsverhalten der Zellen in einzelnen

Mikrotiterplattenkompartimenten (s.|Abbildung 3.9) oder auf Agarplatten (s. [Abbildung 3.6}

war praktisch identisch, gleiches wurde fiir die Aktivititen der Lipase bzw. fiir die

Fluoreszenz beobachtet (s. Abbildung 3.5).
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Zat [Sid]

Abbildung 3.5: A: Wachstumskurven von E.coli DH5a (pCYTEXP1-BTL2-lacgfp) B:
Verlauf der egfp- C: bzw. Lipaseexpression (gegeniiber pNPA). Bestimmt in finf zufillig
ausgewdhlten Mikrotiterplattenkompartimenten (C4, D6, D9, E2, G4) bei 37°C
(Temperaturshift nach 7,5 h auf 42°C) und 300 U/min.

Abbildung 3.6: Ablage von E.coli DH5a (pCYTEXP1-BTL2-lac-egfp) auf Agarplatten
(links unter UV Licht); rechts auf Tributyrinplatten nach dreistiindiger Inkubation bei 42°C
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3.2 Versuche zur Generierung von Epoxidhydrolaseaktivitdt in der Lipase
BTL2

3.2.1 Entwicklung eines Assaysystems

Bei allen Zufallsmutagenese-Experimenten kommt dem Assaysystem eine entscheidende
Bedeutung zu, da moglichst viele Mutanten in kiirzester Zeit auf die gewiinschte Eigenschaft
hin untersucht werden sollten.

Zu Beginn der Arbeit stand noch kein solches Assaysystem zum Nachweis von
Epoxidhydrolaseaktivitit zur Verfiigung.

In Anlehnung an die Arbeiten zum Nachweis alkylierender Verbindungen mit Hilfe von p-(4-
Nitrobenzyl)-Pyridin (NBP) (s[ Abbildung 3]7) von Preussmann et. al . (Preussmann et al.,
1969) wurde deshalb ein Filterpapierassay auf Epoxidhydrolaseaktivitit entwickelt.

Dieser beruht auf der Ausbildung eines blauen Farbstoffes bei Zugabe von NBP zu

alkylierenden Verbindungen.

NO, NO,
NO,
o CH, CH,
CH, + e -
VAN ~

Abbildung 3.7: Reaktionsschema eines Oxirans unter Ausbildung eines blauen Farbstoffes,

welcher unter Basenzugabe stabilisiert werden kann.

Um eine moglichst grole Zahl von Mutanten direkt auf Agarplatten zu durchmustern, bot sich
der Einsatz von Filterpapieren oder Membranen, auf welche die zu testenden Kolonien

iibertragen werden, an.
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Hierzu wurde Filterpapier in eine Losung von 1% (v/v) Styroloxid in Aceton getridnkt und an
der Luft getrocknet. Die Kolonien der Agarplatte wurden anschlieBend auf das Filterpapier
iibertragen und 30 min bei 37°C inkubiert. Der Nachweis des Epoxides erfolgte durch
erneutes Trinken des Filterpapiers in 5% (w/v) NBP in Methoxyethanol und anschlieende
30miniitige Entwicklung bei 80°C. Die Epoxidhydrolase kann leicht an der Ausbildung

farbloser Bereiche auf dem Filterpapier detektiert werden (s. [Abbildung 3.8).

A B C

Abbildung 3.8: C: Nachweis (der bekannten) Epoxidhydrolase-Aktivitdt von Rhodococcus
sp. NCIMB 11216 im Filterpapierassay; A: Kontrolle ohne Styroloxid; B: Kontrolle ohne

Enzym

Aufgrund der relativ geringen Empfindlichkeit und der extrem hohen Toxizitit der in diesem
Assay offen gebrauchten Chemikalien, wurde der Assay von Zocher et al. 1999 zu einem
Mikrotiterplattenassay verfeinert, welcher auch im weiteren Verlauf der Arbeit genutzt wurde
(s. Material und Methoden). Der Hauptvorteil dieses Assaysystems lag in der Moglichkeit der
photometrischen  Auswertbarkeit der Farbstoff- bzw. der linear abhédngigen
Styroloxidkonzentration. Dies wurde durch die Solubilisierung des schwerldslichen

Niederschlages mit Hilfe von Triethylenglykoldimethylether erreicht.

3.2.2 Automatisierung des Assaysystems

In Zusammenarbeit mit F. Zocher wurde dieses Assaysystem auf einem Biomek 2000 SL-

System automatisiert (s. Abbildung 3.9). Das automatische Pipettiersystem eroffnete die

Moglichkeit jeden Klon bei vier verschiedenen Styroloxidkonzentrationen zu inkubieren und

dennoch Durchsdtze von 500 Klonen am Tag zu erreichen.
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Mikrotiterplatte mit vereinzelten
Klonen (FACS, Pickroboter)

Replikaplattierung der Klone und
Erstellung von Glycerinkulturen

l

Zellaufschluf3 durch drei Tau-

Gefrierzyklen

v
Vervierfachung des Zellaufschlusses

A4

Zugabe der Styroloxid/Aceton
Verdiinnungen

3 Std. Inkubation bei 37°C

i

Zugabe von
Triethylamin
p-(4-Nitro)-benzylpyridin
Triethylenglycoldimethylether

Photometrisches Auslesen der
Styroloxidkonzentration

Abbildung 3.9: Ablaufschema des automatisierten Screenings nach Epoxidhydrolaseaktivitét
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3.2.3 Streptomycetenstamme als Kontrolle fiir das Assaysystem

Zur Validierung des automatisierten Testsystems wurde in der Streptomycetensammlung des
Instituts  fiir Mikrobiologie der Universitdit Tiibingen Stammsammlungen nach
Epoxidhydrolaseaktividten gesucht. Einige der untersuchten Stdmme zeigten im
Farbstoffassay Epoxidhydrolaseaktivitit (s.Abbildung 3.10). Zur Kontrolle des Testsystems

wurden mit den positiv erscheinenden Stdmmen Tii27 und Tii495 Biotransformationen von

Styroloxid durchgefiihrt. | |
[abelle 3.1 |zeigt die Ergebnisse.

. . [ Ti1936 Streptomyces griseoviridis
i & Ti4 Streptomyces antibioticus
. Tii 495 Streptomyces arenea
Ti 144 Streptomyces exofolitans
Ti 16 Streptomyces griseus
ATCC 13273 Streptomyces griseus
T 27 Streptomyces fradiae

' . .@ & () Neg. Kontrolle

1:11:21:31:4 K Verdiinnung von Styroloxid

Abbildung 3.10: Verhalten verschiedener Streptomyceten im NBP Mikrotiterplattenassay.
Die Streptomyceten Stimme Tii4, Tii27 und Ti495 zeigen detektierbare Aktivitit gegen

Styroloxid.
Stamm €€styroloxid[ 70]  €€piol[%0]  Umsatz [%] Zeit [Std]
S. fradiae Ta27 6 28 18 24
70 23 75 48
S. areanae Tii495 52 38 60 24
70 13 85 48

Tabelle 3.1: Racematspaltung von Styroloxid mit verschiedenen Streptomycetenstimmen.
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Die enantioselektive Hydrolyse zeigte klar das Vorhandensein von Epoxidhydrolaseaktivitit
an, allerdings sind die erreichten Stereoselektivititen fiir einen préperativen Einsatz nicht
geeignet.

Das Assaysystem konnte aber somit validiert werden und scheint fiir das automatisierte

Screening nach Epoxidhydrolase Aktivitét geeignet.

3.2.4 EinfUihrung von Rationalmutanten

Fiir alle Zufallsmutagenese Experimente gelten die Voraussetzungen, dafl das zu mutierende
Gen in ausreichender Menge in einem gut transformierbaren Wirtsstamm aktiv exprimiert
werden kann. Die Lipase aus Bacillus thermocatenulatus erfiillt all diese Forderungen, es ist
leicht ohne Helferproteine mit hoher spezifischer Aktivitit in E. coli produzierbar und scheint
deshalb fiir Zufallsmutagenese-Experimente gut geeignet.

Die erfolgreiche ,,Umwidmung® der Lipase BTL2 in eine Epoxidhydrolase sollte mittels der
Umsetzung von Styroloxid nachgewiesen werden. Bedingung fiir eine Umsetzung ist
natiirlich, da3 das Substrat geometrisch in die Bindungstasche des Enzymes palit. Aus der
Arbeit von Zocher, 1999 ist bekannt, daB3 das sterisch dhnliche a-Phenylethanol mit guter
Aktivitit und hoher Stereoselektivitdit umgesetzt wird, deshalb schien auch diese
Voraussetzung erfiillt.

Um dem verdnderten katalytischen Mechanismus Rechnung zu tragen, wurden in das Gen der
Lipase aus Bacillus thermocatenulatus zwei Rationalmutanten eingefiihrt. Der Austausch des
katalytischen Serins (S147) durch Aspartat erkliarte sich sowohl durch den
Reaktionsmechanismus (s. Einleitung 1.2.3) wie auch durch Homologiebetrachtungen (s.
Einleitung 1.2.4). Die Einfiihrung des Aspartats erfolgte iiber die Quick Change Methode mit
den Primern BTLASP1 und BTLASP2 (s. Material und Methoden).

Die erhaltene Mutante konnte im Vektor pCYTEXPI1-BTL2-Asp exprimiert werden (s.

bbildung 3.11), =zeigte aber weder bei gaschromatografischer Analyse noch im
Farbstoffassay hydrolytische  Aktivitdt auf Styroloxid. Die Lipaseaktivitit war

erwartungsgemal praktisch vollstindig verschwunden.
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Abbildung 3.11: Expression der Mutante BTL2-Asp; 1: vor Induktion; 2: 2 Std. nach
Induktion; 3: 3 Std. nach Induktion; 4: 4 Std. nach Induktion

Eine zweite Mutation in der Umgebung der Oxyaniontasche wurde aufgrund von

Homologiebetrachtungen (s. Abbildung 3.12) eingefiihrt. Hier versagte die Methode des

Quick Change. Die Mutation wurde deshalb mit der Drei-Primer-Methode mit Hilfe der
Primer SDM1, SDM2, SDM3 und BTLPRO (s. Material und Methoden) in das Plasmid
pCYTEXPI1-BTL-Asp-Pro eingefiihrt. Das Protein konnte exprimiert werden, zeigte aber

wiederum keine hydrolytischen Eigenschaften gegeniiber Styroloxid.

Bacillus thernocatenulatus : -VLLHGFTG
Pseudononas cepaci a -1 LVHALTG
nEH . - LWHGWG

dehal ogenase ;- LCLHCEPT-

Abbildung 3.12: Homologe Region der Oxyaniontasche

3.2.5 Zufallsmutagenese der Rationalmutanten

3.2.5.1 Zufallsmutagenese durch error- prone PCR
Sowohl die Einfach-, wie die Doppelmutante wurden einer error-prone PCR (s. Material und

Methoden) unterworfen, um dadurch Epoxidhydrolasefdhigkeiten zu generieren.
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Die durch die Primer erl und er2 unter error-prone Bedingungen erzeugten Produkte (s.
Abbildung 3.13) wurden geleluiert, mit BamHI/Ndel gespalten und in den identisch
gespaltenen Vektor pCYTEXP1 ligiert.

Von beiden Rationalmutanten wurden 3000 Zufallsmutanten von Hand in Mikrotiterplatten
iiberfiihrt, dort kultiviert, repliziert und aufgeschlossen. Im anschlieBenden automatisierten
Assay konnte jedoch keinerlei Aktivitit gegen Styroloxid festgestellt werden.

Zur Kontrolle der Mutationseffizienz wurde auch der Lipase-Wildtyp mutiert. 20-40% der
Lipasemutanten zeigten keine Hofbildung mehr gegeniiber Tributyrin. Die Sequenzierung von

sechs Klonen ergab eine Mutationseffizienz von zwei Mutationen pro 1000 Basenpaaren.

S ACGTK

1500 bp »

1500 bp »

S ACGTK

Abbildung 3.13: Gelelektrophorese der error-prone PCR-Produkte der Gene BTL-Asp (obere
Reihe) und BTL-Asp-Pro (unten). (A,C,G,T geben das Nukleotid an, welches im Unterschufl

eingesetzt wurde, K ist die Kontrolle unter nicht fehlerhaften Bedingungen).

3.2.5.2 Zufallsmutagenese durch den Mutationsstamm Epicurian coli XL1-Red

Die Aspartat-Mutante wurde analog dem Lipase-Wildtyp in einen egfp-Reportervektor
(pCYTEXP1-BTL2Asp-lac-egfp) umkloniert und, wie in Abschnitt und fiir den
Lipase-Wildtyp beschrieben, einer Zufallsmutagenese unterzogen. Auch hier wurden 3000
Klone mit dem Zellsorter vereinzelt und mittels des NBP-Assays (s. Material und Methoden)
untersucht. Es wurden wiederum keine Mutanten gefunden, welche Epoxidhydrolaseaktivitit

gegeniiber Styroloxid zeigten.
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3.3 Entwicklung eines neuen Metallaffinitatspeptides fir die

Proteinaufreinigung

3.3.1 Natirliche Metallbindungsstelle des Humanpathogens Helicobacter pylori

Das Humanpathogen Helicobacter pylori ist wahrscheinlich die Hauptursache fiir chronische
Gastritis (Doolittle, 1997).

Um in der sauren Umgebung des Magens zu iiberleben, siedelt sich H. pylori in den
Darmzoten an und bedient sich zur weiteren Pufferung des ihn umgebenden Mediums einer
nickelabhingigen Urease (Labigne und de Reuse, 1996). Das hierfiir bendtigte Ni** wird
durch ,,Jonenpumpen® in Form einer transmembralen P-Type-ATPase (HP791) (Melchers,
1996) ins Zellinnere transportiert. Um eine ausreichende Versorgung mit Ni*" sicherzustellen,
muf} das Enzym {iber eine effektive Metallbindungsstelle verfiigen.

Um die Akkumulation toxischer zweiwertiger Ionen (insbesondere Kupfer) zu vermeiden,
werden auch ATPasen benotigt, welche den Export dieser Metalle katalysieren (s.Tabelle

3.2).

Nomenklatur Nomenklatur Metallbindungsstelle Bindung
Doolittle, 1997 Schéfer, 1997

P-Type ATPase HP791 ATPase 439 HxHxxxCxxC Ni*", Cu*’, Co™"
P-Type ATPase HP 1503  ATPase 115 CxxC Cu**

P-Type 948copAP ATPase copA CxxC Cu**

Tabelle 3.2: Nomenklatur, Metallbindungsmotiv und gebundene Metallionen der bekannten
P-Typ-ATPasen aus Helicobacter pylori.

3.3.2 Zufallsmutagenese der Metallbindungsstelle einer ATPase von Helicobacter

pylori

Um die Metallbindungsstelle der ATPase HP791 fiir die Proteinaufreinigung zu optimieren,
wurde wiederum auf die Methoden der Zufallsmutagenese zuriickgegriffen. Um den
Sequenzraum mdoglichst umfassend abzudecken und die Zahl der Mutanten in einem

iiberschaubaren Rahmen zu halten, wurde die Methode der degenerierten Oligonukleotide
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eingesetzt (s. Abschnitt[1.1.]). Es wurden Primer (gfpwobblel, gfpC s. Material und
Methoden) verwendet, welche die Aminosduren des Bindungsmotivs konservierten, die
dazwischen liegenden aber variierten. Bei sechs unbestimmten Aminosduren ergeben sich

theoretisch 3*10° verschiedene Tag-Varianten.

