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1.1 Enzyme im Fortschritt der molekularen
Biotechnologie

Die molekulare Biotechnologie ist eine relativ junge Disziplin, die sich damit beschiftigt,
neue Biomolekiile, wie z.B. Antikorper, Vakzine, Antibiotika und Enzyme, zu entwickeln
und nutzbar zu machen. Wéhrend der letzten Jahre gab es bemerkenswerte Fortschritte auf
diesem Gebiet. Durch die Entwicklung neuer rekombinanter DNA-Technologien eréffnete
sich die Moglichkeit, neue Biomolekiile zu entdecken bzw. verdndern zu knnen und ihnen
damit neue Eigenschaften zu verleihen. Dies kann mit Hilfe der gerichteten Evolution
[Arnold, 2001; Kolkman & Stemmer, 2001], des Metabolic-Pathway-Engineerings
[Stephanopoulos, 1999; Chotani et al., 2000; Sahm et al., 2000], des Protein-Engineerings
[Ryu & Nam, 2000], der genomischen [Greenspan, 2001] und proteomischen [Li, 2000]
Funktionsanalyse und der Bereitstellung der Biomolekiile durch die Bioverfahrenstechnik

[Schugerl, 2001] erzielt werden.

Die Vorteile des High-Throughput-Screenings und die steigende Verfiigbarkeit von
funktionellen Genomics- und Proteomics-Daten hat die Entwicklung und Entdeckung
neuer Zielmolekiile auf einer rationalen Basis fiir die verschiedensten Bereiche der
pharmazeutischen und agrochemischen Industrie ermoglicht. Das DNA-Shuffling ist ein
Beispiel fiir die neuen Moglichkeiten der molekularen Biotechnologie und stellt heute
bereits eine Schliisseltechnologie dar [Stemmer, 1994 a; Stemmer, 1994 b; Crameri et al.,
1998; Kolkman & Stemmer, 2001]. Im Gegensatz zum gezielten Einfiigen von
Punktmutationen werden beim DNA-Shuffling grof3e funktionelle Doménen ausgetauscht.
Dies imitiert die sexuelle Fortpflanzung der Natur und kann die Suche nach einem
geeigneten Enzym erheblich beschleunigen. Das Phagen- und Ribosomen-Display

ermdglicht es zusammen mit kombinatorischen Peptidbibliotheken, da relativ einfach zu
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durchmustern, neue Proteine rasch zu entwickeln [Hanes & Pliickthun, 1999; Pliickthun et
al., 2000]. Des weiteren tragt die Bioinformatik mittlerweile erheblich dazu bei, die grof3en
Datenmengen, welche bei der Genom- und Proteomanalyse anfallen, bearbeiten und damit
die Funktionsbeziehungen innerhalb der Zelle besser verstehen und nutzen zu konnen
[Schwede et al., 2000].

Fiir die Anwendung der Biomolekiile in technischen Verfahren — und hier sind vor allem
die Enzyme von Bedeutung — ist es wichtig, da3 sie kostengiinstig bereitgestellt werden
konnen und eine hohe Stabilitdt unter ProzeBbedingungen, d.h. physiologisch uniiblichen
Bedingungen, wie hohe Temperaturen, extreme pH-Werte und der Anwesenheit von
organischen Ldsungsmitteln, Detergentien und Oxidantien, aufweisen. Dariiber hinaus
sollten sie eine moglichst hohe katalytische Aktivitit auch gegeniiber unnatiirlichen

Substraten besitzen.

1.2 Eigenschaften der Enzyme

Enzyme sind die Katalysatoren biologischer Systeme. Thre hervorstechendsten
Eigenschaften sind ihre katalytische Aktivitdt und ihre Spezifitit. Nahezu alle bekannten
natiirlichen Katalysatoren sind Proteine, erst die Entdeckung der katalytisch aktiven RNA-
Molekiile, die Ribozyme, hat gezeigt, dall neben den Enzymen auch andere Katalysatoren
in der Zelle existieren [Stryer, 1996].

Die besondere Fiahigkeit der Enzyme als Katalysatoren dienen zu konnen, beruht auf der
Eigenschaft der selektiven Stabilisierung des jeweiligen Ubergangszustandes, also der
energiereichsten chemischen Spezies im Reaktionsmechanismus. Dies wird ermoglicht,
indem sie durch intermolekulare Kréfte die Substrate in optimale Orientierung zueinander
bringen und auf diese Weise die Voraussetzung fiir das Kniipfen und Losen chemischer

Bindungen schaffen.

Diese von der Natur hervorgebrachten Katalysatoren sind in mancher Hinsicht den
chemischen Katalysatoren weit iiberlegen. So besitzen Enzyme eine beeindruckende
katalytische Aktivitdt, sie beschleunigen Reaktionen um wenigstens den Faktor von einer
Million unter milden Reaktionsbedingungen, d.h., die Umsetzungen laufen bei
Raumtemperatur, neutralen pH-Werten und drucklos ab. Dies vermindert unerwiinschte
Nebenreaktionen wie Isomerisierungen, Umlagerungen oder die Zersetzung der Edukte
bzw. Produkte. Neben der hohen Aktivitit fallt die hohe Spezifitit auf, so weisen die
Enzyme eine hohe Substrat-, Stereo- und Regiospezifitit auf. AuBerdem sind die meisten,
wenn nicht alle Enzyme, hoch reguliert, was die Voraussetzung fiir das koordinierte

Ablaufen der komplexen Vorginge in der Zelle ist.
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Tabelle 1: Klassifizierung der Enzyme [Faber, 1997]. Der Forschungsindex (Fl) gibt den relativen Anteil
der Forschungsaktivitaten auf dem Gebiet der Enzyme wieder.

Enzyme
Enzymklasse klassifiziert ~ verflighar Art der Reaktion Fl [%)]
Oxidoreduktasen (1) 650 90 Oxidations- und Reduktionsreaktionen durch 25
Ubertragung von Wasserstoff und/oder
Elektronen
Transferasen (2) 720 90 intermolekulare Ubertragung von Gruppen 5
Hydrolasen (3) 636 125 hydrolytische Spaltungen 65
Lyasen (4) 255 33 nicht-hydrolytische Spaltungen unter Bildung 5
einer Doppelbindung bzw. Addition an eine
Doppelbindung
Isomerasen (5) 120 6 reversible Umwandlungen isomerer 1
Verbindungen und Racemisierungen
Ligasen (6) 80 5 kovalente Verkniipfungen zweier Molekiile unter 1

gleichzeitiger Spaltung einer energiereichen
Bindung, i.d.R. ATP

Doch diese Eigenschaften, die mit groBen Vorteilen verbunden sind, konnen bei der
technischen Anwendung manchmal auch hinderlich sein. Denn die evolutionédr an ihre
Substrate angepaliten Enzyme akzeptieren wegen ihrer hohen Substratspezifitit oft nur ein
enges Substratspektrum. AuBerdem unterliegen sie Regulationsprozessen und werden
durch ihre Edukte, Produkte oder auch andere Stoffe inhibiert. Die meisten Enzyme
entfalten dariiber hinaus ihre optimale Aktivitit in wélrigem Medium, was z.B. bei der
Verwendung schlecht wasserldslicher Substrate problematisch sein kann [Gais &
Hemmerle, 1990; Rozzell, 1999].

Entsprechend der katalysierten Reaktion und den beteiligten Substanzen werden die
ca. 3.000 bekannten Enzyme in sechs Klassen eingeteilt (Tabelle 1). Mit Ausnahme der
Ligasen werden zahlreiche Enzyme aus allen Klassen priparativ im Labor- und
TechnikumsmalBstab, oder auch grof3technisch genutzt. Davon sind ca. 10% kommerziell
erhéltlich und es werden des weiteren zunehmend in ihren Eigenschaften speziell auf
bestimmte Anwendungen hin mafigeschneiderte Enzyme verfligbar [Arnold & Volkov,
1999; Petrounia & Arnold, 2000; Arnold ef al., 2001].

Enzyme sind aus chiralen Bausteinen, den L-Aminosduren, aufgebaut und infolgedessen
chirale Katalysatoren. Die Differenz der Hohe der Aktivierungsenergie beider méglicher
Reaktionsrichtungen ist entscheidend fiir die Enantioselektivitit der Reaktion. In chiraler

Umgebung, wie sie in biologischen Systemen vorhanden ist, unterscheiden sich
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Enantiomere und konnen unterschiedliche pharmakologische Wirkungen hervorrufen.
Beispiele hierfiir sind das blutdrucksenkende Mittel Methyldopa, bei dem nur das L-Isomer
wirkt oder das Beruhigungsmittel Contergan mit dem Wirkstoff Thalidomid, bei dem das
(R)-Enantiomer eine beruhigende Wirkung zeigt, das (S)-Enantiomer dagegen teratogen
wirkt [Faber, 1997]. Infolgedessen ist die Synthese enantiomerenreiner Verbindungen von
besonderem Interesse und Enzyme finden aufgrund ihrer hohen Spezifitit in der

industriellen Biokatalyse in zunehmendem Malle Verwendung.

1.3 Enzyme als technische Katalysatoren
1.3.1 Asymmetrische Synthesen mit Oxidoreduktasen

Oxidoreduktasen sind in vivo in zahlreiche Stoffwechselwege eingebunden und
kontrollieren zusammen mit den Cofaktoren insbesondere den Energichaushalt der Zelle
durch Ubertragung von Reduktionsiquivalenten in Form von Wasserstoff und/oder
Elektronen [Stryer, 1996].

Die fiir industrielle Verfahren interessantesten Enzyme sind die Oxidoreduktasen, die in
die Klassen EC 1.1.1 (Donor: Alkohol), EC 1.2.1 (Donor: Aldehyd oder Carbonyl-Gruppe)
und EC 1.4.1 (Donor: Amin) eingeteilt werden kénnen und alle den Cofaktor NAD bzw.
NADP als FElektronenakzeptor verwenden. Die mittels Enzymkatalyse hergestellten
chiralen Komponenten, wie Alkohole, Hydroxysduren und ihre Ester, oder Aminoséduren
dienen hiufig als Schliisselbausteine fiir die Synthese von Wirkstoffen fiir die
pharmazeutische oder agrochemische Industrie. Thre Anwendung ist in zahlreichen
Beitrdgen verdffentlicht [Hummel, 1989 a; Fang et al., 1995; Devaux-Basseguy et al.,
1997; Hummel, 1997]. Von Vorteil bei den Oxidoreduktasen ist ihre in der Regel sehr

hohe Enantioselektivitit, meist konnen iiber 99% Enantiomereniiberschul} erzielt werden.

1.3.2 Cofaktor-Regenerierung

Wie bereits erwihnt, sind Oxidoreduktasen an den verschiedensten Stoffwechselwegen in
lebenden Zellen beteiligt. Hier nehmen sie mit ihren Cofaktoren am Kohlenstoff- und
Energiestoffwechsel teil. Fiir die technische Anwendung der Enzyme ist der bendtigte
Cofaktor, der an der Ubertragung von Atomen/Atomgruppen oder Redoxiquivalenten
beteiligt ist, von besonderer Bedeutung. Beim Cofaktor kann es sich um zweiwertige lonen
(Fe**, Mg®", Zn*") oder um ein komplexes organisches bzw. metallorganisches Molekiil
handeln. Bei 80% aller bekannten Redoxreaktionen wird das Nicotinamidadenindi-
nukleotid NAD(H) benétigt, bei 10% NADP(H). Fiir Phosphorylierungen spielt Adenosin-



1. Einleitung 5

Tabelle 2: Preise der Cofaktoren [Fluka-Katalag, 1999/2000]. Zur Berechnung wurde jeweils der Preis
fur die groRte Packungseinheit verwendet.

Cofaktor Preis [[] mol”]
ATP 1.500
NAD 11.000
NADH 38.000
NADP 190.000
NADPH 630.000
PQQ 2.300.000

triphosphat (ATP) eine groe Rolle. Bei Transaminierungen wird héufig Pyridoxal-
phosphat verwendet. Weitere Cofaktoren, wie Flavine (FMN, FAD), Methoxatin (PQQ)
oder Cytochrome, elektroneniibertragende Proteine mit Ham als prosthetische Gruppe,

werden deutlich seltener von Enzymen verwendet.

Die fiir die technische Anwendung interessantesten Oxidoreduktasen verwenden NAD
bzw. NADP als Cofaktor. NAD und NADP sind normalerweise nicht sehr fest an das
Enzym gebunden, die K,-Werte liegen in einem Bereich von 10 bis 10* M [Kula &
Wandrey, 1987]. Dies hat zur Folge, daBB der Cofaktor frei dissoziieren kann. Von
Bedeutung ist der Cofaktor insofern bei einem technischen Prozef3, da er stochiometrisch
an der Umsetzung teilnimmt und daher in groBeren Mengen benétigt wird. Das Problem
hierbei sind die hohen Kosten der Cofaktoren (Tabelle 2).