3.3.3 GFP als Reporterprotein fir die Bindungseigenschaften verschiedener
Metallaffinitatspeptide

Es konnte gezeigt werden, da3 der Proteingehalt an GFP mit der Fluoreszenzintensitit {iber

einen weiten Bereich linear korreliert (. Abbildung 3.14). Die Fluoreszenz war im Bereich

pH 6-9 vom pH-Wert (pH 5,5-10 (Ward und Bokman, 1982)) unabhingig und Imidazol

beeinfluflite die Fluoreszenz bis zu einer Konzentration von 0,3 M nicht. Diese Eigenschaften
lieBen das GFP als Reporterprotein fiir die Metallaffinitdtsaufreinigung sinnvoll erscheinen,
da die in den einzelnen Aufreinigungsfraktionen mefbaren Fluoreszenzen mit dem
Proteingehalt korrelierbar sind.

Um die Bindungs- und Elutionseigenschaften der Metallaffinitdtspeptid-Varianten zu

untersuchen, wurden die Mutanten mittels PCR an das GFP fusioniert und in den

Expressionsvektor egfp zuriickkloniert (s.[Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.14: Abhingigkeit der Fluoreszenz von der GFP-(Protein)-Konzentration
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Abbildung 3.15: Fusion der Peptidbibliothek (Tag = HxHxxxCxxC), des (His)¢ (Tag =
HHHHHH) und eines Wildtyp-Bindungsproteins (Tag = HIHALACPAC) an das eGFP.
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3.3.4 Sequenzierung und Evaluierung der Klone

Um die Qualitit der Zufallsmutagenese zu kontrollieren, wurden einige zuféllig ausgewihlte

Klone sequenziert (s. [[abelle 3.3). [Abbildung 3.14 zeigt, daB es mit der Methode der

degenerierten Primer gelingt, den moglichen Sequenzraum abzudecken, wobei aufgrund der

Degeneration des genetischen Codes natiirlich keine Gleichverteilung, sondern ein typisches

Verteilungsmuster gefunden wird (s. [Abbildung 3.14). Mit dieser Methodik werden

naturgemal} auch Stop Codons gemal ihres statistischen Auftretens eingefiihrt.

Bezeichnung Sequenz

Al His-Gly-His-Met-Glu-Arg-Cys-Leu-Val-Cys
A2 His-Lys-His-Ala-Arg-Ser-Cys-Met-Gly-Cys
A3 His-Phe-His-Thr-Val-Phe-Cys-Phe-Ser-Cys
A4 His-Arg-His-Arg-Gly-Met-Cys-Thr-Ala-Cys
A6 His-GIn-His-Glu-Gly-Arg-Cys-Lys-Glu-Cys
A8 His-Cys-His-Pro-Glu-Leu-Cys-stop-Leu-Cys
M3 His-Asp-His-Glu-Arg-Leu-Cys-His-Asn-Cys-
M4 His-Asn-His-Arg-Tyr-Gly-Cys-Gly-Cys-Cys-
Ml14 His-Ser-His-Ser-Val-Gly-Cys-Phe-Phe-Cys
M15 His-Gly-His-Thr-Leu-Ser-Cys-Gly-Leu-Cys
MIl16 His-Ser-His-stop-Leu-Arg-Cys-Lys-Gly-Cys
75 His-Arg-His-Gly-Thr-Asn-Cys-Leu-Lys-Cys-
77 His-Ile-His-GIn-Ser-Asn-Cys-GIn-Val-Cys
78 His-Lys-His-Val-Asp-His-Cys-Gly-Arg-Cys
79 His-Ser-His-Leu-Thr-Leu-Cys-Leu-Gly-Cys
710 His-Thr-His-GIn-Ser-GIn-Cys-Gly-Arg-Cys
Z11 His-Thr-His-Ala-Ser-Gly-Cys-stop-stop-Cys
Z13 His-Cys-His-Pro-Trp-Cys-Cys-Asn-stop-Cys

Tabelle 3.3: Auswahl einiger sequenzierter Peptidtags zur Bestimmung der Verteilung der

Mutationen
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Abbildung 3.16: Vergleich der (aufgrund der Degencration des genetischen Codes)
erwarteten @ und der beobachteten® Haufigkeitsverteilung

3.3.5 Entwicklung eines automatisierten Assaysystems fur das

Hochdurchsatzscreening

Zum Durchmustern dieser groBen Mutantenbibliotheken wurde wieder ein automatisiertes
Assaysystem in Mikrotiterplatten entwickelt. Die einzelnen Mutanten wurden mit dem
Pickroboter in einzelne, mit Nahrmedium gefiillten ,,wells* einer Mikrotiterplatte transferiert.
Nach achtstiindiger Kultivierung wurde eine Replikaplatte erstellt und die Zellen durch drei
Tau-Gefrierzyklen aufgeschlossen. Die Zellfragmente wurden mittels Zentrifugation
sedimentiert und der (fluoreszierende) Uberstand mit Hilfe eines Laborroboters in eine neue
Platte iiberfiihrt. Nach Bestimmung der Ausgangsfluoreszenz wurde der Uberstand auf eine
Filterplatte aufgebracht, welche mit Ni-beladener ,,Chelating Sepharose® gefiillt war. Durch
erneutes Zentrifugieren konnte das fusionierte GFP an das Sdulenmaterial binden. Nach
Waschschritten, die durch Pufferzugabe und wiederholtes Zentrifugieren der Filterplatten
realisiert wurden, konnte das Protein durch Imidazolzugabe in eine Mikrotiterplatte eluiert

und die Fluoreszenz erneut gemessen werden (s. Abbildung 3.17)
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Abbildung 3.17: FluBschema fiir das Auffinden neuer Metallaffinititspeptide im

Hochdurchsatzscreening.

Der FEinsatz des Mikrotiterplattenassays ermoglichte die simultane Bestimmung der

Bindungs- und Elutionseigenschaften von 96 Affinitatspeptiden (s. Abbildung 3.18).
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relative eluierte Fluoreszenz
[%0]

Abbildung 3.18: Beispiclhafte Verteilung des FEluatsanteils bezogen auf die gesamte
aufgetragene Fluoreszenz. (Es fdllt auf, daB die Randbereiche generell schlechtes

Elutionsverhalten zeigen, die Proben wurden deshalb nicht weiter untersucht.)

Durchschnittlich konnten zwischen 30-40 Prozent der Fluoreszenz zurlickgewonnen werden.
Im Vorscreening wurden aber auch Klone identifiziert, die eine deutlich héhere Ausbeute
zeigten. So konnte bei Klon M13 eine Riickgewinnung der Fluoreszenz von ca. 60% und bei
Klon A14 von iiber 50% beobachtet werden. Diese Klone wurden nun mit einigen anderen,
zufdllig ausgewdhlten Klonen einer genaueren Charakterisierung in Spin-Prip-Séulen

(Qiagen) unterzogen.
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3.3.6 Charakterisierung einiger Klone mit Ni-NTA Spin-Prap-Saulen

Fiir eine genauere Quantifizierung der Bindungseigenschaften verschiedener Peptidsequenzen

wurden die Klone im 50 ml MaBstab kultiviert und in Qiagen Ni-Spin-Prdp Sidulen

aufgereinigt. |Abbildung 3.19 zeigt, daB verschiedene Peptidsequenzen unterschiedliche

Bindungs- und Elutionseigenschaften zeigten. Dies ermoglicht die individuelle Anpassung der

Affinitatspeptide an das spezifische Reinigungsproblem.
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&
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F
®?

20% -

Al A2 A4 A5 A6 A9 Al10 All Al2 Al4 MI13 ohne
Tag

Klon

Abbildung 3.19: Bindungs- und Elutionsverhalten einiger Klone im Spin-Sdulen-Test
(Durchfluf3 l; Waschschritt (J ; Elution H) (Sequenzinformationen s. [[abelle 3.3

Wie aus [Abbildung 3.19 erkennbar, zeigte der Klon M13, welcher mittels des in Abschnitt

3.3.5 beschriebenen Hochdurchsatzscreenings gefunden wurde, die prozentual hochste
Elution. Er ist daher fiir die Proteinaufreinigung des eGFP besonders geeignet. Alle weiteren
Untersuchungen wurden deshalb mit dieser Peptidvariante durchgefiihrt. Zur leichteren

Verstiandlichkeit wird fiir diese Peptidvariante anschlieBend die Bezeichnung HeliTag

verwendet. | |
Abbildung 3.20|zeigt, daB das an den HeliTag fusionierte eGFP bereits durch die Spin-Prip-

Saule sehr gut aufgereinigt werden konnte.
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- gfp

Abbildung 3.20: PHAST ®-Gel (Silberfirbung) der Spin-Siulen-Aufreinigung von Klon M13
(HeliTag) (M: HMW Standard, 1: ZellaufschluB3, 2: DurchfluB3, 3: Waschschritt, 4: Elution)

3.3.7 Einsatz in der FPLC-Aufreinigung

Um die Tauglichkeit des HeliTags in der konventionellen IMAC-Aufreinigung zu

untersuchen, wurden 100 ml des eGFP-HeliTags-Proteins exprimiert und mittels FPLC

aufgereinigt. [Abbildung 3.21| zeigt, daB das egfp ohne Metallaffinititspeptid nicht

unspezifisch an die Matrix bindet und schon wihrend des Waschschrittes ausgetragen wird,
wihrend das an das Metallaffinitétspeptid fusionierte Protein in einem engen Bereich der

Séule gebunden und in einer Fraktion eluiert wird (s. |[Abbildung 3.22|und |[Abbildung 3.23]).
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Abbildung 3.21: Verhalten des nicht mit einem Metallaffinititstag gekoppelten eGFP auf
einer mit ,,Chelating Sepharose* beladenen Sdule (A) und im Fraktionssammmler (B),

wihrend des Waschschrittes.

Abbildung 3.22: Verhalten des an den HeliTag fusionierten e¢GFPs wihrend des
Waschschrittes auf der Sdule (A) und bei der Fraktionierung wihrend der Elution (B)
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Abbildung 3.23: Aufreinigung des eGFPs mit fusioniertem HeliTag (-M- Absorption bei
254 nm; -@- relative Fluoreszenz) (Die Angabe der Absorption oberhalb von Fraktion 70 ist

aufgrund der hohen Eigenabsorption des Imidazols nicht mehr méglich).

3.3.8 Verschiedene Metalle fur die Proteinaufreinigung

Zeigte der HeliTag bei der Verwendung von Ni*" als zu komplexierendes Ion sehr gute
Bindungseigenschaften, so konnte fiir das in der IMAC routinemiBig eingesetzte Zn*'
keinerlei Bindung beobachtet werden. Die Bindung an Cu®" hingegen war so stark, daff Teile
des Metallsalzes mit dem Protein eluiert wurden. Dies steht in Einklang mit den
Beobachtungen von Melchers (Melchers, 1996) der als natiirlich gebundene Metalle nur Cu*,
Co”" und Ni** beschreibt.
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3.3.9 Vergleich des HeliTags mit dem (His)s und einer Wildtypmetallbindungsstelle

Da in IMAC-Aufreinigungen iiblicherweise der (His)s-Tag verwendet wird, sollte dieser mit
dem neu entwickelten HeliTag verglichen werden. Auch eine natiirlich vorkommende
Variante der Helicobacter pylori ATPase 439 (His-Ile-His-Asn-Leu-Asp-Cys-Pro-Asp-Cys)
(Melchers, 1996) sollte auf ihre Eignung in der Proteinaufreinigung hin untersucht werden.
Alle drei Peptide wurden tiber PCR an das eGFP fusioniert (Primer ATPwild bzw. gfpHis mit
gfpC), im 250 ml-MaBstab kultiviert und anschlieBend unter identischen Bedingungen

aufgereinigt. |Abbildung 3.24 zeigt das unterschiedliche Elutionsverhalten dieser

Metallbindungsstellen. Es zeigte sich, daBl der (His)e-Tag schon bei relativ geringen
Imidazolkonzentrationen (s. tiber vier Fraktionen eluiert wird, wihrend der
HeliTag bei einer Konzentration von ca. 0,1 M Imidazol in einer Haupt- und drei
Nebenfraktionen scharf von der Matrix ablosbar ist. Die Wildtypbindungsstelle 148t sich

ebenfalls relativ scharf, aber erst bei einer Imidazolkonzentration von ca. 0,25 M eluieren.
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Abbildung 3.24: Vergleich der Elutionsprofile des Hiss-Tags (A ), des HeliTags () und der
Wildtypbindungsstelle (W) bezogen auf die eluierte Fluoreszenz.
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Tag Zur Elution bendtigte Ausbeute [%]

Konzentration an Imidazol [M]

HeliTag 0,1 68
(His)e-Tag 0,05 48
Wildtyp-Peptid 0,25 68

Tabelle 3.4: Vergleich der Ausbeuten unter Verwendung verschiedener Affinitdtspeptide
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3.4 Aufreinigung und Expression der Lipase BTL2 in verschiedenen

Expressionsorganismen

Um die Anwendbarkeit des HeliTags fiir die Aufreinigung industriell interessanter Proteine
zu demonstrieren, wurde der HeliTag mittels PCR an das Gen der Lipase aus Bacillus
thermocatenulatus fusioniert. Das Protein kann leicht in verschiedenen Organismen aktiv und
in groBeren Mengen expremiert werden, ist hinreichend stabil und die Aktivitit kann durch
den photometrischen oder den pH-Stat Assay einfach nachgewiesen werden. Deshalb eignet

es sich gut als Reporterprotein.

341 E.coli

3.4.1.1 250 ml Ansatz

BTL-HeliTag wurde im 250 ml MaBstab kultiviert, die Zellen in 10 ml aufgeschlossen und
der Uberstand mittels FPLC aufgereinigt. [Abbildung 3.25 zeigt das Ergebnis der
Aufreinigung, das Reinigungsprotokoll ist in Tabelle 3.5 dargestellt. Es konnte in einer

Einschrittaufreinigung ein Reinigungsfaktor von iiber 40 bei einer Ausbeute von 35 %

erreicht werden.

97 »
66 »

45% - BTL2
3

22p
14» =

Abbildung 3.25: Aufreinigung der Lipase BTL2-HeliTag mit Hilfe der FPLC; M: Standard,
1: Fraktion 32; 2: Fraktion 33; 3: Fraktion 34; 4: Fraktion 35
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Volumen [ml]]  Gesamt- Gesamt- Spezifitat ~ Aufreinigungs-
aktivitat protein Aktivitat faktor
[V] [mg] [U/mg]
Uberstand 10 9375 136 69 1
Fraktion 30 3 92 4 23 0,3
Fraktion 31 3 292 9 33 0,5
Fraktion 32 3 717 18 40 0,6
Fraktion 33 3 831 12 70 1,0
Fraktion 34 3 739 0,42 1743 25
Fraktion 35 3 581 0,19 3082 44
Fraktion 36 3 280 3 88 1,3

Tabelle 3.5: Aufreinigungstabelle des BTL2-HeliTag im 10 ml Ansatz (Bestimmung der
Aktivitdten bei pH 7,5, 45°C gegen Tributyrin). Die Ausbeute fiir die Fraktionen 34 und 35
betrug 35%.

3.4.1.2 Einfuhrung der Proteaseschnittstelle Xa

Um unerwiinschte Wechselwirkungen mit dem aufgereinigten Protein zu vermeiden, z.B. das
allergene Potential des Proteins zu erniedrigen, bietet sich der Einsatz von Endoproteinasen
zur Abspaltung des Aufreinigungspeptids an (s. auch Tabelle 1.6).

Mit die am meisten verwendete Endoproteinase ist der in humanem Blut vorkommende
Faktor Xa, der fiir die Aktivierung des Thrombins aus Prothrombin verantwortlich ist. Diese
Protease spaltet im AnschluB an die Erkennungssequenz Ile-Glu-Gly-Arg. Die
Proteaseschnittstelle wurde mit den Primern BTL und BTLXaM13 nach der in Material und
Methoden beschriebenen Strategie kloniert.

Die Aufreinigung gelang auch mit den fiir den HeliTag beschriebenen Strategien und fiihrte
zu dhnlicher Reinheit.

Das Abspalten der Bindungsstelle konnte einmal durch N-terminale Sequenzierung (Blot

s. Abbildung 3.26; Sequenz s. Tabelle 3.6) nachgewiesen werden. Ein weiterer Nachweis
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konnte dadurch erbracht werden, dal} das gespaltene Protein nach Dialyse zur Entfernung des

Imidazols nicht mehr an die Metallaffinitdtsmatrix band.

97 p | -
66 p

4sh - BTL2

31 p —
22p

14p

M 1 2 3

Abbildung 3.26: Western-Blot der BTL-HeliTag und der BTL-Xa-HeliTag M: Standard,
1+2: BTL2-HeliTag; 3: BTL2-Xa-HeliTag

Protein Sequenz Bindung

BTL-Xa-HeliTag nicht bestimmbar® bindet (nach Dialyse) an Ni-NTA
Matrix

BTL-Xa-HeliTag nach 2 Std. gef.: MKG?RVMV?L bindet nicht mehr an Ni-NTA

Xa Behandlung erw: MKGCRVMVVL  Matrix

Der N-Terminus des HeliTags konnte nicht sequenziert werden, da die zwei
aufeinanderfolgenden Cysteine wahrscheinlich zum Abbruch der Sequenz fiihrten

Tabelle 3.6: Bestimmung der N-terminalen Proteinsequenzen vor und nach Abspaltung des

N-terminal fusionierten Affinitétspeptides.
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3.4.1.3 Fermentation und Streamline-Chromatografie

Industriell wichtige Enzyme miissen in groflerer Menge darstell- und aufreinigbar sein. Aus
diesem Grund wurde BTL-HeliTag im 30 1-Mafstab fermentiert (s. |Abbildung 3.27). Die
Zellen wurden durch Ultrafiltration abgetrennt und in 500 ml aufgeschlossen. Der Aufschluf3
wurde anzentrifugiert und direkt fiir die Streamline-Chromatografie eingesetzt (s.
B.29).
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Abbildung 3.27: Fermentationsverlauf einer 30 1 Fermentation der BTL2 (-B- ODgoo der
Kultur; -4- Biofeuchtmasse (aus 20 ml Kulturbriihe); Lipaseaktivitit (A ) (Pellet aus 20 ml
Fermentationsmedium wurde im Ultraschall aufgeschlossen und die Aktivitit gegen

Tributyrin bei pH 7,5 und 65°C bestimmt).
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Abbildung 3.28: Streamline Chromatografie von BTL2-HeliTag an ,,Streamline Chelating
Sepharose®. (_ Absorption bei 540 nm; ..... Leitfahigkeit in mS)

Im Waschschritt der Streamline-Chromatografie konnte keine Aktivitit nachgewiesen
werden, der Hauptanteil der Lipaseaktivitit konnte bereits in der ersten Elutionsstufe mit
0,1 M Imidazol eluiert werden. Es wurde ein Aufreinigungsfaktor von 8 bei einer Ausbeute

von 25% bestimmt. Ein geringerer Anteil mit auch niedrigerer spezifischer Aktivitit wurde

bei einer Konzentration von 0,2 M gemessen (s. Tabelle 3.7 und Abbildung 3.29].




Ergebnisse 66

Volumen Gesamt- Gesamt-  Spez. Aktivitdt Faktor
[ml]  aktivitdt [U] protein [mg] [U/mg]

Uberstand 500 1600000 18000 89 1
Waschschritt 300 0 14000 0 n.b.
0,1 M Imidazol 150 405000 540 750 8,4
0,2 M Imidazol 150 102000 400 255 2,8
0,3 M Imidazol 150 0 n.b n.b. n.b.

Tabelle 3.7: Aufreinigungsprotokoll der Streamline-Chromatografie einer 30 1 Fermentation
BTL2-HeliTag (n.b.=nicht bestimmt).
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Abbildung 3.29: Streamlineaufreinigung der BTL2-HeliTag; M: Standard, 1: Auftrag, 2:
Elution bei 0,1 M; 3: Elution bei 0,2 M Imidazol.
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3.4.2  Streptomyces lividans

Da bei der Expression heterologer Proteine in E. coli und deren anschlieBender IMAC-
Aufreinigung immer Membranproteine an die Ni-NTA-Matrix binden (Brock and Madigan,
1988), sollte untersucht werden, ob die Expression in einem grampositiven Organismus dieses
Problem umgehen kann.

Das BTL2-Gen wurde mittels einer PCR-Reaktion mit den Primern BTLC und BTLM14 an
den HeliTag fusioniert und anschlieBend mit Ndel und BamHI geschnitten. Das erhaltene
Fragment wurde in den ebenfalls mit Ndel und BamHI geschnittenen Vektor plJ4123 (Takano
et al.,, 1995) ligiert und anschlieBend in {iber Protoplastierung Streptomyces lividans

transformiert.

tsr
kan

P1J4123-BTL2
9112 bps

PtipA /

" Ndel

‘BamHI
EcoRl

Abbildung 3.30: Der Vektor plJ4123-BTL2 zur Expression der HeliTag-fusionierten Lipase
BTL2 in Streptomyces lividans.

Die Zellen wurden unter induzierenden Bedingungen (s. Material und Methoden) 72 Std.

kultiviert und anschlieBend aufgeschlossen. Der Zelliiberstand konnte dann mittels FPLC

aufgereinigt werden (s. Abbildung 3.31).
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Abbildung 3.31: Expression und Aufreinigung von BTLM14 aus Streptomyces lividans TK
13 M: Standard, Spur 1: Expression nach 48 Std. , Spur 2: Expression nach 72 Std., Spur 3:
Uber IMAC aufgereinigtes Protein.

Abbildung 3.31] zeigt, daB sich in Streptomyces lividans Tk 13 unter dem Thiostrepton

Promotor eine deutliche Uberexpression erreichen 14B8t. Allerdings fillt die Ausbeute sowohl
bezogen auf den Raum-Zeit-Faktor, wie auch bezogen auf die Zellmasse deutlich schlechter

aus (s. Tabelle 3.9).

Zeit Zellmasse Aktivitdt Aktivitat Spez. Aktivitét
[Std] [g] [U/250 ml] [U/g Zellen] [U/mg]

E. coli 9 2¢g 8700 4350 2950

S. lividans 72 35¢ 3200 915 3200

Tabelle 3.8: Vergleich der Expressionsleistung von Streptomyces lividans und E. coli bei der
Produktion der BTL2-HeliTag. (250 ml Kultur, zur Bestimmung der spezifischen Aktivitét
wurde nur die aktivste Fraktion der IMAC-Aufreinigung betrachtet).
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Die Enzymeigenschaften der unterschiedlich exprimierten Proteine  beziiglich

Temperaturaktivitit bzw. -stabilitét (s.[ Abbildung 3.32) und pH-Aktiviit (s. Abbildung 3.33)

waren vergleichbar. So lag das Temperaturoptimum bei dem in E. coli produzierten Enzym
bei 60°C, bei dem in Streptomyces lividans exprimierten bei 65°C. Das pH-Optimum beider

Proteine lag bei pH 7,5. Diese Werte stehen im Einklang mit dem nicht HeliTag fusionierten

in E. coli unter dem = A-Promotor  exprimierten  Lipase- ,,Wildtyp®.
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Abbildung 3.32: Temperaturaktivitdt (®;M) und -stabilitdt (A ;V) der Lipase aus Bacillus

thermocatenulatus (exprimiert in Streptomyces lividans ('V ;®) bzw. E. coli (A ;H))
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Abbildung 3.33: pH-Aktividt der BTL2 bei Expression in Streptomyces lividans (-®-)und E.

coli (-m-)
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4 Diskussion

4.1 Hochdurchsatzscreening in der gerichteten Evolution

Wihrend die Methoden der kombinatorischen Chemie in der pharmazeutischen Forschung
etabliert wurden, sind entsprechende Entwicklungen in der kombinatorischen Biokatalyse
noch unzureichend. Einer der Griinde hierfiir ist sicherlich, dafl bislang nur auf wenige
allgemein anwendbare Methoden des High-Throughput-Screenings zuriickgegriffen werden
kann. Ein anderer, dafl die Zahl der durch kombinatorische oder evolutive Methoden
dargestellten Katalysatoren deutlich grofer ist, als die Zahl der im Pharmascreening zu
testenden Substanzen.

Gelingt es nicht ein Selektionssystem aufzubauen, bei dem nur positive Mutanten auf dem
Néhrmedium {berleben (Crameri et al., 1998), oder durch enzymatische Reaktion
Nahrstoffquellen erschlossen werden, welche das Wachstum positiver Klone fordern
(Bornscheuer et al., 1998), so bietet sich die Durchfiihrung von Einzelreaktionen in, im
Pharmascreening etablierten, Mikrotiterplatten an. In diesen konnen mit relativ groBen
Proteinmengen unter realen Bedingungen Reaktionen durchgefithrt werden. Die
Prozessierung der Platten kann heute automatisiert in sehr grofer Zahl geschehen, so dal3
beim Einsatz von 96 oder sogar 384 ,,well* Platten ein hinreichend gro3er Mutantendurchsatz
moglich ist. Es mul} allerdings beachtet werden, dal sich nicht alle Expressionswirte in
Mikrotiterplatten kultivieren lassen; so bereiten vor allem mycelbildende Organismen groBere
Schwierigkeiten.

Fiir das Auslesen des Assaysystems stehen heute bereits eine Vielzahl von, meist aus dem
Pharmascreening stammenden, Methoden zur Verfiigung. Aufgrund des moglichen hohen
Durchsatzes werden meist optische Verfahren wie Fluor- oder Lumineszenz, Absorption oder
Fluoreszenzpolarisation eingesetzt. In letzter Zeit wurden aber auch Massenspektroskopische
(Reetz et al., 1999) und ,,Szincillation Proximity Assays® (SPA) (Baker et al., 1996)
Methoden beschrieben.

Allen Tests in Mikrotiterplatten ist allerdings gemein, daf3 die die mutierten Gene tragenden
Klone in die ,,wells* vereinzelt werden miissen. Neben dem aufwendigen und fehleranfélligen
manuellen Picken, bietet sich der Einsatz von den aus den Genomprojekten stammenden, {iber
Bilderkennung arbeitenden Pickrobotern an (Uber et al., 1991). Da diese Systeme aber immer
eine unterschiedliche Anzahl von Zellen in die Platte iibertragen, sind die Start- und damit
auch die Wachstumsbedingungen in jedem ,,well* unterschiedlich. Dies ist fiir den Einsatz in

den Genomprojekten, mit dem Ziel der Gewinnung von DNA aus Genbanken, gleichgiiltig.



Diskussion 72

Es wirkt sich aber fiir vergleichende biokatalytische Messungen negativ aus, da hier die
Menge des exprimierten Proteins entscheidend fiir die gemessene Aktivitdt ist. Um dieses
Problem zu iiberwinden, wurde der Einsatz von GFP-Enzym Fusionsproteinen beschrieben
(Albano et al., 1998). Bei diesem Verfahren wird die Enzymaktivitdt mit der Fluoreszenz, und
somit der Proteinmenge, korreliert. Bedingung fiir den Einsatz dieser Methode ist allerdings
eine ausreichende Aktivitit des GFP-Enzym Adduktes.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur Vereinzelung von Mutanten durch den Einsatz
von einem DurchfluBzytometer (FACS) und eines Plasmides, welches das zu mutierende
Protein und das GFP als Transformationsreporter als zwei unabhéngig exprimierbare Proteine
enthdlt, umgeht dieses Problem. Es konnte gezeigt werden, dal durch
Einzeltransformantendetektion und —ablage identisches Wachstums- und
Expressionsverhalten in den ,,wells* der Mikrotiterplatte erreichbar waren. Im Gegensatz zum
Einsatz des Fusionsproteins stellt sich bei dieser Methode auch das Problem der Aktivitét des
Fusionsadduktes nicht. Der FEinsatz zweier unabhidngiger Promotoren, hier des
temperatursensitiven A-und des lac-Promotors, ermdglicht auch die kontrollierte Expression
des mutierten Proteins.

Beim Einsatz des FACS entfillt zusitzlich die Notwendigkeit der Transformantenselektion
mit Hilfe von Antibiotika, d.h. die Ausbringung des Transformationsansatzes auf
Selektionsmedium entféllt, ebenso die anschlieBende Inkubation iiber Nacht. Dieser
Zeitvorteil diirfte sich vor allen Dingen bei sich wiederholenden Mutationszyklen bemerkbar
machen.

Nachteilig bei diesem System wirkt sich vor allem der hohe Preis und die hohe
Wartungsanfilligkeit der Durchfluzytometer mit Einzelzellablage aus. Wie auch bei dem
Einsatz des GFP-Enzym Fusionsproteins limitiert der Einsatz eines Fluoreszenzreporters auch
anschliefende fluorimetrische Assayverfahren, dieses lieBe sich aber moglicherweise durch
den Einsatz von GFP-Varianten mit anderen Absorptions- bzw. Emissionseigenschaften
vermeiden.

Die DurchfluBzytometrie eignet sich besonders zur Vereinzelung von grof3en
Mutantenbibliotheken, die beispielsweise durch den Mutationsstamm Epicurian coli XL1-
Red erzeugt wurden. Mutationsverfahren wie die fehleranfillige Polymerasekettenreaktion
oder das ,,gene shuffling”, welche einen Ligationsschritt erfordern, scheinen fiir diesen Ansatz
nicht optimal geeignet, da bei diesen meist nur 1000-5000 Transformanten pro Ansatz erzeugt
werden. Daher ist es fraglich, ob die Selektion dieser wenigen Transformanten aus 10° Zellen

Sinn macht.
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4.2 Epoxidhydrolasen

4.2.1 Filterpapierassay

Bisher sind in der Literatur noch keine Assays auf Epoxidhydrolaseaktivitdt beschrieben
worden, welche im Hochdurchsatzscreening durchgefiihrt werden konnen. Die meisten
Epoxidhydrolasen wurden bisher mit HPLC- (Nellaiah et al., 1996) bzw. GC- (Pedragosa-
Moreau et al., 1996) Verfahren detektiert. Beide Methoden sind fiir das Massenscreening
nicht oder nur sehr schwer einsetzbar.

Die direkte Detektion des verbleibenden Substrats bot sich somit als Ldsungsansatz an.
Filterpapier oder Membranassays sind immer dann angeraten, wenn eine gro3e Zahl Kolonien
untersucht werden mufl. Durch diese Art der Replikaplattierung bleibt natiirlich auch die
Masterplatte erhalten, von der positive Klone wieder gewonnen und charakterisiert werden
konnen. Der FEinsatz von Styroloxid in dieser Art Nachweisreaktion muf3 aber kritisch
betrachtet werden. Epoxide sind generell hoch toxisch und die Inkubation von Filterpapieren
und vor allem die anschlieBende Farbstoffreaktion bei hohen Temperaturen stellt hohe
sicherheitstechnische Anforderungen. Auch lieB3 sich nicht endgiiltig kldren, ob eine einzelne,
durch Zufallsmutagenese erzeugte Kolonie ausreichend Epoxidhydrolaseaktivitit zur
Verfligung stellen wiirde, um eine sichtbare Hofbildung zu erzeugen. Aus diesen Griinden
wurde im weiteren Verlauf der Arbeit der von F. Zocher entwickelte Mikrotiterplattenassay
verwendet, welcher automatisiert, in abgedeckten Platten, mit kleineren Styroloxid- und
grofBeren Zell- bzw. Proteinkonzentrationen durchgefiihrt werden kann.