Deshalb ist das wesentliche Kriterium fiir den FEinsatz Cofaktor-abhingiger
Reaktionssysteme die Moglichkeit, den Cofaktor regenerieren zu konnen. Durch die
Regenerierung kann der Cofaktor mehr als einmal verwendet werden. Weiterhin spielt die
ProzefBstabilitit des Cofaktors eine wichtige Rolle. Sie wird mit der maximalen Zykluszahl
ttn (total turnover number) [-] ausgedriickt und ist der Quotient aus den gebildeten Molen

Produkt np [mol] pro verbrauchten Molen an Cofaktor bzw. Enzym n¢ [mol]:

ttn::—P (1)
C

Fir die in situ-Regenerierung von NAD/NADH und NADP/NADPH sind sowohl
chemische Verfahren [Nakamura et al., 1988; Ruppert et al, 1988; Fry et al., 1994],

darunter elektrochemische und photochemische, als auch biologische [Morita et al., 1994;



6 1. Einleitung

Substrat-gekoppelt Enzym-gekoppelt
0 H OH 0 H OH
ADH X /i ADH Y
NAD(PJH + H™ NAD(P) * NAD(PH + H™ NAD(P)*
0 OH
/IK - \ / )\ o, = \/ HCOOH
ADH FDH

Abbildung 1: Verfahren zur enzymatischen Regenerierung von NADH bzw. NADPH.
Alkoholdehydrogenase (ADH), Formiatdehydrogenase (FDH).

Kula & Wandrey, 1987], wie z.B. enzymatische Methoden, beschrieben worden. Die

enzymatische Regenerierung kann klassifiziert werden (Abbildung 1).

Bei der Substrat-gekoppelten Regenerierung wird das gleiche Enzym zur Synthese und
Regenerierung genutzt. Dies ist der Fall, wenn der Cofaktor fest an das Enzym gebunden
ist, wie z.B. bei der Glucose-Fructose-Oxidoreduktase [Zachariou & Scopes, 1986]. Er
kann aber auch bei dissoziierbaren Cofaktoren genutzt werden, wie z.B. bei der
Verwendung der Alkoholdehydrogenase (ADH) aus Thermoanaerobium brockii
(Abbildung 1). Hier wird bei der Oxidation von z.B. Isopropanol zum Aceton, der
Cofaktor im selben aktiven Zentrum regeneriert, welches auch die Reduktion des
eigentlichen Substrates katalysiert. Diese Art der Substrat-gekoppelten Regenerierung ist
zum einen durch das thermodynamische Gleichgewicht zwischen den beiden Substraten
und Produkten limitiert, zum anderen wegen der Beschrinkung auf ein Enzym mit
Alkoholdehydrogenase-Aktivitit. Um einen hohen Umsatz erzielen zu konnen, muf} die
Isopropanol-Konzentration hoch gehalten werden, was zwar die Loslichkeit der Edukte
verbessert, allerdings die Enzymstabilitdt oder die kinetischen Konstanten verschlechtert.
Das Cosubstrat und Coprodukt sind achiral und im allgemeinen gut von dem eigentlichen
Produkt durch Destillation abtrennbar. Die Substrat-gekoppelte Anwendung ist von
besonderem Interesse bei der Nutzung der (R)-ADH fiir stereospezifische Reduktionen, um
(R)-Alkohole und verwandte Produkte zu erhalten [Kruse et al, 1996; Hummel, 1997].
Alle bisher bekannten (R)-ADHs benétigen NADPH als Cofaktor, was bisher mit keinem
kostengiinstigeren Verfahren regeneriert werden kann. Mdéglicherweise ermoglicht dies die
NADPH-Regeneration mit einem Mutein der FDH [Tishkov et al., 1993 a; Tishkov et al.,
1993 c; Seelbach et al., 1996].
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Bei der Enzym-gekoppelten NADH/NADPH-Regeneration sind zwei Enzyme beteiligt.
Dies erlaubt die Entwicklung neuer Regenerationssysteme und verhindert die
thermodynamischen Schranken, wie sie bei der Substrat-gekoppelten NADH/NADPH-
Regeneration auftreten konnen. Aminosdure- oder 2-Hydroxysdure-Dehydrogenasen
besitzen keine ADH-Aktivitit, somit ist nur die Enzym-gekoppelte Regeneration moglich.
Fiir die NADH-Regeneration eignet sich die FDH aus Candida boidinii, welche die
Oxidation des Formiats zu CO, bei gleichzeitiger Reduktion von NAD zu NADH
katalysiert. Das thermodynamische Gleichgewicht liegt weit auf der Seite der Produkte
CO; und NADH [Schiitte et al., 1976]. Formiat ist eine preiswerte und sichere
Wasserstoffquelle, das Coprodukt CO, kann leicht abgetrennt werden und bisher sind
keine Fille bekannt, in denen Formiat bzw. CO, selbst bei hohen Konzentrationen einen
negativen EinfluB auf das Syntheseenzym besitzt. Wassermischbare organische
Losungsmittel als Regeneriersubstrate/-produkte  wie  Ethanol/Acetaldehyd oder
Isopropanol/Aceton zeigen hingegen hdufig eine desaktivierende Wirkung. Es sind bereits
viele Dehydrogenase-katalysierte Reaktionen fiir die reduktive Aminierung mit einer
NADH-Regeneration durch die FDH in Batch- und kontinuierlichen Verfahren
beschrieben worden [Wichmann et al., 1981; Bossow & Wandrey, 1987; Kula & Wandrey,
1987; Kula, 1994]. Bei einem UberschuB an Formiat kénnen hohe Umsetzungen der
Edukte beobachtet werden, maximale Zykluszahlen fiir NADH von iiber 600.000 sind
dokumentiert [Hummel et al., 1987].

1.3.3 Die enzymatische Synthese von L-tert-Leucin

Die enantiomerenreine Synthese von L-tert-Leucin aus Trimethylpyruvat und dessen
Anwendungen sind beschrieben worden [Bommarius et al., 1992; Bommarius et al., 1995].
L-tert-Leucin wird im industriellen Maf3stab mit Hilfe der Leucindehydrogenase (LeuDH)
durch reduktive Aminierung der a-Ketosdure Trimethylpyruvat hergestellt. Die NAD-
abhédngige FDH aus Candida boidinii dient dabei zur in situ-Regenerierung des Cofaktors
NADH (Abbildung 2). Dies ist moglich, da das Enzymsystem aus LeuDH und FDH
NAD(H) als gemeinsamen Cofaktor nutzt. Fiir die Produktion von 1 kg L-fert-Leucin
werden zur Regeneration des NADHs 2.300 U an FDH verbraucht [Kragl et al., 1992].

L-tert-Leucin wird entweder direkt als chiraler Baustein, z.B. in der chemischen Synthese
von chiralen Aminoalkoholen oder als Bestandteil von Peptiden eingesetzt, z.B. als Anti-
Tumor Agentien oder HIV-Protease-Inhibitoren [Liese et al., 2000]. Letztere kdnnen
in vivo, vermutlich aufgrund der sterisch anspruchsvollen fert-Butylgruppe, nur langsam
hydrolysiert werden, so dal pharmakologische Wirkstoffe mit L-zert-Leucin als Baustein

eine verlangerte Wirkung im Kdorper aufweisen.



8 1. Einleitung

NH, " H,0

C00 \ 1 /4 - CO0
/ \ NH3 "
NAD ™"

NADH + H™
o, = ‘\\\\2-//// HCOO™ + H™

Abbildung 2: Enzymatische Synthese von L-tert-Leucin durch reduktive Aminierung im Enzym-
gekoppelten ProzeR. Leucindehydrogenase (LeuDH) (1), Formiatdehydrogenase (FDH) (2).

1.4 Die Formiatdehydrogenasen
1.4.1 Eigenschaften

Formiatdehydrogenasen (FDHs) oxidieren Formiat und kommen in Mikroorganismen und
hoheren Pflanzen vor [Popov & Lamzin, 1994]. Sie gehoren zur Klasse der

Oxidoreduktasen und kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden.

Die erste stellt eine heterogene Gruppe von Eisen-Schwefel Proteinen dar, die aus
Mikroorganismen stammen und Unterschiede in ihren physiologischen Funktionen,
zelluldren Lokalisationen, Substratspezifititen, Art des Elektronenakzeptors und der
prosthetischen Gruppe aufweisen. Die Gemeinsamkeiten liegen in einem hohen
Molekulargewicht von ca. 300 kDa, einer komplexen Quartérstruktur, der Anwesenheit
einer prosthetischen Gruppe und der Empfindlichkeit gegeniiber Sauerstoff. Letzteres
verhindert ihren Einsatz in der Enzymkatalyse, trotz deutlich hoherer katalytischer
Aktivitdten im Vergleich zu den NAD-abhingigen FDHs [Popov & Lamzin, 1994].

Die zweite Gruppe besteht aus den NAD-abhidngigen FDHs. Sie besitzen in der Regel
keine prosthetischen Gruppen oder Metallionen, sie sind Homodimere und weisen ein
niedrigeres Molekulargewicht von ca. 70 bis 100 kDa auf. Sie zeigen eine relativ niedrige
spezifische Aktivitit, eine niedrige Affinitdit zum Substrat Formiat und ein weites
pH-Optimum. In  Methylotrophen ist die NAD-abhidngige FDH in der
Methanoldissimilation im Stoffwechselweg vom C; zum CO, das terminale Enzym und
versorgt die Zellen mit Energie in Form von Reduktionséquivalenten. Prokaryonten und
Eukaryonten besitzen unterschiedliche Wege der Methanolverwertung. Methylotrophe
Bakterien oxidieren Methanol zu CO, entweder iiber den Aldehyd und die Saure (Typ I)
oder durch zyklische Mechanismen am Formaldehyd-Schritt (Typ II). Dagegen bauen alle
bekannten methylotrophen Hefen Methanol zu CO, iiber Formaldehyd als
Zwischenprodukt ab [Anthony, 1975; Rodionov & Zakharova, 1980].
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1.4.2 Die NAD-abhangige Formiatdehydrogenase aus Candida
boidinii

1.4.2.1 Funktion im Metabolismus

Die FDH aus der fakultativ methylotrophen Hefe Candida boidinii ist, wie alle anderen
NAD-abhédngigen FDHs, das terminale Enzym in der Methanoldissimilation. Im Vergleich
zur FDH aus Pseudomonas sp. 101 [Rodionov & Zakharova, 1980; Egorov et al., 1982],
Hansenula polymorpha [van Dijken et al., 1976] und Pichia sp. [Patel et al., 1983], die
S-Formylglutathion als Substrat bevorzugen, ist die FDH aus Candida boidinii
substratspezifisch fiir Formiat [Neben et al, 1980]. Daher wird hier die
Methanoldissimilation mit Formiat als Zwischenprodukt angenommen (Abbildung 3).
Sowohl die Alkoholoxidase, die die Oxidation des Methanols zum Formaldehyd
katalysiert, als auch die Katalase, die das durch die Alkoholoxidase produzierte toxische
Wasserstoffperoxid zu Wasser abbaut, konnten in den Peroxisomen von Candida boidinii

nachgewiesen werden [Roggenkamp et al., 1975].

NAD NADH

GTCH,0H %Z» GTCHO

4
GTH NAD NADH

1 L.Z,
CH;OH 7? HCOH HCOOH - 0,

FAD FADH,
H,0, 0,
2
H,0 + 1/20,

Abbildung 3: Methanoldissimilation bei der Hefe Candida boidinii. S-Hydroxymethylglutathion
(GTCH,OH), S-Formylglutathion (GTCHO), Glutathion (GTH). Beteiligte Enzyme: Methanoloxidase (1),
Katalase (2), Formaldehyddehydrogenase (3), S-Formylglutathionhydrolase (4), Formiatdehydrogenase
(5).
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Tabelle 3: Aminosdure-Sequenzvergleich der Candida boidinii-FDH mit der Pseudomonas sp. 101-FDH.
Candida boidinii-FDH (1), Pseudomonas sp. 101-FDH (2). Gleiche Aminosdure (*), sehr dhnliche
Aminosaure (:), ahnliche Aminosaure {.).

Sequenzvergleich
(1) MKIVLVLYDAGKHAADEE-------------—---——-——-—-———-———~ KLYGCTENKLGIA
(2) AKVLCVLYDDPVDGYPKTYARDDLPKIDHYPGGQTLPTPKAIDFTPGQLLGSVSGELGLR
* . . *kk*k . «k % ek k.

(1) NWLKDQGHELITTSDKEGETSELDKHIPDADIIITTPFHPAYITKERLDKAKNLKLVVVA
(2) KYLESNGHTLVVTSDKDGPDSVFERELVDADVVISQPFWPAYLTPERIAKAKNLKLALTA

.k . ckk k. kkkk .k * e .. e kkk ..ok kkhk kkhkk .ok kk. Khkkhkhkkkhkk . Kk

(1) GVGSDHIDLDYINQTGKKISVLEVTGSNVVSVAEHVVMTMLVLVRNFVPAHEQIINHDWE
(2) GIGSDHVDLQ--SAIDRNVTVAEVTYCNSISVAEHVVMMILSLVRNYLPSHEWARKGGWN

*okkkk o kk . . srrsk kkk ok ckkkkkhkkk ok kkkk ..k .kk . Lk

(1) VAATAKDAYDIEGKTIATIGAGRIGYRVLERLLPFNPKELLYYDYQALPKEAEEKVGARR
(2) IADCVSHAYDLEAMHVGTVAAGRIGLAVLRRLAPFDVH-LHYTDRHRLPESVEKELNLTW

sk U & 2T s Kk kkkkk *k  kk k% . sk k. kk . k...

(1) VENIEELVAQADIVTVNAPLHAGTKGLINKELLSKFKKGAWLVNTARGAICVAEDVAAAL
(2) HATREDMYPVCDVVTLNCPLHPETEHMINDETLKLFKRGAYIVNTARGKLCDRDAVARAL

koo . Lkikk ook kkk | k. skk Kk Kk kk.kk..kkkkkk .k . kk K%

(1) ESGQLRGYGGDVWFPQPAPKDHPWRDMRNKYGAGNAMTPHYSGTTLDAQTRYAEGTKNIL
(2) ESGRLAGYAGDVWFPQPAPKDHPWRTM----- PYNGMTPHISGTTLTAQARYAAGTREIL

khkk ok kk khkkkhkkkkkhkhkkhkhkkk * Dok kkkk kkkkk kk . kkk o kk.o.kk

(1) ESFFTGKFDYRPQDIILLNGEYVTKAYGKHDKK---------------
(2) ECFFEGRPIRDEYLIVQGGALAGTGAHSYSKGNATGGSEEAAKFKKAV

* kK k. * . . * k. L

Die bei der Methanoldissimilation entstehenden Reduktionsidquivalente dienen der
Deckung des Energiebedarfs beim Wachstum. Dal3 die FDH im Energiestoffwechsel der
Zelle involviert ist, wird auch daran ersichtlich, daf} ihre K;-Werte fiir NADH und ATP im
Bereich der intrazelluldren Konzentrationen liegen [Kato et al., 1979]. D.h., die Aktivitit
der FDH ist streng reguliert und wird durch hohe NADH- und ATP-Konzentrationen, was

Energieiiberschull in der Zelle signalisiert, gechemmt.

Die Oxidation des Formiats stellt nicht nur einen energieliefernden Prozel3 dar, sondern
dient wahrscheinlich auch dazu, cytotoxisch hohe Formiatkonzentrationen zu senken
[Rodionov & Zakharova, 1980].
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1.4.2.2 Die rdumliche Struktur

Die FDH aus Candida boidinii gehort der Familie der D-spezifischen 2-Hydroxysaure-
Dehydrogenasen an. Enzyme dieser Familie besitzen eine hohe Sequenzidhnlichkeit zur
FDH aus Pseudomonas sp. 101, der einzigen FDH, deren Struktur bisher aufgeklart
worden ist. Mit iiber 50% an identischen Aminosduren weist die FDH aus Candida boidinii
eine hohe Aminosduresequenzhomologie zur FDH aus Pseudomonas sp. 101 auf
(Tabelle 3). Aufgrund dieser hohen Sequenzhomologie und der vergleichbaren
biochemischen Eigenschaften, kann davon ausgegangen werden, dall die rdumliche

Struktur beider Enzyme &hnlich ist.

Die FDH aus Pseudomonas sp. 101 ist sowohl in der Apo-, als auch in der Holo-Form
kristallisiert und ihr Reaktionsmechanismus aufgeklart worden [Tishkov & Egorov, 1985;
Lamzin et al, 1992; Lamzin et al., 1994; Popov & Lamzin, 1994]. Die FDH aus
Pseudomonas sp. 101 ist ein Homodimer und besteht aus zwei gleichen Untereinheiten mit

je einem aktiven Zentrum pro Untereinheit. Wie bei vielen anderen Dehydrogenasen

Abbildung 4: Kristallstruktur der FDH aus Pseudomonas sp. 101. Dargestellt ist die Apo-Form, d.h.,
ohne Cofaktor und Substrat. Die beiden Untereinheiten sind zur besseren Unterscheidung farblich
unterschiedlich dargestellt. Der Substratkanal des aktiven Zentrums jeder Untereinheit ist mit einem
Pfeil angedeutet [Lamzin et al., 1994]. Wasserstoffe an den Kohlenstoffatomen nicht dargestellt.
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Abbildung 5: Oberflachenansicht der Kristallstruktur der FDH aus Pseudomonas sp. 101. Dargestellt ist
die molekulare Oberflache der Apo-, als auch der Holo-Form. Die Substratkanale der Untereinheiten
der Holo-Form sind durch Pfeile gekennzeichet. Zu erkennen ist die Konformationsanderung, die die
FDH durchfiihrt, wenn die Substrate NAD und Formiat gebunden haben und die Substratkanéle in der
Apo-Form geschlossen sind [Lamzin et al, 1994]. Apo-Form, Substratkanal gedffnet (blau); Holo-
Form, Substratkanal geschlossen (grau).

existieren in einer Untereinheit zwei globuldre Doménen, die Cofaktor-bindende Doméne
und die katalytische Doméne. Die Cofaktor-bindende Domine befindet sich nahe der
Symmetrieachse des FDH-Dimers und bildet die Kontaktfliche zwischen den
Untereinheiten (Abbildung 4). Sie ist verantwortlich fiir die Erkennung und Bindung des
Cofaktors und ihre Struktur ist, im Gegensatz zur katalytischen Domine, innerhalb der
Familie der NAD-abhingigen Dehydrogenasen konserviert [Lamzin et al., 1992; Kutsenko
etal., 1994].

Die katalytische Doméne liegt an der Peripherie des Dimers. In der Apo-Form ist der
Zugang zum aktiven Zentrum weit gedffnet, so dafl die Bindung des Formiats und des
relativ groBen Cofaktors ermdoglicht wird. Die Konformationsdnderung im Holo-Enzym
fiihrt dazu, dal3 das Formiat und das NAD in rdumliche Nédhe zueinander gebracht werden,
so daB der Ubergangszustand stabilisiert wird und die Reaktion ablaufen kann
(Abbildung 5). Die a-Helix des C-Terminus liegt im Holo-Enzym iiber dem Substratkanal
und schlieBt das aktive Zentrum ab.
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1.4.2.3 Der Reaktionsmechanismus

Die Kinetik der Oxidation des Formiats entspricht bei der Candida boidinii-FDH dem
Ordered Bi-Bi-Mechanismus [Kato et al., 1979; Blanchard & Cleland, 1980]. Zunichst
bindet das NAD an das aktive Zentrum, erst dann kann das Formiat gebunden werden. Die
Freisetzung der Produkte erfolgt in der Reihenfolge CO,, dann NADH (Abbildung 6). Im
Gegensatz dazu besitzt die Pseudomonas sp. 101-FDH einen Random Bi-Bi-Mechanismus
[Popov & Lamzin, 1994].

A B P Q

k1 l k-1 kzl k- ks T k3 k4T Kg

E EA (EAB-EPQ) EQ E

Abbildung 6: Reaktionsschema der Ordered Bi-Bi-Kinetik der Candida boidinii-FDH. NAD (A), Formiat
(B), CO, (P), NADH (Q), Enzym (E).

Anhand der Analyse der Rontgenkristallstruktur der Pseudomonas sp. 101-FDH konnten
Aminosiurereste identifiziert werden, die das aktive Zentrum dieses Enzyms bilden und in
allen bisher bekannten FDH-Sequenzen konserviert vorliegen [Allen & Holbrook, 1995,
Galkin et al., 1995]. Diese Aminosaurereste sind auch bei der Candida boidinii-FDH an
der Katalyse beteiligt [Labrou & Rigden, 2001]. Aufgrund dessen kann davon
ausgegangen werden, daB} sich die Katalysemechanismen beider FDHs im wesentlichen

nicht unterscheiden.

Die  Wechselwirkungen  zwischen den im  aktiven Zentrum  beteiligten
Aminosdureseitenketten und den Substraten Formiat und NAD bewirken die Polarisation
der C-H-Bindung des Formiats und die positive Partialladung am Cs-Atom im
Nicotinamid-Ring des NADs (Abbildung 7). Dadurch werden die Grundzustinde
destabilisiert, die Aktivierungsenergie fiir die Reaktion durch die Stabilisierung des
Ubergangszustandes herabgesetzt und somit der Hydridtransfer vom Formiat zum NAD

ermdoglicht.
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Abbildung 7: Raumliche Darstellung des aktiven Zentrums der Pseudomonas sp. 101-FDH. Gezeigt ist
die Lage des NADs und Formiats im aktiven Zentrum und die an der Bindung beteiligten Aminoséuren.
Die Wasserstoffbriicken-Bindungen sind mit gestrichelten Linien dargestellt [Lamzin et al., 1994].

1.5 Produktion und Aufarbeitung der
Formiatdehydrogenasen

1.5.1 Produktion
1.5.1.1 Wachstumsgekoppelte Produktion mit Candida boidinii

Fiir Anwendungen im groBBeren Malistab sollte die FDH in ausreichenden Mengen
verfiigbar sein. Gegenwirtig wird die kommerziell erhéltliche NAD-abhidngige FDH
hauptsédchlich mit Hilfe der Hefe Candida boidinii gewonnen [Weuster-Botz et al., 1994;
Weuster-Botz & Wandrey, 1995]. Die NAD-abhingige FDH wird als intrazelluléres
Protein in hohen Konzentrationen in der Hefe Candida boidinii beim Wachstum auf
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Tabelle 4: Vergleich der Preise von chemischen Katalysatoren und Enzymen [Rozzell, 1999].

Art Katalysator Preis [T kg]
chemische Katalysatoren BINAP 44.000
ChiraPhos 11.000
Platin 13.200
Sharpless 11.000
Pd(Diphos), 5.500
Rh(PPh,),Cl 2.200
Jacobsen 1.100
Chirald 550
Raney Nickel 33
Enzyme Lactatdehydrogenase 110.000
Schweineleberesterase 16.500
Penicillinamidase 11.000
Aspartase 11.000
Trypsin 5.500
Lipase 5.500
Glucoseisomerase 550
Detergenzprotease 275
Glucoamylase 110

Methanol als einziger Energie- und Kohlenstoffquelle gebildet [Sahm, 1977]. Durch
Optimierung des  Kultivierungsmediums  konnte in einem  kontinuierlichen
Produktionsverfahren die Raum-Zeit-Ausbeute an FDH von 100 auf 150 U 1" h™' gesteigert
werden [Weuster-Botz et al., 1995].

1.5.1.2 Produktion rekombinanter Proteine mit Escherichia coli

1.5.1.2.1 Hochzelldichtekultivierung

Die Produktion des Zielproteins mit Hilfe von rekombinanten Escherichia coli-Stimmen
weist einige Vorteile gegeniiber den Wildtyp-Stimmen auf. Es wurde gezeigt, dal
rekombinante Proteine in Escherichia coli in einer Konzentration von 19 g "' exprimiert
werden konnen [Strandberg et al., 1994]. Ein weiterer Vorteil ist die relativ kurze
ProzeBzeit von ein bis zwei Tagen bei Fed-Batch-Kultivierungen, im Gegensatz zu
mehrwdchigen kontinuierlichen Prozessen [Riesenberg & Guthke, 1999]. Infolgedessen,
und wegen der Moglichkeit, rekombinante Protein einfacher aufarbeiten zu konnen, sind
die Enzymkosten gegeniiber den Kosten fiir chemische Katalysatoren vergleichbar
geworden [Rozzell, 1999] (Tabelle 4).
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Escherichia coli ist der am héufigsten eingesetzte Wirtsorganismus zur Produktion
rekombinanter Proteine da er zu den am besten charakterisierten Mikroorganismen gehort
und ein etabliertes Expressionssystem darstellt. Jedoch konnen in Escherichia coli einige
komplexe Proteine nicht in ihrer aktiven Form exprimiert werden, wie z.B. solche, die
mehrere Disulfidbriicken und gleichzeitig ungepaarte Thiole besitzen, oder Proteine, die
post-translationale Modifikationen, wie z.B. Glycosylierungen, zur Ausbildung ihrer
Aktivitdt benotigen [Rietsch & Beckwith, 1998]. Ein weiteres Problem ist die Bildung von
Inclusion-Bodies, in denen das iiberexprimierte Protein unldslich und daher nicht aktiv
vorliegt [Clark, 2001]. Trotz dieser Einschrinkungen sind mittlerweile unzdhlige
Verfahren zur rekombinanten Produktion von Proteinen in Escherichia coli beschrieben
worden [Panda ef al., 1999; Schmidt et al., 1999; Choi et al., 2000; Wilms et al., 2001].