Mit Hilfe des Mikrotiterplattenassays konnten auch in der Streptomyceten Stammsammlung
des Instituts fiir Mikrobiologie Tiibingen, Stimme identifiziert werden, welche
Epoxidhydrolase Aktivitdt aufweisen. Epoxidhydrolasen aus Aktinomyceten sind zwar schon
langer bekannt (Kroutil et al., 1998; Mischitz et al., 1996), aus der grofen Gruppe der
Streptomyceten wurden allerdings bisher keine solchen Enzyme beschrieben. Die
Enantioselektivitidten der gefundenen Enzyme waren zwar nur moderat, aber ausgehend von
der nur kleinen Zahl der untersuchten Stdmme, kann davon ausgegangen werden, dal3 eine
weitere Suche nach stereoselektiveren Epoxidhydrolasen in Streptomyceten gute Aussichten

auf Erfolg haben diirfte.
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4.2.2 ,,Umwidmung eines Enzyms*

Die Frage, ob die ,,Umwidmung* eines Enzyms in ein Enzym mit anderer katalytischer
Aktivitdt moglich ist, konnte auch in dieser Arbeit nicht geklart werden. Literaturbekannt ist
bisher lediglich die Uberfiihrung einer Fucosidase (EC. 3.2.1.52) in eine Galactosidase (EC.
3.2.1.2) (Zhang et al., 1997). Bei dieser Arbeit wurde allerdings die Enzymaktivitit der
Fucosidase zerstort und dabei, die schon beim Wildtyp vorhandene, Galactosidase Aktivitét
erhalten.

Ob dies eine Anderung der katalytischen Aktivitit oder ,nur eine Verinderung, bzw.
Verschiebung, der Substratspezifitit darstellt, ist definitionsabhéngig.

Die ,,Umwidmung* einer Lipase in eine Epoxidhydrolase bereitet in vielfacher Hinsicht
Schwierigkeiten. Zum einen ist das Assaysystem fiir Epoxidhydrolasen aufwendig und in
seiner Sensitivitdt limitiert, so daBl nicht bestimmt werden kann, ob nicht genug Kolonien
getestet, oder ob die positiven Mutanten nicht aktiv genug waren. Des weiteren mulf3 der
teilrationale Ansatz, welcher nur auf die Ahnlichkeit des Reaktionsmechanismus, also des
intermediédr gebildeten Esters, und dem damit naheliegenden Austausch des katalytischen
Serins gegen ein Aspartat, sowie die Zugehorigkeit beider Enzyme zur o/pB-Hydrolasefaltung
beruht, kritisch betrachtet werden. Es scheint nahezuliegen, dafl sich die geometrischen
Verhiltnisse im aktiven Zentrum bei der Bildung des tetrahedralen Ubergangszustandes doch
deutlich von den Verhéltnissen in einer Lipase unterscheiden, und dafl diesem Umstand durch
die Einfiihrung des Prolinrestes in der Oxyaniontasche nicht genug Rechnung getragen wird.
Genauere Untersuchungen setzen deshalb die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur von
Epoxidhydrolasen und des Ausgangsenzyms, der BTL2, voraus, die aber bis zum Ende der
Arbeit nicht vorlagen.

Die gewihlten Mutationsbedingungen und —hdufigkeiten befinden sich im Einklang mit der
Literatur, wobei die Frage wie hoch die Mutationsrate zur Generierung neuer katalytischer
Aktivitit sein mul}, offen bleibt.

Die Bedingungen fiir eine Umwidmung der beiden Enzyme ineinander lassen sich
moglicherweise besser durch das Umkehrexperiment, also der Erzeugung von
Lipase/Esteraseaktivitdt aus einer Epoxidhydrolase ableiten. Fiir diese Problemstellung stehen
einfache sensitive Agarplattentestsysteme zur Verfligung. Damit wére es moglich, eine grofle
Zahl von Mutanten zu testen.

Die Tatsache, daB3 in der Zufallsmutagenese eines kompletten Gens schon bei nur méBiger

Mutationshiufigkeit extrem grof3e Bibliotheken entstehen, wirft die Frage auf, ob bei solchen
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Problemstellungen Assays in Mikrotiterplatten Sinn machen. Schon der Austausch nur zweier
Aminoséuren in einem 200 Aminosduren grofen Protein fiihrt zu theoretisch 7*10° Mutanten,
was 70000 ,96‘well“ Mikrotiterplatten entsprdche. Eine Zahl, die zwar durch heutige
Automatisierungstechnik ~ bewdltigbar ist, aus Kostengrinden und der geringen
Wahrscheinlichkeit ein neues geeignetes Enzym zu finden, jedoch wenig Sinn macht.

Wie schon erwiéhnt, scheint es daher geboten entweder Assaysysteme zu entwickeln, welche
das Screening auf Agarplatten ermdglichen oder gar eine direkte Selektion positiver Mutanten

durch Wachstumsassays durchzufiihren.

4.3 Entwicklung neuer Metallaffinitatspeptide

Mit der steigenden Verfligbarkeit und dem zunehmenden Anwendungspotential
rekombinanter Enzyme wéchst auch der Bedarf fiir eine schnelle und effektive Aufreinigung
der Proteine. Die Methode der Wahl stellen hier die Affinitdtstechniken dar. Diese sind
(normalerweise) Einschrittaufreinigungen und werden im Gegensatz zur Hydrophoben- oder
Ionenaustauschchromatografie immer an identischen Matrices durchgefiihrt. Die Ausbeuten
und die Reinheiten sind vergleichsweise gut und aufwendige Optimierungsschritte entfallen.
Trotz einiger Alternativen hat sich die Metallaffinitdtschromatografie (IMAC) durchgesetzt.
Der klassisch eingesetzte (His)s-Tag, hat aber einmal aufgrund von Patentrestriktionen, die
sich auf zwei benachbarte Histidine beziehen, aber auch aufgrund der schlechten Termination
der Transkription bei Fusion an den C-Terminus, wie auch der relativ schlecht verfiigbaren
Antikorper wegen an Bedeutung eingebiifit.

Die Metallbindungsstelle HxHxxxCxxC der ATPase 439 (bzw. HP729) (Melchers, 1996) aus
dem Humanpathogen Helicobacter pylori bot sich als Affinitdtspeptid fir die IMAC-
Chromatografie an, da es sowohl gute Bindungseigenschaften hat, um die Metalle aus der
sauren Umgebung des Magens zu akkumulieren, andererseits aber auch die Abgabe der
zweiwertigen lonen an die Urease bewerkstelligen muB3. Um die Eigenschaften des Peptids
fiir die Proteinaufreinigung zu optimieren, bot sich auch hier ein Ansatz der
Zufallsmutagenese an

Da die (natiirliche) Bindungsstelle lediglich aus zehn Aminosduren besteht, von denen auch
noch vier das Bindungsmotiv vorgeben, war in diesem Fall die Variantenbankerstellung iiber
degenerierte Oligonukleotide die Methode der Wahl (Hermes et al., 1989; Hubner et al.,
1988). Der entstehende Sequenzraum ist mit 6*10’ Varianten iiberschaubar und die mit der

Methode erzeugten Mutanten zeigten eine Gleichverteilung der eingebauten Aminosduren.
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Wie bei allen Problemen der Zufallsmutagenese muflte auch in diesem Fall ein geeignetes
Assaysystem entwickelt werden. Als Standardreporterprotein hat sich im zellbiologischen
Umfeld das GFP etabliert und damit dem bis dato verbreiteten Galactosidasereportersystem
den Rang abgelaufen. Die Moglichkeit ,,Aktivitdt ohne Substrat und Cofaktor und zudem
noch sensitiver, da fluorimetrisch und nicht photometrisch messen zu konnen, diirften diesen
Siegeszug erkliaren. Das das GFP auch noch relativ klein und hoch pH- und oxidationsstabil
(Ward and Bokman, 1982) ist, erleichtert den Einsatz in vielen Assaysystemen.

Die Fusion der Peptidbibliothek an das eGFP ermdglichte zudem eine einfache Verfolgung
der Bindung und der Aufreinigungsprozesse.

Bei allen Assaysystemen mufl die Entscheidung getroffen werden, ob man mit leicht
detektierbaren Modellsystemen, fiir Enzymtests beispielsweise an Chromophorverbindungen
arbeitet, oder ob man versucht, die reale Problemstellung moglichst exakt nachzubilden.
Letzteres bedeutet bei Enzymtests beispielsweise den Einsatz von Zielsubstraten, deren
Umsetzungen iiblicherweise keine einfache Detektion ermdglichen, dafiir aber Ergebnisse
liefern, die die gewiinschte Reaktion (und nicht die des Modellsubstrats) préziser beschreiben.
Das gleiche Problem stellt sich auch bei der Entwicklung von Assaysystemen fiir die
Proteinaufreinigung. Es bestiinde natiirlich die Mdglichkeit Affinititskonstanten durch SPR-
Analysen (van den Heuvel et al., 1993) oder moderne Biacore-(Nieba et al., 1997) Methoden
zu messen. Die praktische Proteinaufreinigung findet aber unter ginzlich anderen
Bedingungen statt. Desweiteren ist bei Aufreinigungen nicht nur eine hohe Affinitét des
Metalltags zur eingesetzten Matrix gefordert, vielmehr muB3 das Protein unter
ProzeBbedingungen auch wieder von der Matrix eluierbar sein.

Bisher waren keine Verfahren bekannt, welche den Aufreinigungen im Hochdurchsatz
erlaubten. Der Einsatz, der aus dem Pharmascreening und den Genomprojekten stammenden
Filterplatten, die dort hauptsichlich fiir Proliferationsassays und DNA-Aufreinigung
verwendet werden, bot sich deshalb fiir diese Problemstellung an. Die Filterplatten wurden
mit ,,Chelating Sepharose® befiillt, und die so erhaltenen 96 ,Sdulen” fiir eine
hochparallelisierte Proteinaufreinigung genutzt.

Auch hier konnten also wieder die aus dem Pharmascreen stammenden Technologien fiir das
Proteinscreening adaptiert werden, beispielsweise Vakuumkammern fiir das Absaugen der
Filterplatten oder Pipettierroboter fiir das reproduzierbare Aufbringen der Matrix, der
Nickellosung und der diversen Puffer.

Fir den Zellaufschluf sind im proteinchemischen Labor eine Vielzahl physikalischer

Methoden etabliert. Diese lassen sich aber in Mikrotiterplatten nicht oder nur sehr schwer
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anwenden. So ist der Eintrag von Ultraschall sowohl aufgrund von Kreuzkontaminationen
durch Verspritzen oder auch wegen der zu hohen Warmeentwicklung in Mikrotiterplatten
nicht mdglich. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 Tau-Frierzyklen in Gegenwart von
Lysozym eine sehr brauchbare Losung darstellen.

Nach dem ZellaufschluBl muf3 der Zelliiberstand vom Pellet abgenommen werden. Dies ist ein
Beispiel fiir den Einsatz eines kaum durch manuelle Operation ersetzbaren Roboterschritts,
der es erlaubt den Uberstand extrem langsam vom Pellet abzunehmen ohne dieses
aufzuwirbeln.

Nach Messung der Ausgangsfluoreszenz wird die eGFP-Losung auf die equilibrierten und mit
Metallsalz beladenen Sdulen aufgebracht, der anschlieBende Wasch- und Elutionsschritt
konnte wieder automatisiert durchgefiihrt werden.

Die Anwendung von mit ,,Chelating Sephorose* gefiillter Filterplatten wurde zwar in dieser
Arbeit als Screeningsystem genutzt, bietet sich aber durchaus auch zur
Hochdurchsatzaufreinigung von an Metallaffinitdtspeptide fusionierten Mutantenbibliotheken
fiir das Hochdurchsatzscreening an. Fiir diesen Zweck stehen zwar seit kurzem auch mit Ni
beladene Polystyrolplatten zur Verfiigung, diese sind aber sehr teuer und nicht wie die
Filterplatten regenerierbar.

Einige, der im Mikrotiterplattenscreening aufgefallenen Klone, wurden zur genaueren
Charakterisierung mit Hilfe von Spin-Prép-Saulen aufgereinigt.

Es wurde gefunden, daB die Klone sehr unterschiedliche Bindungs- und
Elutionseigenschaften aufweisen. Die Technik erdffnet somit die Mdoglichkeit eine Art
Toolbox von Metallaffinitdtspeptiden mit unterschiedlichen Bindungseigenschaften
aufzubauen, die es erlaubt, beispielsweise sehr empfindliche Proteine mit Tags aufzureinigen,
welche fiir die Elution nur geringe Mengen Imidazol bendtigen oder - wenn das
Hauptaugenmerk auf hohe Reinheit gelegt wird - sehr gut bindende Peptide zu verwenden.
Fiir die genauere Charakterisierung wurde die Peptidsequenz His-Asn-His-Arg-Tyr-Gly-Cys-
Gly-Cys-Cys ausgewdhlt, die bei den Spin-Prap-Schnelltests hohe Elutionsausbeuten zeigte.
Die genauen Aufreinigungseigenschaften wurden nun mittels FPLC-Aufreinigungen
untersucht. Es zeigte sich, dal der Tag eine hohe Spezifitit fiir Nickel aufwies, an Zink
konnte keine Bindung festgestellt werden. Die Bindung an Kupfer war so stark, dal3
Kupferionen wéhrend der Imidazolelution mitgerissen wurden.

Ein Vergleich mit dem wohl am weitesten verbreiteten Affinitatspeptid, dem patentrechtlich
geschiitzten (His)s-Tag, zeigte, daBl der HeliTag erst bei deutlich hoheren

Imidazolkonzentrationen eluiert wird. Dies geschieht auch in einer sehr viel schirferen Form.
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Die Ausbeuten bei Aufreinigung mittels HeliTag lagen bei 68%, wihrend beim Hisg-Tag nur
ca. 50% des gewiinschten Proteins wiedergewonnen werden konnten.

Um die universelle Anwendbarkeit des HeliTags zu iiberpriifen, wurde dieser an die Lipase
aus Bacillus thermocatenulatus, einem potentiellen Industrieenzym, gekoppelt. Auch hier
konnte gezeigt werden, dal3 eine Aufreinigung mit einem Aufreinigungsfaktor von 45 und
einer Ausbeute von 30% moglich war.

Die Immunogenitdt von Peptiden ist je nach Feld der Anwendung positiv oder negativ zu
bewerten. So ist eine hohe Immunogenitit gewiinscht, wenn Antikdrper fiir den Nachweis der
fusionierten Proteine in Zellen oder auf Blots genutzt werden sollen, da diese dann spezifisch
und gut binden. Der (His)es -Tag 16st aufgrund seiner ,,unnatiirlichen* Aminosduresequenz
nur eine ungeniigende Immunantwort aus und ist aus diesem Grunde nur bedingt fiir
Nachweisreaktionen geeignet. Es ist daher zu iiberpriifen, ob sich gegen den HeliTag aktivere
Antikdrper bilden lassen. Negativ wirkt sich eine hohe Immunogenitit hingegen dann aus,
wenn pharmazeutisch einzusetzende Proteine aufgereinigt werden. Hier fiihrt das hohe
immunogene Potential natiirlich zu einer unerwiinschten Immunantwort des Organismus. Es
ist also von entscheidender Bedeutung eine Moglichkeit zur Verfligung zu stellen, den
HeliTag nach der Aufreinigung wieder abzuspalten, dies geschieht {iblicherweise durch den
Einsatz spezifischer Proteasen oder Enterokinasen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, da3 die Abspaltung des HeliTags mit Hilfe des Faktors Xa an der entsprechenden
Schnittstelle moglich war.

Fir die Aufreinigung groler Mengen Protein aus Fermentationen miissen Methoden
bereitgestellt werden, welche effektive einfache Aufreinigungen zur Verfiigung stellen. Die
»expanded Bed“-Chromatografie stellt hier aufgrund der hohen Beladungsmoglichkeit
wihrend des Auftrages und der einfachen Eluierbarkeit ein geeignetes Werkzeug zur
Verfiigung. Es gelang in der vorliegenden Arbeit die Proteinmenge eines 30 1 Fermenters iiber
eine Streamline-Sédule mit einem Faktor von 5 bei einer Ausbeute von 25% aufzureinigen.