Da die meisten Proteine intrazelluldr in Escherichia coli akkumuliert werden, ist die
Produktivitdt bzw. die Raum-Zeit-Ausbeute proportional zur gebildeten Zellkonzentration.
Aus diesem Grunde wurden Techniken zur Hochzelldichtekultivierung entwickelt, mit dem
Ziel, die Zellkonzentration und damit die Produktivitét steigern zu konnen. Gleichzeitig
sind mit der Hochzelldichtekultivierung Vorteile, wie die Reduktion des
Kultivierungsvolumens, eine vereinfachte Aufarbeitung, weniger Abwasser und geringere
Investitionen in die Ausstattung verbunden [Lee, 1996; Riesenberg & Guthke, 1999].

Bei der Hochzelldichtekultivierung werden meist Fed-Batch-Verfahren zur Erzielung der
hohen Zelldichten eingesetzt. Mittlerweile konnen hohe Zelldichten, d.h.,
Trockenzellmassen von mehr als 50 g "', routineméBig bei der rekombinanten Expression
in Escherichia coli realisiert werden [Riesenberg & Guthke, 1999].

1.5.1.2.2 Zufltterungsstrategien

Hochzelldichtekultivierungen ~ werden  normalerweise unter Bedingungen der
Substratlimitierung, wie z.B. der Limitierung der Kohlenstoffquelle, durchgefiihrt. Es

werden nicht-gesteuerte, gesteuerte und geregelte Strategien eingesetzt (Tabelle 5).

Die gesteuerte exponentielle Zufiitterungsstrategie wird bei der Hochzelldichtekultivierung
am haufigsten eingesetzt. Sie verbindet die Vorteile des Zellwachstums bei einer
konstanten spezifischen Wachstumsrate und der gleichzeitigen Vermeidung schidlicher
Acetat-Bildungen durch Einstellung der Wachstumsrate unter den kritischen
Schwellenwert, d.h., zwischen 0,1 bis 0,3 h! [Winter & Neubauer, 1999]. Ein weiterer
Vorteil ist, daB die Zufiitterungsrate fiir das exponentielle Zellwachstum mit konstanter
Wachstumsrate mit einer einfachen Massenbilanz berechnet werden kann [Korz et al.,
1995; Lee, 1996].
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Tabelle 5: Vergleich der verschiedenen Zufiitterungsstrategien bei Fed-Batch-Kultivierungen
[Lee, 1996].

Strategie Methode Beschreibung
nicht-gesteuert konstant konstante, vorbestimmte Rate; dadurch sinkt die
Wachstumsrate standig
gesteuert konstant gesteigert konstant gesteigerte (Stufen, linear) Rate; das Absinken der
Wachstumsrate kann kompensiert werden
exponentiell gesteigert exponentielle Rate; dadurch kann die Wachstumsrate
konstant gehalten werden
geregelt nach  Geldstsauerstoffkonzentration nach Substratverbrauch steigt die Geldstsauerstoff-
(DO-stat) konzentration und Substrat wird nachdosiert
pH-Wert nach Substratverbrauch andert sich der pH-Wert und
(pH-stat) Substrat wird nachdosiert
CO,-Bildungsrate nach Substratverbrauch sinkt die CO,-Bildungsrate und
(CER) Substrat wird nachdosiert
Zellkonzentration anhand der Zellkonzentration wird die Zufiitterungsrate
berechnet
Substratkonzentration anhand der Substratkonzentration wird die Zufiitterungsrate
berechnet

1.5.1.2.3 Produktivitat

Die theoretisch maximal erzielbaren Trockenzellmassen von Escherichia coli liegen in
einem Bereich von 200 g I, ab einer Konzentration von 220 g I verliert die
Zellsuspension ihren Fliissigkeitscharakter und wird hochviskos [Markl et al., 1993]. Die
bisher hochste gemessene Trockenzellmassen mit 175 g I'' wurde bei der rekombinanten
Produktion von p-Polyhydroxybuttersdure in Escherichia coli erreicht [Lee & Chang,
1994]. Die produktivsten beschriebenen Verfahren liegen in einem Bereich von 1 bis 7 g I
(Tabelle 6). Die hochste erzielte Produktivitét liefert 19 g I"" an rekombinantem Protein
[Strandberg et al., 1994].

Zwischenzeitlich wurde ein Verfahren beschrieben, mit dem die bakterielle FDH aus
Pseudomonas sp. 101 rekombinant in Escherichia coli produziert werden kann [Tishkov et
al., 1999]. Mit diesem Verfahren kann eine Raum-Zeit-Ausbeute an FDH von 280 U 1" h™!

mit einer FDH-Expression von 50% des Gesamtproteins erzielt werden.
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Tabelle 6: Produktion rekombinanter Proteine in Escherichia coli im Vergleich. Trockenzellmasse
(DCW) [Lee, 1996 (1); Shin et al., 1997 (2); Lim & Jung, 1998 (3); Li et al., 1998 (4); Panda et al.,
1999 (5); Schmidt et al., 1999 (6); Choi et al., 2000 (7); Wilms et al., 2001 (8)].

Stamm Medium  Strategie DCW Protein Proteinkonz.  Ref.
[g ] [g ]

KA197  definiert exponentiell 77 Protein A-B-Galactosidase 19,2 1
N4830-1 semi-definiert exponentiell - Interferon-y 74 3
BL21(DE3)  definiert expanentiell - Humanes Mini-Proinsulin 7.0 2
JM103 semi-definiert ~ DO-stat 125 Bacillus thuringiensis-Toxin 6.6 1
DH1 semi-definiert ~ DO-stat - Humanes Proapo A-I 6.0 1
AM-7  definiert Stufen 68 Humanes o~Konsensus-Interferon 56 1
HB101  definiert pH-stat - Alkalische Phosphatase 52 7
BL21 definiert expanentiell 70 Humanes Insulin 45 6
TG1  definiert  exponentiell - Interferon-or 4,0 1
W3110  definiert exponentiell 100 L-N-Carbamoylase 3.8 8
MM-294  definiert  Glucosekonz. - Humanes Interleukin 2 3.3 1
M15 semi-definiert ~ konstant - Ovares Wachstumshormon 3,2 5
W3110 semi-definiert exponentiell - Bovines Somatatropin 2.9 1
YK537  definiert exponentiell 21,2 Humanes Knochenprotein 2A 2,8 4
B semi-definiert exponentiell 55 Humanes Interleukin 1-8 2,2 1
MC1061  komplex Stufen - Humaner ILGF-1 1.8 1
M5248 semi-definiert DO-stat 60 Humanes Interleukin 2 1,2 1
MC1061  komplex konstant - Humanes Wachstumshormon 11 1
RV308  definiert Zellkonz. 50 Mini-Antikdrper 1,0 1
HB101 semi-definiert ~Acetatkonz. 21 Humaner EGF 0.06 1

1.5.2 Aufarbeitung im technischen Mafstab

Mittlerweile sind verschiedene Protokolle zur Aufarbeitung der FDH aus Candida boidinii
im Labor-, als auch im halbtechnischen Malistab beschrieben worden. Im halbtechnischen
MafBstab werden zum einen Fliissig/Fliissig-Extraktionen [Kroner et al., 1982 a; Kroner et
al., 1982 b; Walsdorf et al., 1990; Tishkov et al., 1999], darunter auch Affinitéts-
Fliissig/Fliissig-Extraktionen, eingesetzt [Cordes & Kula, 1986; Cordes & Kula, 1994].
Zum anderen werden chromatographische Verfahren, wie die Anionenaustausch- und
Affinitdtschromatographie, verwendet [Gieren; Labrou, 2000; Reichert et al., 2001].
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1.5.2.1 2-Phasen-Extraktion

WiBrige 2-Phasen-Systeme setzen sich normalerweise aus einer waflrigen Losung mit zwei
hydrophilen Polymeren oder einem Polymer/Salz-Gemisch zusammen. Oberhalb kritischer
Konzentrationen dieser Komponenten findet eine spontane Phasentrennung statt, in den
zweil Phasen liegen dann die jeweiligen Komponenten angereichert vor. Der Einsatz von
wiflrigen, anstatt organischer Losungsmittel bei nichtmischbaren 2-Phasen-Systemen
ermdglicht es, diese klassische Separationstechnik bei der Extraktion von Zellen,
Zellmembranen, Zellorganellen und auch Makromolekiilen, wie Proteinen, einsetzen zu
konnen [Kula, 1990; Zaslavsky, 1994].

Die wilrige 2-Phasen-Extraktion wird bei der halbtechnischen Aufarbeitung bei vielen
Proteinen eingesetzt, auch die NAD-abhingige FDH aus der Hefe Candida boidinii wurde
damit aufgearbeitet (Reinheit: 35 — 50%, Ausbeute: 75%) [Kroner et al., 1982 a; Kroner et
al., 1982 b]. Das gleiche Aufarbeitungsverfahren wurde auch bei der Reinigung der
rekombinanten Pseudomonas sp. 101-FDH aus Escherichia coli eingesetzt (Reinheit:
45 — 55%, Ausbeute: 75%) [Tishkov et al., 1999].

Eine Vereinfachung der Aufarbeitung konnte durch Modifikation der 2-Phasen-Extraktion
erreicht werden. Hierbei werden nur zwei Extraktionsschritte durchgefiihrt und
anschlieBend eine Anionenaustauschchromatographie nachgeschaltet (Reinheit: 40%,
Ausbeute: 70%) [Gieren].

Die Reinigung von Proteinen mit wifirigen 2-Phasen-Systemen kann mit Hilfe von
Affinitdtsliganden gesteigert werden [Kroner et al., 1982 a; Kroner et al., 1982 b; Walsdorf
et al., 1990]. Diese Liganden konnen Cofaktoren oder Inhibitoren des Proteins sein und
werden kovalent an Polyethylenglykol gebunden. Mit Hilfe von Procion Red HE-3B als
Pseudo-Analogon zum Cofaktor NAD konnte die FDH aus der Candida boidinii gereinigt
werden (Reinheit: 50%, Ausbeute: 74%) [Cordes & Kula, 1986; Cordes & Kula, 1994].

1.5.2.2 Chromatographie

Mit einem kombinierten Verfahren aus Anionenaustausch- und Affinitdtschromatographie
kann die FDH aus der Candida boidinii gereinigt werden. Als Pseudo-Analogon zum
Cofaktor NAD wird Cibacron Blue 3GA verwendet (Reinheit: 100%, Ausbeute: 64%)
[Labrou, 2000].

Ein chromatographisches Verfahren zur Aufreinigung der rekombinanten Candida
boidinii-FDH aus Escherichia coli im halbtechnischen Malstab stellt die
Affinitdtschromatographie im FlieBbett dar [Reichert et al., 2001]. Hierbei wird nach
Zellaufschlu3 die Suspension iiber ein FlieBbett gegeben, die FDH bindet an dem Pseudo-
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Analogon zum Cofaktor NAD, Procion Red HE-3B, und kann anschlieBend mit NAD
eluiert werden. AnschlieBend wird eine Anionenaustauschchromatographie durchgefiihrt
(Reinheit: > 95%, Ausbeute: 75%).

1.6 MaRgeschneiderte Katalysatoren
1.6.1 Anforderungen an Enzyme als technische Katalysatoren

Hiaufig werden Enzyme fiir Anwendungen in industriellen Prozessen mit Eigenschaften
bendtigt, wie sie nicht in natiirlich vorkommenden Enzymen gefunden werden, wie z.B.
eine hohe spezifische Aktivitit des Katalysators, und das auch bei unnatiirlichen
Substraten. AuBerdem wird eine hohe Stabilitit unter ProzeBbedingungen, d.h., hohe
Temperaturen, extreme pH-Werte und der Anwesenheit von organischen Losungsmitteln,
Detergentien und Oxidantien gefordert. Methoden zur Herstellung maBgeschneiderter
Enzyme sind das Protein-Design und die gerichtete Evolution [Voigt et al., 2000;
Bornscheuer & Pohl, 2001].

1.6.2 Methoden zur Herstellung maf3geschneiderter Enzyme
1.6.2.1 Rationales Protein-Design

In den spéten 1980er Jahren wurde erstmals gezeigt, dal man einzelne Aminosiduren von
Proteinen durch ortsspezifische Mutagenese ihrer Gene austauschen kann. Dies
ermoglichte nun, Enzyme gezielt verdndern zu kdnnen und war der Startschuf3 fiir den
Beginn des rationalen Protein-Designs [Balland et al., 1985; Garvey et al., 1990; Wagner
& Benkovic, 1990]. Zum Beispiel konnte die Thermostabilitit des Lysozyms durch den
gezielten Austausch zweier Aminosduren im Protein [Matthews et al., 1987] oder durch
die Einfilhrung zweier Disulfidbriicken [Matsumara et al., 1989] erhoht werden. Ein
weiteres Beispiel ist die Erhohung der Katalysegeschwindigkeit der Aspartatamino-
transferase mittels ortsspezifischer Mutagenese [Vacca et al, 1995]. Hier wurde die
Geschwindigkeit Alanin zu racemisieren, um den Faktor sieben erhoht. Durch den
Austausch eines Aspartatrestes gegen Alanin in der Cofaktor-Bindungsstelle einer NAD-
abhéngigen Lactatdehydrogenase konnte die Affinitit des Enzyms zu NADP gesteigert
werden [Bernard et al., 1995]. Die Aminopeptidase PepC konnte durch Entfernen der
letzten vier Aminosduren am C-Terminus zu einer Oligopeptidase umgewandelt werden
[Mata et al., 1999]. Bei der 5-Lipoxygenase aus humanen Leukozykten wurde durch den

Austausch von vier Aminoséuren eine 15-Lipoxygenase erhalten [Schwarz et al., 2001].



1. Einleitung 21

Dieses sequenzbasierte Design von Proteinen setzt die Kenntnis der dreidimensionalen
Struktur des Proteins, gewonnen durch die Rontgenkristallstrukturanalyse oder NMR-
Techniken, und die nachfolgende Modellierung dieser Struktur am Computer voraus.
Anschlieend wird mit Primern die ortsspezifischen Mutation in die Gensequenz
eingefiihrt, das rekombinante Protein in einem Wirtsorganismus exprimiert und
biochemisch charakterisiert [Balland et al., 1985; Harris & Craik, 1998; Voigt et al.,
2000].

Wegen dieser komplizierten Vorgehensweise ist es nur unter groBem Zeitaufwand
moglich, eine groBBere Anzahl verschiedener Muteine gleichzeitig zu erzeugen. Indes sind
die zwei grofiten Probleme des rationalen Protein-Designs, erstens, dal die Sequenz-
Struktur-Beziehungen und zweitens, dal die Struktur-Funktions-Beziehungen in den
Proteinen nur unzureichend verstanden werden. Es ist immer noch nicht moglich, die
Auswirkungen eines Aminosdureaustausches auf die Struktur zuverldssig vorhersagen zu
konnen. Selbst wenn die rdumliche Struktur dieses verdnderten Proteins richtig berechnet
werden konnte, konnen die Auswirkungen dieser Konformationsdnderung auf die

verdnderte Funktion dieses Proteins noch nicht vorhergesagt werden [Ryu & Nam, 2000].

Dieser Umstand behindert die rationale Vorgehensweise durch gezielten
Aminosdureaustausch in vielen Féllen und hat schnell dazu gefiihrt, da3 eine neue Technik
zur Gewinnung von Proteinen mit gewiinschten Eigenschaften entwickelt wurde:

Die gerichtete Evolution.

1.6.2.2 Gerichtete Evolution: ,When blind is better”

Um die molekulare Biodiversitdt schneller nutzbar machen zu koénnen, wurden neue
Methoden zur Herstellung kombinatorischer Bibliotheken, welche individuelle
Punktmutationen aufweisen, entwickelt. Dabei ahmt die gerichtete Evolution den Prozef3
der Darwin’schen Evolution im Reagenzglas nach, indem sie die zufdllige Mutagenese
und/oder Rekombination mit Screening oder Selektion nach verbesserten Enzymen
verbindet [Kuchner & Arnold, 1997; Arnold et al., 2001].

Es gibt verschiedene Wege, die Evolution im Reagenzglas zu etablieren. Escherichia coli,
Bacillus subtillis und Saccharomyces cerevisiae wurden alle erfolgreich als Organismen
zur Expression der Genbibliotheken eingesetzt. Zur Randomisierung werden DNA-
Bibliotheken durch fehlerhafte PCR (Error-Prone PCR) [Caldwell & Joyce, 1994; Ke &
Madison, 1997], kombinatorische Oligonukleotid-Mutagenese [Reidhaar-Olson et al.,
1991], DNA-Shuffling [Stemmer, 1994 a, b], StEP-Rekombination (Staggered-Extension
Process) [Zhao et al., 1998] und in vivo-Rekombination [Low et al., 1996; Bornscheuer et
al., 1998] hergestellt.
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Die Error-Prone PCR arbeitet mit dem zufdlligen Einbau einer Punktmutation bei jedem
Amplifikationsschritt der Templat-DNA. Diese Methode besitzt den Vorteil, dall sie
einfach und leicht anzuwenden ist. Jedoch ist sie durch die kleinen Bibliotheksgrof3en,
relativ zum Sequenzraum gesehen, beschriankt und bedingt einen groBen Screening- und

Selektionsaufwand.

Zum Beispiel wurde die Psso-Monooxygenase aus Pseudomonas putida durch gerichtete
Evolution so verdndert, da3 sie Naphthalin ohne Cofaktor und mit 20-fach hoherer
Aktivitét als das natiirliche Enzym hydroxyliert [Joo ef al., 1999]. Die Enantioselektivitat
einer Hydantoinase konnte durch Austausch einer Aminosdure umgekehrt werden [May et
al., 2000]. In einem weiteren Beispiel wurde die Thermostabilitit der Bacillus subtilis
p-Nitrobenzylesterase signifikant mit einem Anstieg des 7,,-Wertes um 14°C erhoht, ohne
daB3 es zu einer Erniedrigung der spezifischen Aktivitdt bei Raumtemperatur kommt [Giver
et al., 1998].

Die Technik des DNA-Shufflings imitiert die natlirliche Rekombination durch die
homologe in vitro-Rekombination von Genen [Stemmer, 1994 a, b; Crameri et al., 1998;
Kolkman & Stemmer, 2001]. Bei dieser Methode wird eine Population verwandter Gene
zufdllig fragmentiert, anschlieBend denaturiert und hybridisiert. Die Elongation der
5’-Uberhangsfragmente erfolgt durch eine DNA-Polymerase. Die Fragmentlingen steigen
als ein Ergebnis der wiederholten PCR-Zyklen. Die DNA-Rekombination findet immer
dann statt, wenn zwei Fragmente, die von unterschiedlichen Templaten stammen,

hybridisieren.

Durch DNA-Shuffling mit vier homologen Cephalosporinase-Genen und Selektion auf
Antibiotikaresistenz konnte eine bis zu 540-fach hohere Aktivitit gegeniiber dem
Antibiotikum Moxalactam gefunden werden [Crameri et al., 1998]. Aus dem o/f3-Barrel-
Gertiist der Indol-3-Glycerinphosphat-Synthase konnte eine Phosphoribosylanthranilat-

Isomerase durch DNA-Shuffling gewonnen werden [Altamirano et al., 2000].

Anstatt nur die Eigenschaften eines Enzyms gezielt zu beeinflussen, ist es auch moglich,
ganze Stoffwechselwege durch DNA-Shuffling zu verdndern. Eine Desaturase und eine
Zyklase aus dem Biosyntheseweg der Carotinoide wurden dazu in Escherichia coli
rekombiniert und durch DNA-Shuffling so verdndert, dal} sie vollig neue Produkte, wie
voll konjugierte oder zyklische Carotinoide hervorbringen [Schmidt-Dannert et al., 2000].
Im Gegensatz zur Error-Prone PCR-Mutagenese erlaubt das DNA-Shuffling eine gezieltere
Rekombination positiver Mutationen und generiert auf diese Weise Mutanten mit
verbesserten Phénotypen. Zur Zeit erlaubt die DNA-Shuffling-Technik, kombiniert mit
einer zuverldssigen Selektionsstrategie, die schnellste Entwicklung von Proteinen fiir
technische Anwendungen [Ryu & Nam, 2000].
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1.7 Stabilitat von Enzymen
1.7.1 Stabilitat der Enzyme in technischen Verfahren

Fiir die Anwendung der Enzyme in technischen Verfahren ist es wichtig, daf} sie u.a. eine
hohe Stabilitit unter Proze8bedingungen, d.h., physiologisch uniiblichen Bedingungen, wie
hohe Temperaturen, extreme pH-Werte und Anwesenheit von organischen Losungsmitteln,
Detergentien und Oxidantien, aufweisen (Tabelle 7). Die ProzeBstabilitit eines Enzyms
kann mit der maximalen Zykluszahl ttn (Gleichung 1) oder der Halbwertszeit ¢,

(Gleichung 30) ausgedriickt werden.

Die Desaktivierungswege der Proteine in technischen Anwendungen koénnen in zwei
Gruppen unterteilt werden. Zum einen in die chemische Desaktivierung und zum anderen
in die physikalische Desaktivierung. Die chemische Desaktivierung kann als ein Prozel3
definiert werden, bei dem kovalente Modifikationen stattfinden. Bei der physikalischen
Desaktivierung wird die Proteinstruktur zerstort. Dies schlieBt die Denaturierung,

Oberflachenadsorption, Aggregation und die Prézipitation ein (Tabelle 8).

1.7.2 Physikalische Desaktivierung

Proteine konnen, wie alle Polymere, Superstrukturen, d.h., Sekundir-, Tertidr- und
Quartérstrukturen ausbilden und deshalb zahlreiche, nicht-chemische Verdnderungen ihrer

Struktur durchlaufen. Globuldre Proteine sind normalerweise so gefaltet, daB mdglichst

Tabelle 7: Halbwertszeiten immobilisierter Enzyme unter Produktionsbedingungen [Rozzell, 1999].

Enzym Halbwertszeit [d]
Aspartase 180 — 730

Penicillinamidase > 180
Arginindesamidase 140
Transamidase 90
Lactase 90
Protease > 60
Glucoseisomerase (60°C) > 60
Tryptophansynthase 50
Cyclodextrin-Glykosyltransferase > 45
Aspartat-B-Decarboxylase 45

Hydantoinase 30
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Tabelle 8: Uberblick iiber die Desaktivierungsprozesse bei Proteinen in technischen Anwendungen
[Manning et al., 1989].

Physikalische Desaktivierung Chemische Desaktivierung
Denaturierung Desamidierung
Aggregation Hydrolyse
Prézipitation Racemisierung
Adsorption B-Elimination
Oxidation

Thiol-Disulfid-Austausch

wenige hydrophobe Gruppen an der Proteinoberfldche liegen [Creighton, 1983; Fersht,
1999]. Die Denaturierung eines Proteins beginnt mit dem Verlust seiner Quartir- und
Tertidrstruktur, Sekundirstrukturelemente bleiben jedoch meist erhalten [Havel et al.,
1986; Backmann et al., 1998]. Einmal entfaltet kann die Polypeptidkette weiter durch
Adsorption (Assoziation mit Oberflichen) und/oder Aggregation (mit anderen Proteinen
oder Reagentien) inaktiviert werden. Fiihrt die Aggregation zu makroskopisch sichtbaren

Produkten, bezeichnet man dies als Prézipitation.

Allgemein wird davon ausgegangen, dal} ein Protein erst denaturiert werden muf3, bevor es

weiter durch Adsorption, Aggregation oder Prazipitation inaktiviert werden kann.

1.7.2.1 Denaturierung

Die Denaturierung eines Proteins bewirkt eine Verdnderung der Tertidr-, manchmal auch
der Sekunddrstruktur [Backmann et al., 1998]. Die Denaturierung kann reversibel oder
irreversibel sein und sie ist von vielen Faktoren abhédngig, wie u.a. von der Temperatur,
Denaturierungsmitteln oder organischen Lésungsmitteln. Die reversible Denaturierung ist
als ein Prozel} definiert, bei dem man ein natives Protein durch z.B. Hitze inaktiviert und
anschlieBend durch langsames Absenken der Temperatur wieder das vollstindig native
Protein erhélt. Die irreversible Denaturierung hingegen ist jeder andere Prozef3, bei dem
das hitzegeschédigte Protein durch Absenken der Temperatur nicht wieder in den aktiven
Zustand versetzt werden kann. Jedoch kann manchmal ein irreversibel denaturiertes
Protein wieder in seinen urspriinglichen Zustand versetzten werden, indem man ein
chaotropes Reagenz zugibt und dieses anschlieBend durch Dialyse wieder langsam

entfernt.
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N<=—>=U

Abbildung 8: Denaturierung von Proteinen vom nativen (N, native) zum entfalteten (U, unfolded)
Zustand.