Die Expression heterologer Gene in gram-positiven Organismen, besonders in
Streptomyceten, hat nach der Entwicklung entsprechender genetischer Werkzeuge besonders
aufgrund der einfachen Sekretierbarkeit der Zielproteine, schnell an Bedeutung gewonnen
(Anne und Van Mellaert, 1993; Brawner, 1994; Gilbert et al., 1995; Payne et al., 1990). Aber
auch die leichtere Aufreinigung von Proteinen aus gram-positiven Organismen, bedingt durch
das Fehlen mehrschichtiger Strukturen mit einer duleren membrandhnlichen Schicht, macht
Streptomyceten als Wirt fiir rekombinante Expression interessant (Brock and Madigan, 1988).

Diese Membranfragmente binden unspezifisch an denen fiir die Aufreinigung verwendeten
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Matrices binden. Um diesen Vorteil auszunutzen, wurde die Lipase aus Bacillus
thermocatenulatus in dem ,high copy* Vektor plJ 4123 in Streptomyces lividans TK 23
eingebracht und dort exprimiert. Auch bei diesem Expressionssystem gelang die FPLC
Aufreinigung, allerdings waren die Ergebnisse S. lividans sowohl beziiglich  der
Expressionsleistung als auch bei den erzielbaren Raum-Zeitausbeute in E. coli deutlich

besser.
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5 Zusammenfassung

Die Zufallsmutagenese erdffnet eine Reihe neuer Moglichkeiten in der Biotechnologie,
beispielsweise bei der Verbesserung oder Verdnderung von Enzymeigenschaften, bei der
Anpassung von Reporterproteinen oder auch bei der Optimierung von Antikdrpern oder
Bindungsstellen fiir die Proteinaufreinigung.

Der entscheidende Punkt bei allen Zufallsmutageneseansétzen ist die schnelle, effektive und
reproduzierbare Durchmusterung einer grolen Anzahl verschiedener Proteinvarianten. Mit
der zunehmenden Komplexitit der durchzufiihrenden Assays wéchst die Notwendigkeit deren
Durchfiihrung zu automatisieren.

Ziel dieser Arbeit war die Bereitstellung von Methoden zur Assayautomatisierung und die
Entwicklung neuer Screeningmethoden.

In zunehmendem Malle werden Assays in Mikrotiterplatten durchgefiihrt, da nur hier
komplexere Assays mit Multireagenzzugaben, Waschschritten und photo-, lumino- oder
fluorometrischer Auswertung moglich sind. Bei der Zufallsmutagenese miissen nun einzelne
Klone in die Kompartimente der Mikrotiterplatte transferiert werden. In der vorliegenden
Arbeit wurde ein System etabliert, welches es erlaubt, mit Hilfe eines Zellsorters einzelne,
mutierte Gene tragende Klone direkt nach der Transformation in definierte ,,wells* der
Mikrotiterplatte abzulegen. Zu diesem Zweck wurde ein Plasmid konstruiert, welches neben
dem ,,enhanced green protein (eGFP)“ als Transformationsreporter auch das zu mutierende
Zielgen, in dem hier beschriebenen Modell eine Lipase aus Bacillus thermocatenulatus, unter
einem unabhdngigen Reporter tragt.

Die Plasmide wurden mit Hilfe des Mutationsstammes Epicurian coli XL1-Red mutiert und
in die Wirtszellen transformiert. Drei Stunden nach der Transformation konnte die Expression
des egfp in den das Plasmid tragenden Zellen durch das Durchfluzytometer nachgewiesen
werden. Die als transformiert erkannten Zellen wurden in diskrete Kompartimente der
Mikrotiterplatte abgelegt. Die Zellen zeigten anschlieBend alle identisches Wachstums- und
Expressionsverhalten, diese Eigenschaft 146t die Methode fiir Zufallsmutagenese-Experimente
als geeignet erscheinen. Bei vielen Assaysystemen, beispielsweise bei der Suche nach
erhohter Stabilitét, spiegelt eine hohere Proteinkonzentration hohere Stabilitét vor, ist aber
wie im beschriebenen Verfahren die gleiche Proteinmenge vorhanden, sind Vergleiche
zwischen einzelnen Klonen deutlich einfacher zu ziehen.

Ein Problem auf welches das Verfahren angewendet wurde, war die Generierung neuer

enzymatischer Aktivitit. Aufgrund von Homologiebetrachtungen zwischen Lipasen und den
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wirtschaftlich stark an Bedeutung gewinnenden Epoxidhydrolasen, wurde versucht in einer
Lipase aus Bacillus thermocatenulatus Epoxidhydrolase-Aktivitit zu erzeugen. Zu diesem
Zweck wurde dem Reaktionsmechanismus der Epoxidhydrolase das katalytische Serin der
Lipase gegen ein Aspartat ausgetauscht und versucht der verdnderten Konfiguration des
Substrates in der Oxyaniontasche durch Einfiihrung eines Prolins Rechnung zu tragen.
Sowohl die Einfachmutante BTL2 H147D, als auch die Doppelmutante BTL2 H147D T46P
wurden sowohl mit dem Mutationsstamm, wie durch eine fehleranfillige PCR-Reaktion
mutiert, in Mikrotiterplatten vereinzelt und dort auf Epoxidhydrolasefahigkeit hin untersucht.
Der Test auf Epoxidhydrolase wurde mit Hilfe des p-(4-Nitrobenzyl)-pyridin Assays
durchgefiihrt. Da der in dieser Arbeit entwickelte Assay auf Filterpapier nur eine
ungeniigende Sensitivitdit aufwies und des weiteren bei seiner Durchfithrung fiir das
Hochdurchsatzscreening toxikologische Probleme aufwarf, wurde ein von F. Zocher
entwickelter Mikrotiterplattenassay genutzt und dieser auf einem Robotersystem
automatisiert.

Unter 2000 untersuchten Mutanten konnte allerdings mit diesem Test kein Klon identifiziert
werden, welcher Epoxidhydrolase-Aktivitit aufwies.

Eine weitere Problemstellung, die mit Hilfe der Zufallsmutagenese und einem
automatisierbaren Assaysystem zu Dbearbeiten war, war die Entwicklung neuer
Metallaffinitdtstags fiir die ,,Immobilized metal affinity chromatography* (IMAC)
Proteinaufreinigung. Ausgehend von einer Metallbindungsstelle einer ATPase des
Humanpathogens Helicobacter pylori mit dem Bindungsmotiv HxHxxxCxxC wurde iiber die
Technik der degenerierten Primer eine Peptidbibliothek erstellt, deren Vertreter auf ihre
Eignung fiir die Proteinaufreinigung hin untersucht werden sollten. Obwohl in diesem Fall
nur sechs Aminosduren variiert wurden, ist auch hier die Zahl der entstehenden Varianten so
groB3, dall ein Hochdurchsatz-Assay fiir die Charakterisierung der Bindungseigenschaften
entwickelt werden mufite. Zu diesem Zweck wurde die Peptidbibliothek mittels PCR an das
eGFP fusioniert, welches als Reporter fiir den Aufreinigungsprozefl dienen sollte. Die
Mutanten wurden mittels eines Pickroboters in Mikrotiterplatten {iberfiihrt, dort kultiviert und
aufgeschlossen. Nach der Messung der Fluoreszenz des Zelliiberstandes wurde dieser
automatisiert auf Filterplatten, die mit der Metallaffinitdtsmatrix gefiillt waren, iibertragen.
Mit Roboterunterstiitzung wurden daraufhin die iiblichen Reinigungsschritte durchgefiihrt und
nach Elution wieder die Fluoreszenz gemessen. Mit dieser Methode konnten also 96
Proteinaufreinigungen parallel durchgefiihrt und beobachtet werden. Es wurden Varianten mit

verschiedenen Bindungseigenschaften beobachtet, Diese wurden in Spin-Prap-Sdulen ndher
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charakterisiert. Ein Peptid, HeliTag genannt, mit der Sequenz His-Asn-His-Arg-Tyr-Gly-
Cys-Gly-Cys-Cys, fiel durch besonders gute Bindungs- und Elutionseigenschaften auf. Es
konnte gezeigt werden, dal3 durch diesen, neuen Tag, das eGFP sauber und in Ausbeuten von
40% aufgereinigt werden konnte. Ein Vergleich mit dem (patentierten) (His)s-Tag zeigte, dal
der HeliTag erst bei hoheren Imidazolkonzentrationen eluiert und das somit eluierte Protein
sauberer war. Es konnte weiter gezeigt werden, dafl die Elution in einer scharfen Bande
erfolgte und die Kapazitit der Sdule deutlich besser ausgenutzt werden konnte. Um die
universelle Anwendbarkeit dieses Peptides zu zeigen, wurde dieser HeliTag auch an die
Lipase aus Bacillus thermocatenulatus fusioniert und diese ebenfalls iiber iibliche FPLC-
Aufreinigung sowie iiber eine Streamline-Sédule aufgereinigt. Es lieBen sich Ausbeuten von
35% bei einem Aufreinigungsfaktor von 45 erreichen. Fiir den Einsatz des HeliTags in der
Aufreinigung pharmazeutischer Proteine konnte gezeigt werden, daB3 dieser vom Protein
abspaltbar ist, was durch die Einfithrung einer Xa Proteaseschnittstelle gelang.

Um den Einsatz des HeliTags auch bei der heterologen Expression in grampositiven
Organismen zu demonstrieren, wurde das Lipase-Metallbindungsstellen-Fusionsprotein in
Streptomyceten lividans iiberexprimiert. Es konnte gezeigt werden, dall sowohl die

Expression wie auch die Aufreinigung durch IMAC-Chromatographie moglich
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6 Material und Methoden

6.1 Material und Geréate

6.1.1 Chemikalien und Enzyme

Trypton

Agar

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
[3-D-galactosid

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue R250
Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat, Natriumsalz
Formaldehyd 37 %

Formamid

Hefeextrakt
Isopropyl-B-thio-galaktopyranosid (IPTG)
Lysozym

Magnesiumchlorid

Malzextrakt

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

PEG 6000

Salzsdure 35%

Silbernitrat

N, N, N’, N'-Tetramethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
1 kb-Ladder (Standard fiir Agarosegele)
Restriktionsendonukleasen und Puffer

T4-DNA-Ligase

DIFCO-Laboratories, Detroit, USA
Fluka, Buchs, Schweiz

Gibco BRL GmbH, Eggenstein
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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Tag-Polymerase

Oligonukleotide

Big Dye Sequencing Kit

QIAprep Spin Miniprep-Plasmid Praparations-Kit
QIAGEN Blut- u. Zellkultur-DNA Kit
QIAGEN Midi-Plasmid-Préparations-Kit
QIAquick Spin Gel Extraktion Kit
Essigsdure 100%

Ethanol 100%

Glycerin

Ampicillin, Natriumsalz
Ammoniumperoxodisulfat

Glycin

Rotiphorese NF-10x TBE-Puffer
Rotiphorese NF-Harnstoff

Rotiphorese NF-Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung 30% fiir SDS-PAGE

Rotiphorese NF-Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung 40% fiir Sequenzierung

Agarose

Pfu-Turbo Polymerase

Pfu-Polymerase Puffer

6.1.2 Verwendete Geréate

Analytische Diinnschichtchromatograhie
Kieselgel 60 Fsq4

Préparative Sdulenchromatographie
Glassdulen verschiedener Grof3e,
Kieselgel A 60,

KorngroBe 0,04 — 0,063 mm

Agarose-Gelelektrophorese

MWG Biotech, Ebersberg
Perkin Elmer, Weiterstadt
Qiagen GmbH, Hilden

Riedel-de Haen, Seelze

Roth GmbH, Karlsruhe

Serva Feinbiochemika

Heidelberg
Stratagene, La Jolla, USA

Merck

Merck

GmbH,
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DNA Sub Cell, Mini Sub DNA Cell,

Mini Sub Cell GT

Video Copy Processor P66E
BWM 9X Monitor
UV-Leuchttisch
Brutschréanke

WTE

UM 500
DNA-Sequenzierung

373A DNA Sequencer
Macintosh Quadra 650
Inkubatoren
HT-Schiittelinkubator
Kernresonanzspektroskopie
AC250F

Netzgerite

Power Pac 3000, Power Pac 300,
Model 200/2.0 Power Supply
SDS-PAGE

Minigel-Twin G42

Model 583 Gel Dryer
PCR-Gerite

DNA Thermocycler
Pickroboter

BioPick

Pipettierroboter

Beckman 2000 mit Sideloader und Inkubator,

Software BioWorks V 2.2
pH-Meter
Digital pH Meter pH525

Photometer

UV/VIS-Spektrometer Ultrospec 3000

TitertekPlus flir Mikrotiterplatten

Thermomixer

BioRad
Mitsubishi
Javelin Electronics

MWG-Biotech

Binder

Memmert

Applied Biosystems
Apple

Infors

Bruker

BioRad

Biometra

BioRad

Eppendorf

BioRobotics

Beckman

WTW

Pharmacia Biotech

ICN
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Thermomixer 5436 Eppendorf
Waagen

Basic, MC1 Research RC 210 D Sartorius
Wasserbad

Wasserbad B3 Haake-Fisons
Zellaufschluf3

Branson Sonifier 250 Branson
Zentrifugen

Eppendorf Zentrifuge 5417 C Eppendorf
Eppendorf Zentrifuge 5415 R Eppendorf
Universal 30 F Hettich

KR 22i (Rotor: AK 500-11, 155 mm) Jouan

G412 Jouan

Sorvall RC-5B (Rotor: SA 578)

Du Pont Instruments

6.1.3 Verwendete Datenbanken und Software

Software

URL bzw. Hersteller

Proteinstrukturen

Protein Database (PDB)
Pickroboter

BioPick

Pipettierroboter

Bioworks 2.2
Sequenzallignement
Multialign
Protein-Gensequenzierung

Sequence-retrival System

Biorobotics

Beckman

littp://www.toulouse.inra. fr/multalin.html |

Lhttg://exgasz.hcuge.ch/srsS |



http://www.pdb.bnl.gov/
http://www.toulouse.inra.fr/multalin.html
http://expasy.hcuge.ch/srs5
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6.1.4 Chemische Methoden

Chirale Kapillargaschromatographie
Sdulenmaterial: FS-Cyclodex B-I/P CS Fused Silica Kapillarsdule (Heptakis-(3-O-acetyl-2,6-

di-O-pentyl)-B-cyclodextrin), 50 m Lange, 0,25 mm Innendurchmesser, CS-Chromatographie

Service, Langerwehe

Tragergas: H,

Injektor: Split Injektor, Split-Verhéltnis 1:100, Temperatur 200 ° C

Detektor: Flammenionisationsdetektor, Temperatur 200° C

6.1.5 Mikroorganismen

Spezies Stamm Charakteristika Literatur
Escherichia coli DHS5a SupE44 AlacU169 (@80ZAM15)hsdR17
recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl
Escherichia coli  JM105 SupE endA sbcB15 hsdR4 rpsL thi A(lac-
proAB) F* [traD36 pro AB" lacl? lacZAM15]
Escherichia coli  Epicurian XL1- recAl, hsdR17, relAl, Stratagene
Blue lac[F’lacI’ZM15Tn10(Tet")]
Escherichia coli  Epicurian XL1- Stratagene

Streptomyces

lividans

Red
TK23

spc-1, plasmidfrei

(Hopewood et
al., 1983)
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6.1.6 Plasmide

Name Mikroorganismus GroBBe  Wichtige Eigenschaften Quelle

pEGFP E. coli 3,4kB Enhanced green fluorescent Clontech
protein, Amp', pUC 19ori

pCYTEXP1 E. coli 5,0kB  Amp', A-Promotor

pCYTEXP1-BTL2 E. coli 6,2kB  Amp', A-Promotor, Lipase aus

Bacillus thermocatenulatus

pUC 18/19 E. coli 29kB Amp', lac-Promotor
plJ4123 Streptomyces 9,2kb  Kan', thio-Promotor, redD
6.1.7 Primer