Die Denaturierung ist der Ubergang vom nativen (N, native) zum entfalteten (U, unfolded)
Zustand des Proteins (Abbildung 8). Fiir solch ein System mit zwei Zustidnden fiihrt eine
Temperaturerhéhung schnell vom nativen zum entfalteten Stadium, wenn die
Schmelztemperatur 7, tiberschritten ist. Die Schmelztemperatur 7, ist die Temperatur, bei
der 50% der Molekiile entfaltet vorliegen (d.h., AG = 0), beim Absenken der Temperatur
jedoch wieder in die native Form falten konnen. Ein erhdhter 7,,-Wert ist ein Anzeichen
fiir eine stabilere Proteinstruktur, allgemein jedoch wird die Stabilitét eines Proteins durch
die Entfaltungsenergie bei einer gegebenen Temperatur definiert. Der T7,,-Wert ist stark
vom pH-Wert und der Protein-Konzentration abhingig, z.B. betrdgt der 7,-Wert des T4-
Lysozyms 42°C bei pH 2,0, bei pH 6,5 dagegen 65°C [Wetzel et al., 1988; Matthews,
1996].

Die irreversible Denaturierung bzw. Inaktivierung kann unterschiedliche Ursachen haben.
Inaktivierte Proteine sind mdglicherweise einfach nur derart millgefaltet, dal sie bei
Temperaturabsenkung nicht wieder in den nativen Zustand wechseln kdnnen [Novotny ef
al., 1988; Fersht, 1999]. Andererseits konnen sie aber auch durch chemische Prozesse
inaktiviert werden.

Die irreversible Denaturierung bzw. Inaktivierung ist der Ubergang vom nativen
(N, native) iiber den entfalteten (U, unfolded) zum inaktiven (I, inactive) Zustand des
Proteins [Tomazic & Klibanov, 1988] (Abbildung 9). Die Inaktivierungstemperatur 75 ist
diejenige Temperatur, bei der 50% der Molekiile nach Abkiihlen inaktiv vorliegen. Da die

Inaktivierung ein zeitabhéngiger Prozef3 ist, muf die Inkubationsdauer angegeben werden.

Beim T4-Lysozym ist die irreversible Denaturierung auf Konformationsdnderungen
zurlickzufiihren. Bei T4-Lysozym-Muteinen, welche eine zusétzliche Disulfidbriicke
besitzen, kann die Aktivitdt durch Guanidiniumhydrochlorid jedoch nicht wiedergewonnen
werden. Dies deutet auf eine chemische Inaktivierung hin [Wetzel et al., 1988; Matthews,
1995; Matthews, 1996].

Abbildung 9: Irreversible Denaturierung von Proteinen vom nativen (N, native) iiber den entfalteten
(U, unfolded) zum inaktiven (I, inactive) Zustand.



26 1. Einleitung

Iln — Prazipitat

Abbildung 10: Modell der Denaturierung bei Interferon-y vom nativen (N, native) (iber den teilweise
entfalteten (U*, unfolded) und entfalteten (U*, unfolded) zum aggregierten inaktiven (I, inactive)
Zustand.

1.7.2.2 Aggregation

Das Vorhandensein von teilweise gefalteten Intermediaten wurde bei vielen Proteinen
nachgewiesen [Oliveberg, 2001]. Diese Intermediate spielen bei der Faltung von Proteinen
eine wichtige Rolle. Daneben konnen sie auch bei der Entfaltung entstehen und zur
Inaktivierung durch Aggregation beitragen, wie z.B. beim Interferon-y [Arakawa et al.,
1987] (Abbildung 10).

Interferon-y kann im sauren Milieu inaktiviert werden. Bei pH-Werten unter 4,5 und in
Abwesenheit von NaCl dissoziiert das native Dimer in seine Monomere, welche teilweise
entfaltet sind (U*). AnschlieBende Dialyse fiihrt einerseits wieder zu aktiven Dimeren (N),
andererseits aber auch zu grofen Aggregaten (I,) mit erheblich verminderter Aktivitit.
Durch Circular-Dichroismus wurde gezeigt, dal die Aggregate noch viele
Sekundérstrukturelemente besitzen, die Tertidrstruktur jedoch vollstindig zerstort ist.
Interferon-y ist bei pH 4,5 stark positiv geladen und die Chlorid-lonen konnen diese
Ladung maskierten, so dafl es den Monomeren ermdglicht wird, zu Dimeren zu assoziieren
[Hsu & Arakawa, 1985].

1.7.2.3 Adsorption

Die Adsorption von Proteinen an Oberflichen ist ein oft beschriebenes Phianomen. Eines
der am besten untersuchten Proteine in bezug auf Adsorption ist Insulin. Insulin kann an
Oberflichen von Pumpen, von Glas- oder Plastikbehdltnissen und an intravendsen
Schlduchen adsorbieren [Seres, 1990].
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1.7.3 Chemische Desaktivierung

Verschiedenste Moglichkeiten zur chemischen Modifikation von Proteinen sind bekannt,
z.B. die Hydrolyse von Peptidbindungen oder Desamidierung der Asparagin- und
Glutamin-Seitenketten. Andere Modifikationen sind die f-Elimination, die Racemisierung
und die Oxidation von Methionin. Die Oxidation von Cysteinen kann zur Bildung von
Disulfidbriicken oder dem Thiol-Disulfid-Austausch fiihren.

1.7.3.1 Oxidation

Alle Aminosdureseitenketten von Proteinen konnen von Hydroxyl-Radikalen oxidiert
werden, jedoch sind die gebildeten Produkte bisher nur unzureichend charakterisiert
[Berlett & Stadtman, 1997; Dean et al., 1997] (Tabelle 9). Die Seitenketten von Cystein,
Histidin, Tryptophan und Tyrosin sind in Proteinen potentielle Oxidationsstellen.

Methionin kann sogar allein durch molekularen Sauerstoff oxidiert werden.

1.7.3.1.1 Oxidation des Methionins

Da die Thioethergruppe des Methionins ein schwaches Nukleophil darstellt und bei

niedrigen pH-Werten nicht protoniert ist, kann es im sauren Milieu von vielen Reagentien

Tabelle 9: Auflistung der wahrscheinlichsten Modifikationen von Aminosdureseitenketten durch
Oxidation mit Hydroxyl-Radikalen [Berlett & Stadtman, 1997].

Aminosdureseitenkette Oxidationsprodukt
Arginin Glutaminsaure-Semialdehyd
Cystein Disulfid, Sulfen-, Sulfin-, Sulfonsaure
Glutamat Oxalséure, Brenztraubenséure
Histidin 2-Oxohistidin, Asparagin, Asparaginsaure
Lysin o-Aminoadipinsdure-Semialdehyd
Methionin Methioninsulfoxid, Methioninsulfon
Phenylalanin 2,3-Dihydroxyphenylalanin, 2-, 3- und 4-Hydroxyphenylalanin
Prolin  2-Pyrrolidon, 4- und 5-Hydroxyprolin-Pyroglutaminséure, Glutaminsdure-Semialdehyd
Threonin 2-Amino-3-Ketobuttersaure
Tryptophan 2-, 4-, 5-, 6- und 7-Hydroxytryptophan, Nitrotryptophan, Kynurinin,

3-Hydroxykynurinin, Formylkynurinin

Tymsin 3,4-Dihydroxyphenylalanin, Tyr-Tyr-Briicken, Tyr-O-Tyr, Cross-Linked Nitrotyrosin




28 1. Einleitung

Il
R—CH,—S—CH;s a—)> R—CH,—S—CHjs
I
R—CH,—S—CH; —2 > R—CH—$—CHy
0

Abbildung 11: Mechanismen der Oxidation von Methionin in Proteinen. Unter milden Bedingungen mit
H,0, zum Sulfoxid (a), unter extremen Bedingungen mit Perameisensaure zum Sulfon (b) [Manning et
al., 1989].

selektiv oxidiert werden [Means & Feeney, 1971; Griffiths, 2000]. Zum Beispiel kann
Wasserstoffperoxid die Indol-, Sulfhydryl-, Disulfid-, Imidazol-, Phenol- und
Thioethergruppen von Proteinen bei neutralen oder leicht alkalischen Bedingungen
modifizieren, unter sauren Bedingungen jedoch ist die Hauptreaktion die Oxidation des
Methionins zum Methioninsulfoxid [Berlett & Stadtman, 1997, Stadtman & Berlett, 1998].
Um Methionin zum Sulfon zu oxidieren, bedarf es jedoch drastischerer Bedingungen und

Reagentien wie z.B. 95%ige Perameisensdure (Abbildung 11).

Die Oxidation des Methionins zu seinem korrespondierenden Sulfoxid ist mit dem Verlust
von biologischer Aktivitit bei vielen Peptiden und Proteinen verbunden [Vale et al., 1981;
Brot & Weisbach, 1991; Stadtman & Berlett, 1998]. Es wurde gezeigt, dal das ribosomale
Protein L12 aus Escherichia coli nach Oxidation eines Methionins zum Sulfoxid
verminderte Aktivitit aufweist und daB3 die Aktivitit wieder hergestellt werden kann, wenn
das Protein bei hohen Konzentrationen von f-Mercaptoethanol inkubiert wird [Caldwell et
al., 1978]. Die Wiederherstellung der Aktivitdt ist hier kongruent zur Reduktion des
Methioninsulfoxids zum Methionin. Gleiche Beobachtungen wurden bei einer Sulfoxid-
Variante von Trypsin gemacht [Holeysovsky & Lazdunski, 1968]. In vielen Féllen, wie
z.B. bei der Ribonuclease [Jori et al., 1968 a] und beim Lysozym [Jori et al., 1968 b],
bewirkt die Reduktion des Methioninsulfoxides mit Thiolen die fast vollstindige

Wiederherstellung der biologischen Aktivitit.

Andererseits gibt es auch Beispiele, bei denen die Funktion durch die Oxidation des
Methionins nicht beeintrdchtigt wird. Aktive Monosulfoxid-Derivate der pankreatischen
Ribonuclease, von a-Chymotrypsin und vom Trypsininhibitor wurden unter milder
Wasserstoffperoxid-Behandlung im sauren Milieu (pH 1 — 3) isoliert. Auch EGF und
Glucagon sind biologisch aktiv, wenn sie oxidiert werden [Manning et al., 1989].
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1.7.3.1.2 Oxidation des Cysteins

Die Thiol-Gruppe des Cysteins (RSH) kann zum Disulfid (RSSR) oder schrittweise iiber
die Sulfensdure (RSOH) zur Sulfinsdure (RSO,;H) und schlieBlich zur Sulfonsdure
(RSO3H), abhédngig von den  Milieubedingungen, oxidiert werden. Die
Oxidationsgeschwindigkeit bestimmen verschiedene Faktoren, wie z.B. Temperatur, pH-
Wert, Puffer, Katalysator (z.B. Spuren von Metallionen) und die Sauerstoffkonzentration
[Jocelyn, 1972]. Ein wichtiger Faktor ist auch die rdumliche Anordnung der Thiol-Gruppe
im Protein. In Fillen, bei denen der Kontakt zwischen den Thiol-Gruppen aus sterischen
Griinden nicht moglich ist oder wenn das Protein nur eine Thiol-Gruppe besitzt, konnen
intermolekulare Disulfidbriicken nicht ausgebildet werden. Unter geeigneten sterischen
Bedingungen konnen jedoch intermolekulare Bindungen zu einem anderen Molekiil

ausgebildet werden, was zur Aggregation des Protein fiihrt [Little & O’Brien, 1967].

Thiol-Gruppen werden nicht ausschlieBlich von Oxidationsmitteln, wie z.B. Jod,
Eisencyanid, Tetrathionat und Wasserstoffperoxid oxidiert, sondern auch ,,spontan‘ durch
molekularen Sauerstoff (Autooxidation). Die Oxidation der Thiol-Gruppen durch
molekularen Sauerstoff wird stark durch die Anwesenheit katalytischer Mengen von

Metallionen, wie Eisen oder Kupfer, gefordert [Cavallini ef al., 1968].

Die Oxidationsgeschwindigkeit der Thiol-Gruppen wird daneben auch stark von den
benachbarten Aminosduren beeinflufit. Es konnte gezeigt werden, da3 die Oxidationsrate
von zwei Thiol-Gruppen in einem Protein mit zunehmendem Abstand abnimmt. Auch
elektronegative Gruppen in der Nachbarschaft, die den pK, der Thiolgruppe anheben, wie
z.B. Carboxyl-Gruppen, beeinflussen die Oxidationsrate. Dies zeigt, dal das Thiolat
leichter oxidiert werden kann, als die undissoziierte Thiol-Gruppe und deshalb steigt
iiblicherweise die Oxidationsrate mit steigendem pH-Wert [Li et al., 1995]. Bei 90°C und
pH 8,0 wird die a-Amylase irreversibel durch Oxidation ihres Cysteins mit Luftsauerstoff,
zusammen mit der Bildung miBgefalteter Strukturen, inaktiviert [Tomazic & Klibanov,
1988]. Die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase aus Kaninchenmuskeln kann mit
Hilfe von Wasserstoffperoxid durch Bildung einer Sulfenséure inaktiviert werden [Little &
O’Brien, 1967].

1.7.3.2 Thiol-Disulfid-Austausch

Die Wechselwirkungen von Disulfidbindungen kénnen zur nicht korrekten Paarung und
damit zu einer verdnderten raumlichen Struktur, die eine verdnderte Aktivitit bedingt,
fiihren. Der Reaktionsmechanismus unterscheidet sich im basischen von dem im sauren

Milieu [Lumper & Zahn, 1965]. Im neutralen bis basischen Milieu wird die Reaktion von
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RS + st_SRg R1S_SR2 + RgS

Abbildung 12: Mechanismus des Thiol-Disulfid-Austausches im neutralen und basischen Medium
[Manning et al., 1989].

Thiolen katalysiert. In Form von Thiolat-Ionen greifen sie nukleophil den Schwefel einer
Disulfidbindung an (Abbildung 12).

Katalytische Mengen an Thiolen konnen durch die hydrolytische Spaltung von
Disulfidbindungen entstehen und den Thiol-Disulfid-Austausch bewirken. Zum Beispiel
wird ein Cystin des Lysozyms bei 100°C und neutralem pH-Wert durch f-Elimination so
gespalten, daf3 ein freies Thiol entsteht, welches dann eine Disulfidbindung angreifen kann
[Volkin & Klibanov, 1987]. Die Oligomerisierung bzw. Aggregation von BSA wird auch
auf den Thiol-Disulfid-Austausch zuriickgefiihrt [Kelly & Zydney, 1994].

Im sauren Milieu wird ein Sulfenium-Kation durch Angriff eines Protons auf die
Disulfidbindung gebildet (Abbildung 13). Der Thiol-Disulfid-Austausch kann mit Thiol-
verbrauchenden Reagentien verhindert werden, z.B. mit Kupfer-lonen oder
N-Ethylmaleinimid. Die irreversible Inaktivierung der Ribonuclease A bei 90°C und pH 8

konnte mit diesen Reagentien verlangsamt werden [Zale & Klibanov, 1986].

Enzyme mit falschen Disulfidbindungen konnen wieder mit Hilfe geringer Mengen an
Thiolen, wie f-Mercaptoethanol, Glutathion oder Cystein, in den nativen Zustand gebracht
werden [Galat & Creighton, 1981].

+
RiS—SR, + HW =—= { RnS—SRz] =—= R;SH + RS"
H

R,ST + R3S—SRs RsS—SR3 + R,S™

Abbildung 13: Mechanismus des Thiol-Disulfid-Austausches im sauren Medium [Manning et al.,
1989].
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1.7.4 Moglichkeiten der Erh6hung der Proteinstabilitat
1.7.4.1 Additive

Additive stabilisieren Proteine. Die einfachsten und effektivsten Additive sind Salze, sie
vermindern die reversible Denaturierung durch nicht-spezifisches Binden an das Protein
[Vieille & Zeikus, 2001]. Dariiber hinaus sind auch bei Nicht-Metall-Proteinen spezifische
Ionen-Bindungsstellen bekannt. Der stabilisierende Effekt durch Ionen bei der
Thermoinaktivierung wurde wu.a. beim Subtilisin, Ribonuclease, Thermolysin,
Parvalbumin, Alkalischer Phosphatase und a-Lactalbumin nachgewiesen [Russell &
Fersht, 1988; Fersht, 1999].

Polyalkohole, wie Zucker oder Glycerin, sind als stabilisierende Additive bekannt [Li et
al., 1995; Knubovets et al., 1999]. Bei niedrigen Konzentrationen an Polyalkoholen ist die
Anzahl der Wassermolekiile um ein Proteinmolekiil erhoht, um die hydrophoberen
Alkohole fernhalten zu konnen. Dies fithrt zu einer erhohten Stabilitit. Bei hoheren
Polyalkohol-Konzentrationen ist dies nicht mehr moglich und das hydrophobere

organische Losungsmittel fiihrt schlieBlich zur Denaturierung des Proteins.

Auch Detergentien konnen zur Stabilisierung von Proteinen beitragen, sowohl nicht-
ionische, als auch anionische. Nicht-ionische Detergentien, wie Tween oder Pluronic
konnen die Denaturierung verhindern [Tandon & Horowitz, 1987; Andersson et al., 2000],
die Adsorption von Proteinen an Oberflaichen vermindern [Bohnert ef al., 1988] und die

Aggregation und Prézipitation inhibieren [Lougheed ef al., 1983].

1.7.4.2 Chemische Modifikationen

Es ist moglich, die Stabilitit von Proteinen durch kovalentes Binden an Polyethylenglycol
(PEG) oder Polyoxyethylen zu erhdhen. Durch diese Immobilisierung kénnen zum Teil
sehr groBBe Halbwertszeiten erzielt werden und hierdurch die Stabilitit der Proteine
wesentlich erhoht werden (Tabelle 7). Allerdings wirken sich diese Modifikationen
bisweilen ungiinstig auf die Aktivitét aus [Li ef al., 1995].

Die Modifikation von basischen Aminosdureseitenketten in Proteinen wirkt sich oftmals
thermostabilisierend aus. Es wurde gezeigt, dal Umwandlung von Lysin zum Homoarginin
viele Proteine stabilisiert [Qaw & Brewer, 1986]. Die Methylierung basischer
Aminosdureseitenketten wurde bei Prokaryonten gefunden, die einem Hitzeschock
ausgesetzt waren [Desrosiers & Tanguay, 1988]. Wahrscheinlich fiihrte diese

Methylierung bei vielen Proteinen zu einer erhdhten Thermostabilitit.
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1.7.4.3 Austausch von Aminosauren

Durch ortsspezifische Mutagenese und gerichtete Evolution kénnen Aminosduren
ausgetauscht und damit die Eigenschaften von Proteinen verdndert werden, z.B. durch den
Austausch oxidationsanfélliger Aminosduren [Manning et al., 1989; Vieille & Zeikus,
2001].

1.7.4.3.1 Stabilisierung durch interne Wechselwirkungen

Wihrend die Beziehungen zwischen einem Aminosdureaustausch und der Proteinstabilitét
noch weitestgehend unklar sind, sind jedoch einige Grundprinzipien erkannt. Die
Verringerung der konformalen Flexibilitdt, Verbesserung der hydrophoben Packung und

eine Erhohung der Anzahl der Wasserstoffbriicken fiithren zu einer erhdhten Stabilitit.

Glycin besitzt von allen natiirlichen Aminosduren den hochsten Freiheitsgrad beziiglich der
Konformation. Der Austausch gegen ein Alanin sollte den Freiheitsgrad einschrinken,
deswegen eine Erhohung der Entfaltungsentropie bewirken und damit zu einer erhohten
Stabilitét fithren. Beim T4-Lysozym wurde gezeigt, da3 ein Austausch eines Glycins gegen
ein Alanin die Stabilitdt um 1,7 kJ mol” erhdht [Matthews ez al., 1987].

1.7.4.3.2 Stabilisierung der a-Helix-Dipole

Dipole von a-Helices spielen bei der Proteinfaltung und der Stabilisierung von
Superstrukturen eine wichtige Rolle. Wihrend hydrophobe Interaktionen und Salzbriicken
auch von Bedeutung sind, so stellen doch die a-Helix-Dipole den wichtigsten
stabilisierenden Faktor einer a-Helix dar [Shoemaker et al., 1985]. Die Stabilitit eines
o-Helix-Dipols wird verstdrkt, wenn sich saure Gruppen nahe des N-Terminus und
basische Gruppen nahe des C-Terminus befinden [Nicholson et al., 1988].

Im T4-Lysozym wurden gezielt Aminosduren ausgetauscht, um die a-Helix-Dipole zu
beeinflussen und damit deren Stabilitit zu erhohen [Nicholson et al., 1988]. Vier der elf
a-Helices im T4-Lysozym besitzen keine sauren Gruppen in der Nédhe des N-Terminus.
Zwei Einzelmutanten mit S38D und N144D und die Doppelmutante wurden hergestellt.
Beide Einzelmutationen bewirkten eine Erhohung des 7,-Wertes von 2°C, die
Doppelmutation wirkte sich mit einer Erhdhung von 4°C aus. Dies entspricht einer

Stabilisierung von 6,8 kJ mol™ fiir jeden Aminosiureaustausch.

Bei der Pseudomonas sp. 101-FDH wurde durch Erhéhung der Hydrophobizitit von
a-Helices die Thermostabilitiat verbessert. Durch den Austausch eines Serins zum Alanin

an verschiedenen Helices konnte bei den Einzelmutanten eine Erhoéhung der
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Thermostabilitdt von 5 — 24% erzielt werden, eine 4-fach-Mutante besitzt eine um 50%
verbesserte Thermostabilitdt. Bei allen Mutanten mit positiven Verdnderungen blieben die

kinetischen Parameter im Vergleich zum Wildtyp unverindert [Rojkova et al., 1999].

1.7.4.3.3 Stabilisierung durch Einflihrung von lonen-Bindungsstellen

Die Bindung von Ionen fiihrt zu einer erh6hten Thermostabilitit der Proteine. In mehr als
50% der 275 Aminosduren des Subtilisin E wurden unterschiedliche Calcium-
Bindungsstellen durch den Austausch einzelner Aminosdure, d.h. Einzelmutanten,
eingefiihrt [Russell & Fersht, 1988; Bryan, 2000]. Dies fiihrte zu erhohten

Thermostabilititen.

1.7.4.3.4 Stabilisierung durch Einfihrung von Disulfidbindungen

Eine weitere Moglichkeit zur Stabilisierung von Proteinen ist die Einfiihrung einer
Disulfidbriicke mit dem Ziel, durch diese Modifikation die Entfaltungsentropie zu
erniedrigen und damit die Tendenz zur reversiblen Denaturierung abzuschwéchen
[Matsamura et al. 1989]. Disulfidbriicken wurden u.a. in die Dihydrofolat-Dehydrogenase
[Villafranca et al., 1983], Subtilisin [Wells & Powers, 1986] und des T4-Lysozym [Wetzel
et al., 1988] eingefiihrt.

Allgemein 146t sich sagen, dal diese Mutationen in manchen Féllen zu einer erhéhten
Stabilitidt gegeniiber Guanidiniumhydrochlorid, jedoch fast immer zu einer erniedrigten
Thermostabilitit gefiihrt haben. Dies wird auf die erhohte Oxidationsanfélligkeit der
Cystine zuriickgefiihrt [Ahern & Klibanov 1985; Wells & Powers, 1986; Volkin &
Klibanov, 1987].

Jedoch konnte bei der Thermolysin-dhnlichen Protease durch Einfiihrung einer
Disulfidbriicke (G8C/N60C) der Tso-Wert im Vergleich zum Wildtyp um 16,7°C erhoht
werden [Mansfeld et al., 1997].

1.7.4.3.5 Stabilisierung durch Entfernung oxidationsanfalliger Aminosauren

Bei der Triosephosphat-Isomerase wurden zwei potentielle Desamidierungsstellen,
Asnl4Thr und Asn78lle, entfernt. Diese Mutationen fiithrten im Vergleich zum Wildtyp zu
einer erhohten Thermostabilitit. Ebenso konnte Interleukin-la durch den Austausch
Asn36Ser gegeniiber Hitze stabilisiert werden [Wingfield et al., 1987].



34 1. Einleitung

Tabelle 10: Rekombinante Cystein-defiziente FDH-Muteine. Die Cysteine sind mit Hilfe des rationalen
Protein-Designs durch andere Aminosauren gezielt ausgetauscht worden um die Oxidationsstabilitat
der FDH zu verbessern [Slusarczyk, 1997; Slusarczyk et al., 2000].

rekombinante Formiatdehydrogenasen Aminosaureaustausch
Wildtyp
Einzelmutanten 23S
262V
Doppelmutanten C235/C262V
C23S/C262A

Subtilisin ist eine Serin-Endoprotease, die ein breites Spektrum von Peptidbindungen in
Proteinen spaltet. Als alkalistabiles Enzym wird Subtilisin in grofen Mengen in der
Waschmittelindustrie verwendet. In Waschmitteln wird allerdings auch immer
Wasserstoffperoxid zur Bleiche der Wische zugegeben, was zur Inaktivierung des
Subtilisins fiithrte. Als Ursache wurde die Oxidation des Methionins 222 zum Sulfoxid und
Sulfon, welches in unmittelbarer Ndhe zum aktiven Zentrum liegt, ausgemacht. Durch den
Austausch gegen ein Alanin oder ein Serin konnte das Subtilisin gegeniiber
Wasserstoffperoxid stabilisiert werden [Oxender & Fox, 1987; Bryan, 2000].