Name Sequenz

GfpxaM14 newl

GCAATACCATGGGGCATAATCATCGTTATGGTTGTGGTTGTTGTA
TAGAAGGACGTGTGAGCAAGGGC

BTLxaM14 newl

GCAATACCATGGGGCATAATCATCGTTATGGTTGTGGTTGTTGTA
TAGAAGACGTGCATCCCCACGC

Egfp-N Seq

CGTCGCCGTCCAGCTCGACCA

BTL M14 1 new

CTGGAGACTCATATGGGGCATAATCATCGTTATGGTTGTGGTTGT
TGTGCATCCCCACGC

BTL-M14 2 new

CTACTTACTTAGGATCCCTTCATTAAGGCC

Patl new GCAATACCATGGGGCATATTCATAATCTTGATTGTCCTGATTGTG
TGAGCAAGGGCGAG

erl GAGACTGAGCTCGCATCCCCAC

er2 GTGGGGATGCGAGCTCCGTCTC

GFP Hisl GCAATACCATGGGGCATCATCATCATCATCATCATGGTAGCAAG

GGCGAG
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6.1.8 Medien

Néahrmedium Zusammensetzung

LB-Medium 1% (m/v) Trypton, 0,5% (m/v) Hefeextrakt, 1% (m/v) NaCl, pH7.5

TSS 10% (m/v) PEG 6000, 5% (v/v) DMSO, 50mM MgCl, gelost in 100 ml LB
Medium

S-Medium 4% (m/v) Pepton, 4% (m/v) Hefeextrakt, 4% (m/v)K;HPO4 2%
(m/v)KH,PO4, 10% (m/v) Glycin; nach dem Autoklavieren 10% (m/v)
Glucose, 0,5% (m/v) MgSO4*7H,0

R5-Medium  10,3% (m/v) Saccharose, 1% (m/v) Glukose, 0.025% (m/v) K,SO4, 1% (m/v)
MgCl,, 0,01% (m/v) Casaminoacids, 0,5% (m/v) Hefeextrakt, 5,73% (m/v)
TES, 18% (m/v) Agar, 0,2% (v/v) Spurenelemente

6.1.9 Puffer

Puffer Zusammensetzung

LI-Puffer 25 mM Tris-HCIL, 25 mM EDTA pH 8, 300 mM Succrose

P-Puffer 103 g Saccharose (getrennt Autoklavieren), 2,0 ml Spurenelement Losung, 100ml
TES (pH 7,2), 10 ml MgCl, (1 M), 10ml CaCl, (250 mM), 10 ml K,SO4 (140
mM), 10 ml KH,PO4 (40 mM)

6.1.10 Antibiotika und andere Stammldsungen

Medienzusatz Stammldsung Anwendungskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml in H,O 100 pg/ml

Thiostrepton 50 mg/ml in DMSO 50 pg/ml

Kanamycin 50 mg/ml in H,O 50 pg/ml

IPTG 200 mg/ml in H,O 200 pg/ml

Xgal 20 mg/ml in N,N-Dimethylformamid 20 pg/ml
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6.2 Biologische Methoden

6.2.1 Stammhaltung

Die Stimme werden auf Agarplatten (LB optional mit Antibiotikum oder Malzmedienplatten)
bei 30°C oder 37°C iiber Nacht kultiviert und bei 4°C gelagert.

6.2.2 Anlegung von Glycerinkulturen

6.2.2.1 E. coli
Eine 3 ml Ubernachtkultur mit Ampicillin und LB-Medium wird bis zu einer ODgpp von 0,7
im Schiittler bei 37°C inkubiert. 500 pl der Kultur werden mit einem Volumen Glycerin

versetzt und konnen bei —80°C gelagert werden.

6.2.2.2 Streptomyceten
Eine 3 ml Ubernachtkultur mit Ampicillin und LB-Medium wird 48 h bei 30°C kultiviert. Zu
500 pl Kultur werden 500 pl Glycerin gegeben, diese Glycerinkultur kann bei —80°C gelagert

werden.

6.2.3 Anzucht in Flussigmedien

6.2.3.1 E. coli

Ausgehend von einer E.coli-Einzelkolonie von der Agarplatte werden 3 ml LB-Medium mit
Selektionsmedium (100 pg/ml) angeimpft und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Daraus werden
Kulturen mit LB-Medium im Verhéltnis 1:100 angeimpft und im Schiittler bei 37°C und 210

U/min bis zum erreichen der gewlinschten optischen Dichte inkubiert.

6.2.3.2 Streptomyceten

Bei Streptomycetenstimmen wird entweder von Agarplatte oder von Sporen in 3 ml
Malzmedium angeimpft und 48 Stunden bei 30°C inkubiert. Daraus werden Kulturen mit
Malzmedium im Verhéltnis 1:100 angeimpft und im Schiittler bei 30°C und 210 U/min
inkubiert.
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6.2.4 Messung der Zelldichte

Das Wachstum von E. coli wird durch photometrische Messung der optischen Dichte bei 578
nm gegen Medium verfolgt.

Fiir E. coli-Kulturen gilt im Bereich ODs7g von 0-0,3: ODs7s=5 x 10% x (Zellen/ml).

6.3 Molekularbiologische Methoden

6.3.1 Isolierung von Nukleinsduren aus Escherichia coli

6.3.1.1 Schnellisolierung von plasmidischer DNA

Die Schnellisolierung von plasmidischer DNA aus Escherichia coli erfolgt durch alkalische
Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Durch Zentrifugation (10 min, 20000 x g) werden die
Zellen einer 2 ml Ubernachtkultur sedimentiert. Das Pellet wird in 150 pl Puffer (25 mM
Tris/HCI pH 8, 50 mM Glucose, 10 mM EDTA) resuspendiert, anschlieBend werden 250 pl
Lysepuffer (0,2 M NaOH, 1% SDS) zugegeben, sanft geschiittelt und 5 min auf Eis inkubiert.
Proteine werden durch 150 ul 3 M Na-Acetat geféllt (5 min auf Eis) und zusammen mit den
Zelltriimmern durch Zentrifugation (10 min, 20000 x g) abgetrennt. Der klare Uberstand wird
abgenommen und mit 700 pl Chloroform/Phenollésung (1:1) gemischt. Nach Zentrifugation
(1 min, 20000 x g) wird die wéBrige Phase in ein neues Eppendorf Reaktionsgefdl} iiberfiihrt,
die DNA durch Zugabe von 800 pl Ethanol prézipitiert und anschlieBend sedimentiert (10
min, 20000 x g, 4°C). Das erhaltene Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen, die DNA
getrocknet und in 50 pl H,O geldst.

6.3.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA mit Anionenaustauscher Saulen

Zum Erhalt sauberer Plasmid-DNA (fiir Sequenzierungen, Ligationen...) wird das Qiagen
,Prepsin Plasmid Isolation“® Kit eingesetzt. Auch hier wird die Plasmid-DNA durch
alkalische Lyse freigesetzt, die DNA wird aber anschlieBend durch Chromatografie an
Anionenaustauscher-Séulen gereinigt, sie ist frei von DNA, RNA und Phenol und kann direkt

zum Sequenzieren oder Klonieren eingesetzt werden.
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6.3.2 Isolierung von Nukleinsduren aus Streptomyceten

6.3.2.1 Mini Lyse

Fiir die Isolierung kleiner Plasmidmengen wird das Verfahren nach Kieser angewendet
(Kieser, 1984). Dazu werden die Zellen einer drei bis vier Tage alten Kultur mit einer
Insulinspritze homogenisiert und anschlieBend 1 min zentrifugiert (20000 x g, 4°C). Das
Pellet wird in 500 pl L1/Lysozym Ldsung durch vortexen resuspendiert, anschlieBend wird 60
min bei 37°C inkubiert. Die alkalische Lyse erfolgt durch Zugabe von 250 ul 0,3 N NaOH /
2% (m/v) SDS und 15 min Inkubation bei 37°C. Nach Abkiihlung auf RT wird mit 300 pl
Phenol/Chloroform (pH 5,4) ausgeschiittelt und zentrifugiert (5 min, 20000 x g). Die wéBrige
Phase wird nochmals durch Zugabe von 50 pl Phenol/Chloroform (pH 5,4) deproteinisiert.
Nach Zentrifugation (5 min, 20000 x g) wird die DNA durch Zugabe von 650 pul Isopropanol
zur wifirigen Phase gefillt. Das DNA-Pellet wird in 50 ul TE Puffer resuspendiert und die
Losung mit 25 pl Phenol/Chlorform (pH 8) versetzt. Nach Zentrifugation (5 min, 20000 x g)

wird die wiBrige Phase abgenommen und die DNA préazipitiert.

6.3.2.2 Gesamt-DNA Isolierung (Altenbuchner und Cullum, 1984)

Die Streptomyceten werden 3 Tage in TSB-Medium mit 1% Glycin bei 30°C kultiviert. 20 ml
der Kultur werden abzentrifugiert (5 min, 4000g) und das Pellet in 5 ml L1 Losung (10 mg/ml
Lysozym) resuspendiert. Die Suspension wird unter leichtem Schiitteln 30-45 min bei 37°C
inkubiert, anschlieBend werden 2 ml 5% SDS zugegeben und die Mischung gevortext. Nach
10miniitiger Inkubation bei 60°C werden 2 ml Phenol/Chloroform (pH 8) zugegeben und
kréftig geschiittelt. Nach 5 min auf Eis wird die Losung zentrifugiert (15 min, 20000 x g) und
der Uberstand abgenommen. Nach Zugabe von einem Volumen Isopropanol und einem
1/10 Volumen 3 M Natriumacetat kann die ausgefallene DNA mit einer Pipettenspitze
gefischt werden. Die DNA wird anschlieBend kurz in 70% Ethanol gewaschen und in 0,5-1,0

ml TE Puffer aufgenommen.

6.3.3 Alkoholfallung

Zur Fillung von DNA werden 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5.3) zur DNA-L6sung
gegeben und gemischt, anschlieBend werden 2,5 Volumen eisgekiihltes 100% Ethanol

zugegeben. Die Losung wird 20 min auf Eis inkubiert und bei 20000 x g 20 min zentrifugiert,
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das erhaltene Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen und fiir 20 min bei 37°C oder im
Vakuum getrocknet. Die DNA wird in destilliertem Wasser aufgenommen und bei —20°C

gelagert.

6.3.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Fiir Ligationen und Restriktionsverddue wurde die DNA iiber Gelelektrophorese abgeschétzt.
Fiir die Sequenzierung wurde die DNA Menge exakt iiber eine Absorptionsmessung bei 260
nm bestimmt. Eine Absorption von 1,0 entspricht einer DNA-Menge von 50 pg (Ausubel et
al., 1993).

6.3.5 Agarose-Gelektrophorese zur Analyse von DNA

Zur GrofBen- und Konzentrationsbestimmung sowie zur Reinigung von DNA wird eine
Gelektrophorese durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989). DNA-Fragmente bis zu 0,5 kB lassen
sich auf einem 1% (w/v) Agarose Gel auftrennen, fiir kleinere Fragmente wird ein 2%iges
(w/v) verwendet. Die Elektrophorese wird bei 120 V in Puffer (40 mM Tris-HCI, 20 mM
Essigsdure, 2 mM EDTA, pH 8,3) durchgefiihrt. Die DNA wird mit Ethidiumbromid (1pl
Ethidiumbromid in 10 ml Agarose) gefarbt und unter UV (254 nm) sichtbar gemacht.

6.3.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Abtrennung von unerwiinschter DNA konnen einzelne DNA-Banden aus dem Agarosegel
eluiert werden. Die Elution der DNA wir mit Hilfe des QIAquick Gel Extraktion Kit nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Das Gelstiick wird ausgeschnitten, gewogen und in 3
Volumen QX1 zur Masse des Gelstiickes (100 mg = 100 ul) 10 min bei 50°C geldst. Es wird
1 Volumen Isopropanol zugegeben und die Probe in eine QIAquick Siule, die sich in einem 2
ml Auffanggefdl befindet, tiberfiihrt. Die Séule wird eine Minute bei 20000 x g zentrifugiert
und der Durchflul verworfen, nach Zugabe von 750 ul Puffer PE wird nochmals eine Minute
zentrifugiert, der Durchflul nochmals verworfen, die anschlieBende Zentrifugation (1 min)
dient der vollstindigen Entfernung letzter PE-Reste. Die Sdule wird in ein sauberes 1,5 ml

Gefal iiberfithrt und die DNA durch Zugabe von 50 pl und einminiitige Zentrifugation eluiert.
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6.3.7 Invitro Manipulation von DNA

Alle Enzyme zur DNA-Modifikation und -Spaltung werden nach den Angaben des Herstellers
eingesetzt. Um Selbstligation eines Plasmids nach der Spaltung mit nur einem
Restriktionsenzyms zu verhindern, werden diese Plasmide mit alkalischer Phosphatase
(CIAP) behandelt. Die Reaktion wurde direkt im Spaltungsansatz fiir eine Stunde bei 37°C
durchgefiihrt. Alle Enzyme werden entweder durch erhitzen auf 75°C (10 min),
Phenolextraktion, Gelelution oder DNA-Féllung inaktiviert.

6.3.8 Auffullreaktion mit Hilfe der ,,Klenow Polymerase*

Um ,blunt ends* nach einer Restriktionsspaltung mit einem ,sticky end“ schneidenden
Enzym zu erzeugen, wird nach Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms 1 ul dNTP Mix
(0,5 mM jedes Nukleotid) und 1 pl Klenow Polymerase zugegeben, es wird 15 min bei 30°C
inkubiert und das Enzym anschlieBend 10 min bei 75°C inaktiviert, es schliefit sich eine

Behandlung mit alkalischer Phosphatase an.

6.3.9 Die Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wird zur Amplifikation eines DNA Abschnittes zwischen zwei bekannten DNA-
Sequenzen benutzt. In den ersten Publikationen (Mullis et al., 1986; Mullis und Faloona,
1987; Saiki et al., 1985) wurde noch die Klenow Untereinheit der DNA-Polymerase I aus E.
coli verwendet, spater wurde dieses Enzym durch die thermostabile Polymerase aus dem

thermophilen Organismus Thermus aquaticus ersetzt (Saiki et al., 1988).
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Komponente Volumen

10 x Reaktionspuffer (100 mM KCI, 100 mM (NH4),SO4, 200 mM Tris- 10 pl
HCIl pH 8,8, 20 mM MgSOs, 1% (w/v) Triton® X-100)

DNTP-Mix (10 mM jedes Oligonukleotids) 8 ul

DNA Template x ul (ca. 0.1 pg)
Primer 1 1 ul (100 pmol)
Primer 2 1 ul (100 pmol)
25 mM Mg,(Cl 8 ul

H,O x ul
Tag-Polymerase 1 ul
Gesamtvolumen 100 pl

Tabelle 6.1: Zusammensetzung einer typischen (high fidelty) PCR

Reaktion Temperatur Zeit Zyklen
Denaturieren 94°C 4 min 1
Denaturierung 95°C 1,50 min
Synthese Annealing 50-64°C 2 min 25-30
Extension 72°C 1,50 min
Auffiillen 72°C 4 min 1

Tabelle 6.2: Typisches PCR-Programm

6.3.10 Einfihrung von Punktmutationen durch die QuickChange® Methode

Fiir die Einfilhrung von Punktmutationen wird die QuickChange® (Stratagene) Methode

angewandt (s.|Abbildung 6.]). Der Basenaustausch wird in einem Thermocycling (Tabelle
Tabelle 6.4) durch zwei Primer (3¢-5¢ und 5¢-3‘ komplementr), welche die gewiinschte

Mutation tragen, eingefiihrt. Um das (methylierte) Ausgangsplasmid zu zerstéren, wird direkt
nach dem Cycling 1 pl Dpnl zu dem Ansatz gegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Die
zuriickbleibenden (nicht methylierten), linearisierten, mutierten Plasmide werden ohne
Ligationsschritt direkt in ultrakompetente Epicurian Coli XL1-Blue (Stratagene)

transformiert.
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Abbildung 6.1: Prinzip der QuickChange® Methode

Komponente Menge

10 x Pfu Puffer 10 pl
DNTP-Mix (10mM jedes Oligonucleotids) 8 pl

DNA Template x ul (ca. 0,1 pg)
Primer 1 1 ul (100 pmol)
Primer 2 1 ul (100 pmol)
Pfu-Polymerase 0,5 ul

Wasser x ul (auf 100 pl)

Tabelle 6.3: Reaktionsansatz fiir die QuickChange® Methode

Reaktion Temperatur Zeit Zyklen
Denaturieren 94°C 4 min 1
Denaturierung 95°C I min
Synthese Annealing 50-64°C 2 min 25
Extension 72°C 1 min je 1000 bp des Plasmids

Tabelle 6.4: Cycling Reaktion fiir die QuickChange® Methode
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6.3.11 Punktgerichtete Mutagenese durch PCR (,,Drei Primer Methode*)

Eine andere in dieser Arbeit verwendete Methode zur Punktmutagenese ist die zweistufige
PCR oder die ,,Drei Primer Methode* (Mikaelian und Sergeant, 1992) (s.Abbildung 6.2).
Dazu werden drei universelle Primer und ein Mutationsprimer bendétigt, von denen der eine

(SDM1) am 5°-Ende des zu mutierenden Gens und die beiden anderen (SDM2 und SDM3)

am 3‘-Ende binden. Der Mutageneseprimer (Mut) beinhaltet die einzufiihrende Mutation.
SDM?2 besitzt an seinem 5°-Ende Basen, welche nicht komplementdr zu den Basen des
Ausgangsgens sind. Es werden zwei getrennte PCR-Reaktionen mit den Primern SDM1 und
SDM2 bzw. SDM3 und Mut durchgefiihrt. Die PCR-Fragmente werden iiber das Agarosegel
aufgereinigt, in gleichen Anteilen gemischt und als Template fiir eine dritte PCR mit den
Primern SDM1 und SDM3 eingesetzt. Das daraus erhaltene Fragment enthdlt das Gen mit der

einzufihrenden Mutation.
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Abbildung 6.2: Prinzip der ,,Drei Primer Methode*
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6.3.12 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wird mit Hilfe der auf die Fluoreszenz basierenden ,,Cycle
Sequenzing Methode* durchgefiihrt. Fiir die Sequenzierung wird der ,,Terminator Ready
Reaction Mix* ( mit der Ampli-Taq-FS (Perkin Elmer) und das 373 DNA-
Sequenzierungssystem (Applied Biosystems) nach den Angaben des Herstellers benutzt. Die

Sequenzierungsprimer wurden aus der bekannten Sequenz abgeleitet.

Komponente Volumen

Terminator Ready Reaction Mix 8 pl

Primer 4 ul (1 pmol)
DNA 500 pmol
H,O x pl
Gesamtvolumen 20 pl

Tabelle 6.5: Zusammensetzung der Sequenzierungsreaktion

Reaktion Temperatur Zeit  Zyklen
Denaturierung 95°C 7min 1
Denaturierung 95°C 40 s
Synthese Annealing 55°C 30s 25
Extension 60°C 4 min
Auffiillen 60°C 4min 1

Tabelle 6.6: PCR-Programm der Sequenzierungsreaktion

Nach Ethanolfdllung der DNA wird das Pellet in 4 ul Ladepuffer (4 x Formamid, 1 x mM
EDTA, pH 8) aufgenommen und 5 min bei 95°C denaturiert.

Die Glasplatten des Sequenziergerites werden mit Alconox, Wasser und Isopropanol
schlierenfrei geputzt. Die Acrylamidlosung (30 g Harnstoff, 9 ml 40% (w/v) Acrylamid, 6 ml
10x TE-Puffer und 22,5 ml H,O) wird gefiltert (0,2 um),entgast und es werden zum Start der
Polymerisation 24 pl TEMED und 180 pul 10% (w/v) APS zugegeben.

Die mit vier verschiedenen Fluorophoren markierten DNA-Fragmente durchlaufen einen

Laserstrahl, das senkrecht zu diesem Strahl emittierte Fluoreszenzlicht wird von Photodioden
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hinter dem Gel detektiert und die Intensititen der einzelnen Fluorophore von der Software in

Kurven umgewandelt.

6.3.13 Transformation von Escherichia coli

6.3.13.1 Transformation durch Elektroporation

Elektrokompetente Zellen werden nach Dower (Dower et al., 1988) hergestellt. Eine 100 ml
LB-Kultur wird 1: 100 aus einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgo
von 0.5-1 kultiviert. Die Zellen werden durch fiinfminiitige Zentrifugation bei 11000 x g
(4°C) sedimentiert und das Pellet mit 100 ml eiskaltem Wasser gewaschen, nach erneuter
Zentrifugation und Waschen mit 50 ml eiskaltem Wasser werden die Zellen in 50 ml 10%
(v/v) Glycerin suspendiert und nach nochmaliger Zentrifugation in 250 pl 10% (v/v) Glycerin
aufgenommen. Die Zellen lassen sich bei —70°C fiir 6 Monate lagern.

Fiir die Elektroporation werden 40 ul Zellen mit 1-2 ul DNA versetzt und die Mischung eine
Minute auf Eis inkubiert. Der Ansatz wird in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette
iiberfiihrt und bei 25 pF, 2,5 kV und 200 Ohm gepulst. Es wird sofort 1 ml LB-Medium
zugegeben, die Zellen werden in ein 1 ml Eppendorf-Gefaf3 iiberfiihrt und 30 min bei 37°C

regeneriert, anschlieBend wird der Ansatz ausplattiert.

6.3.13.2 TSS-Methode (Chung et al., 1989)

50 ml LB-Medium werden aus einer Ubernachtkultur 1:100 angeimpft und bei 37°C bis zu
einer ODgo9 von 0,5-0,7 kultiviert. Die Zellen werden durch 10 min zentrifugieren bei
11000 x g abgetrennt und in 2 ml TSS Medium vorsichtig resuspendiert. Zu je 200 pl
Zellsuspension werden 1-20 pul DNA-Losung gegeben und die Zellen 20 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wird die Probe 45 s auf 42°C erhitzt und sofort 800 ul LB-Medium
zugegeben. Zur Regeneration werden die Zellen 1 h bei 37°C inkubiert und anschlieend

ausplattiert.
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6.3.14 Protoplasten-Transformation bei Streptomyceten

Die Transformation von Streptomyceten erfolgt durch eine Polyethylenglycol-induzierte
DNA-Aufnahme von Protoplasten. Die Protoplasten werden auf einem speziellen Medium
regeneriert und durch Uberschichten mit Weichagar, der zehnfach konzentriertes

Antibiotikum enthélt, selektioniert.

6.3.14.1 Protoplastierung (Hopewood et al., 1983)

Streptomyces lividans wird zwei bis drei Tage in S-Medium + 1% Glycin kultiviert und
anschlieBend abzentrifugiert (10 min, 4000 x g). Das Zellpellet wird mit 10 ml TE/Saccharose
(10%) gewaschen und vorsichtig in 10 ml P-Puffer (1 mg/ml Lysozym) resuspendiert. Die
Suspension wird 15-60 min bei 30°C inkubiert und regelmiBig mikroskopisch auf den
Fortschritt der Protoplastierung hin untersucht. Bei weitgehender Protoplastierung wird die
Lyse durch Zugabe von 20 ml eisgekiihltem P-Puffer abgestoppt und die Losung durch sterile
Watte filtriert.

Das Protoplasten Filtrat wird zentrifugiert (5 min, 6000 x g) und das Pellet wieder in 2 ml
eisgekiihltem P-Puffer aufgenommen. Die Suspension wird in 200 pul Aliquots aufgeteilt und

kann entweder direkt zur Transformation verwendet oder bei —20°C gelagert werden.

6.3.14.2 Standardtransformation (Kieser et al., 1982)

Die Protoplasten werden langsam auf Eis aufgetaut. Zu 200 pl Protoplasten-Suspension
werden 10 pl DNA-Losung und 500 ul T-Puffer gegeben und die Mischung wird sofort auf
vier R5-Platten ausgestrichen. Zur Regenerierung werden die Zellen 16-20 h bei 30°C
inkubiert und anschlieBend mit 2,5 ml Weichagar mit zehnfacher Antibiotikakonzentration

zur Selektion tiberschichtet.
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6.4 Biochemische Methoden

6.4.1 SDS-PAGE

Gelektrophoresen werden nach Laemmli (Laemmli, 1970) durchgefiihrt. Es werden 12,5%
Acrylamid Gele verwendet. Die Zusammensetzung der Gele ist|Tabelle 6.7| zu entnehmen.
Die Polymerisation wird durch Zugabe von 4 ul TEMED gestartet.

Zusammensetzung

Trenngel 2,0 ml 4 x Lower Tris (1,5 M Tris/HCl, 4% (m/v) SDS pH 8), 3,33 ml
Acrylamid (30%(m/v)), 2,67 ml H,0, 40 pl 10%(m/v) APS

Sammelgel 1,0 ml 4 x Upper Tris (0,5 M Tris/HCl, 4% (m/v) SDS pH 6,8), 0,52 ml

Acrylamid (30% (m/v)), 2,47 ml H,0O, 40 pl 10% (m/v) APS

SDS Probenpuffer 20% (v/v) Glycerin, 10% (v/v) 2-Mercaptoethanol, 6% (m/v) SDS,
0,0025% (m/v) Bromphenolblau in 1 x Upper Tris

Elektrodenpuffer 25 mM Tris-HCI, 0,192 M Glycin, 0,1% (m/v) SDS pH 8,4

Tabelle 6.7: Losungen fiir die SDS-PAGE

Die zu analysierenden Proben werden vor der Gelelektrophorese 1:1 mit SDS-Probenpuffer
versetzt und zur Denaturierung 5 min auf 95°C erhitzt. Als Standard dient ein Gemisch aus
Phosphorylase b 97,4 kDa, Serumalbumin 66,2 kDa, Ovalbumin 45,0 kDa, Carbonic
anhydrase 31 kDa, Trypsin inhibitor 21,5 kDa und Lysozym 14 kDa. Die Auftrennung wird
nach 10 min Konzentrationsphase bei 10 mA, 60 min bei 25 mA durchgefiihrt. AnschlieBend
wird das Gel mit Coomasie Blue Losung (0,1% Coomasie, Brilliant Blue R250, 10%
Essigsédure, 30% Methanol) gefiarbt. Die Entfarbung wird in 30% Methanol, 10% Essigsdure
durchgefiihrt.

6.4.2 Pharmacia PHAST-PAGE®

Fiir empfindlichere Nachweise von Proteinen wurde das PHAST ® System von Pharmacia
sowie die dazugehorigen Fertiggele und Pufferstreifen nach Angabe des Herstellers

verwendet.
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6.4.3 Lipaseaktivitatsfarbung

Um Lipaseaktivitit in einem Proteingel nachzuweisen, wird das Gel 30-60 min lang in 50 ml
0,1 M Tris-HCI Puffer pH 7,5 mit 0,5% (w/v) Triton® X-100 renaturiert und anschlieend
durch Mischung einer Losung von 20 mg o-Naphtylacetat (in 5 ml Aceton geldst) in 50 ml
0,1 M Tris-HCI Puffer pH 7,5 und einer Losung von 50 mg Fast Red in 0,1 M Tris-HCI
Puffer pH 7,5 geférbt.

6.4.4 Western Blot und N-terminale Sequenzierung

Fir die Bestimmung der N-terminalen Sequenz wird ein automatisierter Edmann-Abbau
(Edman, 1950) eingesetzt. Um das Protein auf die PVDF-Membran zu blotten (Matsudaira,
1987), wird das Gel 15 min in Kathodenpuffer (25 mM Tris, 10% (v/v) Methanol, pH 9,4)
angefeuchted. Drei Filterpapiere werden ebenfalls in drei verschiedenen Puffern equilibriert,
Filter 1 in Anodenpuffer 1 (0,3 M Tris, 10% (v/v) Methanol, pH 10,4), Filter 2 in
Anodenpuffer 2 (25mM Tris, 10% (v/v) Methanol, pH 10.,4), Filter 3 in Kathodenpuffer. Eine
PVDF-Membran wird auf Gelgroe zugeschnitten und einige Sekunden in 100% Methanol
geschwenkt, anschlieBend wird die Membran 2-3 min in Anodenpuffer 2 equilibriert. Der
Blot wird wie folgt aufgebaut: 1. Filterpapier 1 in Anodenpuffer, 2. Filterpapier 2 in
Anodenpuffer 2, 3. PVDF-Membran in Anodenpuffer 2, 4. Gel in Kathodenpuffer, 5.
Filterpapier 3 in Kathodenpuffer. Nach 15 min Blotting bei 15 V wird die Membran mit
Coomasie (0,025% Coomasie Brilliant Blue R-250 gelost in 40% (v/v) Methanol) gefarbt und
anschlieend 1-5 min in 50% (v/v) Methanol entférbt, bis die Banden sichtbar werden. Die
Membran wird mehrmals gewaschen und anschlieBend getrocknet. Die interessierenden
Banden werden ausgeschnitten und mit dem Gas-Phasen-Sequenzer Applied Biosystems

470A nach Herstellerangaben sequenziert.

6.4.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Verwendung des ,,BCA-Protein
Assay Reagent-Kits“ von Pierce. Die Methode beruht auf der Reduktion von Cu®" durch
Proteine zu Cu' , welche mit Bicinchoninic acid (BCA) unter Bildung eines bei 562 nm
absorbierenden Komplexes detektiert werden konnen. Mit dem ,,enhanced Assay“ konnen

Proteinkonzentrationen von 5-250 pg/ml bestimmt werden.
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6.5 Proteinaufreinigung uber ,Immobilized Metal Affinity Chromatografie®
(IMAC)

6.5.1 Im Hochdurchsatzscreening (HTS)

Um eine Vielzahl von vergleichenden Proteinaufreinigungen durchzufiihren, werden ,,96
well“ Multiscreen Platten (0,2 um) verwendet. Die chelatisierende Matrix (NTA-Sepharose)
wird durch Riihren suspendiert und es werden 4 x 250 ul in jedes ,,well*“ gegeben. Die Platten
werden auf den Biomek 2000 iiberfiihrt und die weiteren Schritte erfolgen automatisiert.
Jedem Pipettierschritt schliet sich eine zweiminiitige Zentrifugation (400 x g) oder ein
30sekiindiges Vakuumanlegen mit Hilfe des Beckman ,,Vacuum Manifolds* an. Die ,,Sdulen*
werden drei mal mit 250 ul Wasser gewaschen und anschlieBend mit 250 ul der Metallosung
beladen. AnschlieBend werden die ,,Sdulen dreimal mit 250 pl Laufpuffer (50mM
Natriumphosphat, 300 mM NaCl, pH 7,5) equilibriert. AnschlieBend werden 200 pl des
ZellaufschluBles (s. Abschnitt) in jedes ,,well” pipettiert und das ungebundene Protein mit
zweimal 250 pl Laufpuffer ausgewaschen. Die Elution erfolgt nach Zugabe von 100 ul 0,5 M
Imidazol in 50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, pH 7,5 in schwarze ,,96 well*
Mikrotiterplatten. Die ,,Séulen® lassen sich durch Zugabe von 250 pl 50 mM EDTA, 1 M

NaCl in Wasser pH 8 wieder regenerieren.

6.5.2 In Qiagen Ni-NTA Spin Columns®

Um 25 ml Kultivierungen aufzureinigen, wurden Quiagen Ni-NTA Sdulen verwendet. Um die
Séule zu equilibrieren werden 600 pl Laufpuffer (50 mM Natriumphosphat, 300 mM NacCl,
pH 7.,5) auf die Sdule gegeben und 2 min bei 960 x g zentrifugiert. AnschlieBend werden
750 pl ZellaufschluB (s. Abschnitt B aufgebracht und wieder 2 min bei 960 x g zentrifugiert.
Die Sdule wird anschlieBend zweimal mit 750 pl Laufpuffer (jeweils 2 min bei 960 x g
zentrifugieren) gewaschen. Die Elution des gebundenen Proteins erfolgt durch Zugabe von

zweimal 200 pl 0,3 M Imidazol in 50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl pH 7,5.
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6.5.3 FPLC-Aufreinigungen

Grofle Proteinmengen werden liber eine Glassdule (Innendurchmesser 16 mm) aufgereinigt.
Die Sdule wird an zwei peristaldische Pumpen mit Mischer zum Aufbringen eines Gradienten
auf die Séule, sowie einen UV-Detektor (LKB UV-MII), einen Schreiber (LKB RIC 102) und
einen Fraktionssammler (LKB Frac-200) angeschlossen. Die Sdule wird mit ,,Chelating
Sepharose®, sie wird mit drei Sdulenvolumina Wasser gewaschen, und anschlieend mit
drei Sadulenvolumina 0,3 M Metallsalzlosung beladen. Die Equilibrierung geschieht durch
3 Sdulenvolumen Laufpuffer (50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, pH 7,5). 1 ml
ZellaufschluB (s. Abschnitt wird mit einer FluBrate von 1,5 ml/min aufgebracht und
nicht gebundenes Protein anschlieBend mit 10 Siulenvolumen Laufpuffer bei gleicher
FluBrate weggewaschen. Die Elution erfolgt {iber einen Gradienten gegen 0,5 M Imidazol in
50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, pH 7,5. AbschlieBend kann die Sdule mit 50 mM
EDTA in 1 M NaCl Losung regeneriert werden.



Material und Methoden 106

6.6 Aktivitatsbestimmungen

6.6.1 Spektrophotometrischer Lipase Assay

Fiir schnelle Messungen der Lipaseaktivitit wird die Methode von Winkler und Stuckmann
(Winkler und Stuckmann, 1979) mit leichten Anderungen angewandt. Losung A enthilt
10 mM p-Nitrophenylpalmitat (pNPP), welches im Ultraschall in Isopropanol gelost wird.
Losung B setzt sich aus 0,8% (w/v) Cholat und 1% (w/v) Gummi arabicum in 0.1 M Tris-HCI
Puffer pH 7,5 zusammen. Fiir die Aktivitdtsbestimmung werden neun Teile Losung B auf
einen Teil Losung A gegeben und 10-100 pl Enzym hinzugefiigt. Die Aktivitit wird bei
410 nm gemessen. 1 Unit (U) ist definiert als die Menge Enzym, welche 1 pmol
p-Nitrophenol pro Minute freisetzt.

6.6.2 pH-Stat Assay

10 mM Triglycerid werden in destilliertem Wasser mit 2% (w/v) versetzt und im Ultraturax
bei maximaler Drehzahl homogenisiert. 20 ml der Suspension werden mit 470 ul 22% (w/v)
CaCl, in die temperierbare Reaktionskammer des pH-Staten gegeben, der pH-Wert wird
eingestellt und das Enzym zugegeben. Der pH-Stat hdlt den eingestellten pH-Wert durch
Zugabe von Natronlauge. 1 U ist definiert als die Menge Enzym, welches 1 pmol Fettsdure

pro Minute freisetzt.

6.6.3 Epoxidhydrolase Assay in Mikrotiterplatten

Der Nachweis von Epoxidhydrolase Aktivitdt in Mikrotiterplatten erfolgt mit dem von
F. Zocher (Zocher et al., 1999) entwickelten Mikrotiterplattenassay.

Eine Stammldsung von Styroloxid (1,3 M in Aceton) wird und mit Aceton verdiinnt
(Endkonzentration: 1,3 M, 0,65 M, 0,32 M, 0,16 M, 0,08 M) . 50 ul der Lésungen werden zu
100 pul Zellsuspension gegeben und das Gemisch wird (unter guter Beliiftung) zwei Stunden
bei 30-40°C inkubiert. Zur Detektion des verbleibenden Epoxides werden 50 pul
Triethylenglycoldimethylether, 50 pl Triemthylamin und 50 pl 5% (w/v) NBP-Stammldsung
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in Methoxyethanol zugegeben. Nach 45 min Inkubation wird die Absorbtion bei 560 nm

gegen eine Referenz von 650 nm gemessen.

6.6.4 Bestimmung der Fluoreszenz

6.6.4.1 In Mikrotiterplatten
In eine schwarze Mikrotiterplatte (Nunc) werden 20-250 ul egfp-Losung iiberfiihrt und die
Fluoreszenz mit dem FLUOstar (BMG) bestimmt. Die Anregung erfolgt bei 485 nm

(Maximum 488 nm) und die Emission wird bei 538 nm (Maximum 507 nm) detektiert.

6.6.4.2 Kivettenmessungen
I ml der verdiinnten egfp Losung wird in eine Fluoreszenzkiivette iiberfithrt und die
Fluoreszenz im Multiwellenldngen Fluorimeter (Shimazu FL324) bei 488 nm Anregung und

507 nm Emission bestimmt.
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6.7 Expressionssysteme

6.7.1 Expression in E. coli

6.7.1.1 Der lac-Promotor

pUC Vektoren enthalten ein DNA Fragment, welches fiir das a—Fragment einer
B—Galactosidase codiert. Die Vektoren zeigen a-Komplementation. Eine Zelle, welche eine
Deletion am 5°-Ende des lacZ Gens aufweist, produziert ein inaktives C-terminales Fragment
der B-Galactosidase (w-Fragment). Gleiches gilt fiir Deletionen am 3‘-Ende (0—Fragment).
Enthélt eine Zelle jedoch zwei Gene von denen eines fiir das 0— und das andere fiir das w-
Fragment codiert, so 148t sich Galactosidaseaktivitdt nachweisen. Die Vektoren enthalten ein
kleines, gut handhabbares lac-0— Fragment, die genutzten E. coli Stimme miissen das
komplementire w-Fragment enthalten, um einen aktiven Komplex bilden zu kdnnen. Das Gen
wird oft auf einem F‘-Plasmid zur Verfligung gestellt. Die Zellen kdnnen mit IPTG induziert
werden, welches den lac Repressor inaktiviert und somit die Synthese des w-Peptides

ermoglicht, die erhaltene Galactosidaseaktivitit 146t sich mit XGal nachweisen.

6.7.1.2 Der A-Promotor

Das Plasmid pCYTEXP1 trigt die starken Promotoren P und Py aus dem Bakteriophagen A
als Tandem. Die beiden Promotoren stehen unter Kontrolle des temperatursensitiven
Repressors aus dem Gen clts857 (Belev et al., 1991). Bei einer Temperatur zwischen 30°C
und 37°C wird der Repressor auf den Promotor AP, expremiert. Bei 42°C wird der Repressor
inaktiviert und es findet keine weitere Kontrolle des AP; mehr statt, so dal die Expression

beginnt.
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6.7.2 Expression in S. lividans

6.7.2.1 Der thio-Promotor

Die beiden Vektoren plJ6021 und plJ4123 (Takano et al., 1995) tragen den starken tipA
Promotor (Pupa) aus Streptomyces livividans 66. Der Promotor steht unter Kontrolle des
19kDa groflen tipA Gens welches (vermutlich im Resistenzmechanismus) bereits ab
Konzentrationen von 5 pmol Thiostrepton exprimiert wird (Murakami et al. 1989). Die
Induktion erfolgt also bereits bei einem 200hunderstel der bakterioziden Konzentration.
plJ4123 besitzt zusidtzlich das 30kDa schwere redD Protein als Selektiosmarker und zur

vereinfachten Proteinaufreinigung einen (His)e-Tag.

6.8 Biotransformation von Styroloxid mit Streptomyceten Stammen

Nach 72stlindiger Kultivierung wird eine 250ml Kultur abzentrifgiert (30 min, 4000 x g) und
die erhaltenen Zellen zweimal mit 50 ml Phosphatpuffer (0,1 M, pH 7,5, 150 mM NacCl)
gewaschen. AnschlieBend werden die Zellen in 20 ml Phosphatpuffer (0.1 M, pH 7.5,
150 mM NaCl, 1 mg/ml Lysozym) resuspendiert und 20 min auf Eis gestellt, anschlieBend
erfolgt der Ultraschallaufschluf3.

Zu 1,5 ml geklartem Zelllysat werden 5 ul Styroloxid und 75 pl DMSO zugegeben. Die
Mischung wird auf dem Thermoschiittler bei 30°C inkubiert. AnschlieBend werden die
Proben mit 300 pl Dietylether extrahiert und anschlieBend gaschromatografisch untersucht

(75°C isotherm, 130 kPa Druck).



Material und Methoden 110

6.9 Zellvereinzelung in Mikrotiterplatten
Um grofle Mutantenbibliotheken zu durchmustern, miissen die einzelnen Klone in diskrete
Reaktionsumgebungen (Mikrotiterplatten, Filter oder definierte Abstinde auf Agarplatten)

gebracht werden.

6.9.1 Biopick

Der Pickroboter BioPick (Biorobotics) erfat iiber eine CCD-Kamera das Bild einer
Agarplatte und erfaBt mittels eines Bilderkennungssystems die Lage einzelner Kolonien,

welche dann von einer Nadel gepickt und in mit LB Medium gefiillte Mikrotiterplatten
tiberfiihrt werden. Die Parameter zur Erkennung von E. coli sind in [Tabelle 6.8|aufgefiihrt.

Parameter Wert
small diameter variance 2
medium diameter variance 3
large diameter variance 4
smallest size 30
largest size 500
filterstrength 20

Tabelle 6.8: Erkennungsparameter fiir E. coli bei dem Pickroboter BioPick

6.9.2 Zellsorter

Um plasmidtragende E. coli sehr schnell nach der Transformation zu vereinzeln, wurde ein
Zellsorter mit Einzelablage benutzt (Enzelberger et al., 1998).

Eine E. coli-Kultur wird mit 200 mM NaCl Lésung auf eine ODgg von ca. 0,01 verdiinnt und
dem Zellsorter (Ortho Cytofluograph Model 50H; BASF AG Ludwigshafen) zugefiihrt. Die
Bakterien werden mit einem 100 mW Argon Laser bei 488 nm (Extinktionsmaximum egfp)
angeregt. Die ZellfluBrate wurde auf 500-1000 Zellen pro Sekunde eingestellt. Das Gerit
ermoglichte die Einzelablage von fluoreszierenden Klonen in Mikrotiterplatten und auf

Agarplatten.
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6.10 Fermentation und ZellaufschlufR

6.10.1 E. coli

6.10.1.1 In Mikrotiterplatten

250 pl LB Medium (100 pg/ml Ampicillin) in einem ,,well* einer ,,96 well“-Mikrotiterplatte
werden durch den Zellsorter (Abschnitt), den Pickroboter (Abschnitt: oder mit
sterilen Zahnstochern mit einer Kolonie oder Zelle angeimpft. Die Mikrotiterplatte wird iiber
Nacht inkubiert (37°C, 250 U/min) und bei Bedarf durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 0,05 mM) (lac-Promotor) oder einem Temperaturshift (A—Promotor) zu
42°C fiir 3 Stunden induziert. Die Zellen werden durch Zentrifugation (10 min, 4000 x g,
4°C) sedimentiert und in 250 pl Lyse Puffer (0,1 M Na-Phosphat, 300 mM NaCl, optional 1
mM PMSF) aufgenommen und durch drei Gefrier- (-20°C) Tau-(37°C) Zyklen
aufgeschlossen. Die Zellfragmente werden wenn notig anschlieBend durch Zentrifugation (10

min, 4000 x g, 4°C) abgetrennt.

6.10.1.2 Im 5 - 250 ml MaRstab

5 ml LB Kulturen (100 pg/ml Ampicillin) werden direkt von einer Kolonie, alle groeren
Volumina 1:100 aus einer Ubernachtkultur, angeimpft und bei 37°C bis zu einer ODgpp von
0,8-1,2 kultiviert und anschlieBend durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,05 mM)
(lac-Promotor) oder einem Temperaturshift (A—Promotor) zu 42°C fiir 3 Stunden induziert.
Fiir den AufschluB3 mittlerer Kultivierungsvolumina werden die Zellen bei 8000 x g fiir
30 min sedimentiert und anschlieBend in Lyse Puffer (0,1 M Na-Phosphat, 300 mM NaCl,
optional 1 mM PMSF) (10 ml Puffer pro g Feuchtgewicht) resuspendiert. Die Zellen werden
zweimal je 2 min auf Eis mit Ultraschall (Branson Sonifier W-250, Leistungsstirke 4,
Beschallungsintervall 30%) behandelt. Die Zelltriimmer werden anschlieBend durch

Zentrifugation abgetrennt (20 min, 8000 x g, 4°C).

6.10.1.3 Im 25 |-Malstab

25 1 LB-Medium (100 pg/ml Ampicillin) werden mit 2,5 1 Ubernachtkultur angeimpft und bei
30°C, p(0O,) 50% und 300 U/min bis zu einer ODgop von 1,2-1,5 fermentiert. Die Temperatur
wird auf 42°C erhoht und die Zellen weitere 3-4 Stunden kultiviert. Die Abtrennung der
Zellen erfolgte durch Crossflow-Filtration (10 kDa) und anschlieBende Zentrifugation (10 min
11000 x g, 4°C). Der ZellaufschluB3 erfolgte in Lyse-Puffer (0,1 M Na-Phosphat, 300 mM
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NaCl, optional ImM PMSF) (10ml Puffer pro g Feuchtgewicht) mit Hilfe einer Durchfluf3-

French-Press.

6.10.2 Streptomyceten

6.10.2.1 Anzucht der Wildtypstdmme im 250 ml Mafstab

Es werden 250 ml Malzmedium mit Sporen der Streptomyceten angeimpft und 48-72 h bei
30° und 210 U/min inkubiert. Das Mycel wird durch Zentrifugation bei 8000 x g fiir 30 min
sedimentiert und anschlieend in Lyse Puffer (0,1 M Na-Phosphat, 300 mM NaCl, 1 mg/ml
Lysozym; optional 1 mM PMSF) (10 ml Puffer pro g Feuchtgewicht) resuspendiert. Es wird
eine Stunde auf Eis inkubiert und die Zellen anschlieBend zweimal je 2 min auf Eis mit
Ultraschall (Branson Sonifier W-250, Leistungsstirke 4, Beschallungsintervall 30%)
behandelt.

6.10.2.2 Anzucht des rekombinanten Streptomyces lividans im 250 ml Maf3stab

Es werden 250 ml Malzmedium mit Kanamycin (50 pg/ml) mit Sporen oder einer Kolonie
des rekombinanten Streptomyceten angeimpft. Zur Induktion wird Thiostrpton zugegeben (5
pg/ml) und anschlieBend 48-72 h bei 30° und 210 U/min inkubiert. Das Mycel wird durch
Zentrifugation bei 8000 x g fiir 30 min sedimentiert und anschlieBend in Lyse Puffer (0,1 M
Na-Phosphat, 300 mM NacCl, 1 mg/ml Lysozym; optional | mM PMSF) (10 ml Puffer pro g
Feuchtgewicht) resuspendiert. Es wird eine Stunde auf Eis inkubiert und die Zellen
anschlieBend zweimal je 2 min auf Eis mit Ultraschall (Branson Sonifier W-250,

Leistungsstéirke 4, Beschallungsintervall 30%) behandelt.
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