Durch den Austausch der beiden Cysteine der FDH aus Candida boidinii konnte das
Enzym gegeniiber Kupfer(II)-Ionen stabilisiert werden. Alle Muteine, ausgenommen die
C262V-FDH, sind gegeniiber der Oxidation durch Kupfer(Il)-lonen wesentlich stabiler.
Nach 20-stiindiger Inkubation mit Kupfer(Il)-lonen konnte beim stabilsten Mutein kein
Aktivititsverlust beobachtet werden, die WT-FDH wies jedoch nur noch 30% der
urspriinglichen Aktivitét auf [Slusarczyk et al., 2000] (Tabelle 10).

1.8 Aktivitat von Enzymen in technischen Verfahren
1.8.1 Aktivitat der Enzyme in technischen Verfahren
1.8.1.1 Modell von Michaelis-Menten

Mit dem Modell von Michaelis-Menten kann man die Eigenschaften von Enzymen
beschreiben. Bei vielen Enzymen variiert die Katalysegeschwindigkeit / mit der
Substratkonzentration [S]. V ist definiert als die Anzahl der pro Zeiteinheit entstehenden
Mole des Produkts. Diesen Verlauf beschreibt die Michelis-Menten-Gleichung mit der
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Enzymkonzentration [E] und der Michaelis-Menten-Konstante K, Bei konstanter
Enzymkonzentration steht fiir den Fall, da [S] klein ist, V' in anndhernd linearem
Verhiltnis zu [S]. Ist die Substratkonzentration dagegen hoch, so ist V' praktisch

unabhingig von ihr:

kcat
V= m[E 1051 (2)

1.8.1.2 Das k. -Kriterium

cat

In technischen Prozessen mdchte man jedoch die volle Leistung des Katalysator ausnutzen.
Bei hohen Substratkonzentrationen, wenn [S] >> K}, ist die Geschwindigkeit nur noch
proportional zur Enzymkonzentration und der Wechselzahl k., und stellt eine Reaktion

1. Ordnung dar:

V=k.lE] 3)

Die maximale Aktivitit eines Enzyms wird mit der Wechselzahl k.., (bzw. tof, turnover
frequency) [s"'] ausgedriickt. Sie ist der Quotient aus den gebildeten Molen Produkt pro

Zeit np [mol s™'] pro aktivem Zentrum 7z [mol]:

ko=2r 4)

Die Wechselzahl k., ist somit ein Kriterium fiir die Effizienz der katalysierten Reaktion.
Deshalb ist fiir die Anwendung in technischen Prozessen eine moglichst hohe Wechselzahl
interessant, denn je hoher die Wechselzahl, desto weniger Enzym muf} einsetzt werden.
Oftmals weisen Enzyme jedoch keine hohen Wechselzahlen auf, da sie fiir biologische
Systeme optimiert wurden und sich hier die Anforderungen an die Enzyme im Vergleich

zu technischen Verfahren unterscheiden.
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1.8.2 Aktivitat der Enzyme in biologischen Systemen
1.8.2.1 Das k_,/K,,-Kriterium

Enzyme sind die Katalysatoren in biologischen Systemen. Unter physiologischen
Bedingungen liegt das Verhiltnis [S]/K), meistens zwischen 0,01 und 1,0 [Stryer, 1996].
Bei diesen niedrigen Substratkonzentrationen, wenn [S] << K}, ist die Geschwindigkeit
proportional zur Substratkonzentration, der Enzymkonzentration und der Konstanten

kea/ Kpr und nimmt die Form einer Reaktion 2. Ordnung an:

kcat
V= g[E][S] (5)

Die physikalische Grenze der Konstante k.,/Kjs ist durch die Assoziationsgeschwindigkeit
des Substrats mit dem Enzym limitiert. Die k../Kj-Konstante ist somit ein Kriterium flir
die Effizienz der katalysierten Reaktion unter physiologischen Bedingungen. Die
theoretisch maximale Aktivitit des Katalysators, d.h., die maximale k.,/K)-Konstante, ist

durch die Assoziation von dem Substrat mit dem Enzym limitiert.

1.8.2.2 Assoziation und Dissoziation

Die Obergrenze der Reaktionsgeschwindigkeit fiir jede uni- oder intramolekulare Reaktion

ist die Frequenz einer molekularen Schwingung, d.h., 10" bis 10" s™.

Die Reaktionsgeschwindigkeit fiir eine bimolekulare Reaktion kann mit der
Kollisionstheorie berechnet werden [Wedler, 1987].

k=27 pexp(—%) (6)

Sie ist abhdngig von der Kollisionsfrequenz Z, dem sterischen Faktor p und dem
Energieaktivierungsterm FE,. Die maximale Geschwindigkeit fiir eine bimolekulare
Reaktion kann erzielt werden, wenn die Aktivierungsenergie £, = 0 und der sterische

Faktor p = 1 ist. In diesem Fall ist die Reaktion nur durch die Kollisionsfrequenz der
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beiden Molekiile bestimmt, d.h., von der Diffusion und man spricht von
diffusionslimitierten Reaktionen [Wedler, 1987].

Mit der Annahme, dal3 die beiden Molekiile ungeladene Kugeln mit den Radien »4 und »3

sind, kann die Kollisionsfrequenz Z mit der Viskositét # berechnet werden.

7= 2RT (r,+n)
3000 r, ry

(7)

Es ergibt sich fiir zwei Molekiille mit denselben Radien bei 25°C in Wasser eine
Kollisionsfrequenz von 7 - 10° s* M™. Dabei kollidieren zwei groBere Molekiile mit der
gleichen Frequenz wie zwei kleinere, da die groBere Kollisionsoberfliche die langsamere
Diffusion kompensiert. Dagegen ist die Frequenz fiir den Zusammensto3 von einem
groBen Molekiil mit einem kleinen groBer als 7 - 10° s M. Hier macht sich die groBere
Kollisionsoberfliche des gréeren Molekiils mit der hoheren Mobilitdt des kleineren
Molekiils bemerkbar. Unter idealen Bedingungen kann die Kollisionsfrequenz, d.h. die
Assoziation, maximal 10° bis 10" s M betragen. Die obere Grenze fiir die Dissoziation
betrigt 10° bis 10'? s M. Viele Konstanten fiir Reaktionen 2. Ordnung, die keinen
Protonen- oder Hydroxid-Transfer einschlieBen, liegen in einem Bereich von
10° s M [Eigen & Hammes, 1963].

1.8.2.3 Assoziation von Enzym und Substrat

Die Assoziationsraten von Proteinen mit anderen Molekiilen werden u.a. stark von der
Geometrie beeinfluflt. Nur ein kleiner Teil eines Proteins ist bei einem Protein-Protein-
Komplex beteiligt, was eine grofle sterische Inhibition darstellt. Aus diesem Grunde sind
Protein-Protein-Assoziationsraten mit 10* s M relativ klein.

Dagegen sind die Assoziationsraten von einem Enzym mit einem Substrat mit ungefdhr
10° s M sehr grof3 (Tabelle 11). Normalerweise besitzen sie Assoziationskonstanten von
10° bis 10° s M, die schnelleren sind nahe an der Diffusionslimitierung, die langsameren
aber liegen signifikant unter dieser Grenze. Dies kann unter anderem daran liegen, dal3 die
Assoziation nicht in einem Schritt erfolgt, sondern wie beim Lysozym, ein 2-Schritt-
ProzeB ist [Fersht, 1999].
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Tabelle 11: Assoziations- und Dissoziationsraten bei Enzym-Substrat-Interaktionen. Assoziationsrate
(k,), Dissoziationsrate (k ;) [Fersht, 1999].

Enzym Substrat ki [s"MT] Kk, [s7]
Alkoholdehydrogenase (Leber) NADH 310 1-10'
Glycerinaldehyd-3- NAD 210 1-10°
phosphatdehydrogenase
Katalase H,0, 5-10°
Katalase-H,0, H,0, 2-10°
Kreatin-Kinase ADP 210 2-10°
MgADP 5-10° 5-10°
Lactatdehydrogenase NADH 1-10° 1-10°
(Kaninchenmuskel)
Lactatdehydrogenase NADH 6- 10[73 4- 101
(Schweineherz) Oxamat 8- 10 2-10
Lysozym (NAG), 410 1-10°
Malatdehydrogenase NADH 5-10° 5-10'
Pyruvatcarboxylase-Mn?* Pyruvat 5-10° 2-10*

1.8.2.4 Das kinetische Optimum der Enzymkatalyse

Einige Enzyme besitzen eine k.,/K),-Konstante von 3 - 10% st m! (Tabelle 12). In diesen
Fallen ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt fiir diesen Parameter, welches eine
apparente Konstante einer Reaktion 2. Ordnung ist, nahe an dem diffusionslimitierten
Zusammenstof3 von Enzym und Substrat. Da hier die Diffusion k.,/K), bestimmt, kann der
Wert von 10® bis 10° s M nicht iiberstiegen werden und er stellt somit den oberen

Grenzwert einer enzymkatalysierten Reaktion dar.

Diese Beschriankung gilt auch fiir Enzyme, die komplexere Reaktionswege, als die mit der
Michaelis-Menten-Gleichung beschriebenen, aufweisen. Ihre maximale Katalyse-
geschwindigkeit k., bei Substratsittigung hingt hier von mehreren Geschwindigkeits-
konstanten ab. Der entscheidende Parameter fiir diese Enzyme ist jedoch k../Ky,.
Tatsdchlich liegen die k../Ky-Konstanten der Enzyme Acetylcholinesterase,
Carboanhydratase und Triosephosphat-Isomerase zwischen 10° und 10° s M, was darauf
hindeutet, daf} sie ihr kinetisches Optimum unter physiologischen Bedingungen erreicht
haben.
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Tabelle 12: Enzyme mit k,/K,-Werten nahe an der diffusionslimitierten Assoziationsrate [Fersht,
1999].

Enzym Substrat K [S7] K, M] KoKy [s M]

Acetylcholinesterase Acetylcholin 1-10 9-10° 2-10°

Carboanhydrase Co, 1-10° 1-107 8- 107

HCO, 4-10° 3-102 2-10°

Crotonase Crotonyl-CoA 6-10° 2-10° 3-108

Katalase H,0, 410 1-10° 410’

Fumarase Fumarat 8-10° 5-10°% 2108

Malat 910 3-10° 4-10’

B-lactamase  Benzylpenicillin 2-10 2-10° 1-108

Triosephosphat- ~ Glycerinaldehyd- 4-10° 5-10" 2-10°
isomerase  3-Phosphat

Superoxiddismutase Superoxid - - 7-10°

Ihre Katalysegeschwindigkeit wird nur durch die Geschwindigkeit beschrinkt, mit der sie
in Losung ihrem Substrat begegnen. Jede weitere Erhohung der Katalysegeschwindigkeit
kann nur durch Senkung der Diffusionszeit erreicht werden. Tatsdchlich sind Enzyme eines
Stoffwechselweges manchmal zu Multienzymkomplexen zusammengefalit, so dafl das
Produkt eines Enzyms sehr rasch vom néchsten aufgegriffen werden kann. Die durch die
Diffusionsgeschwindigkeit in einer Losung gesetzte Beschriankung kann also teilweise
iberwunden werden, wenn Substrate und Produkte im begrenzten Raum eines

Multienzymkomplexes zusammengefaf3t sind [Stryer, 1996].






2 Fragestellung

2.1 Motivation

Die Formiatdehydrogenase (FDH) aus Candida boidinii wird zur in situ-Regenerierung des
Cofaktors NAD in der industriellen Biokatalyse eingesetzt [Kula & Wandrey, 1987; Liese
et al., 2000]. In dieser Arbeit sollten weitere Moglichkeiten untersucht werden, die FDH
fiir die Anwendung in der organischen Chemie zu optimieren, wie die vereinfachte
Herstellung des Katalysators (Produktion und Aufarbeitung), die Erhohung der
ProzeBstabilitit (Stabilititsuntersuchungen) und die Verbesserung der katalytischen
Aktivitit (Erhéhung der spezifischen Aktivitit) (Abbildung 14).

2.2 Produktion und Aufarbeitung

Fir Anwendungen in groBerem MaBstab sollte die FDH in ausreichenden Mengen
verfiigbar sein. Gegenwirtig wird die kommerziell erhéltliche NAD-abhidngige FDH
hauptsichlich mit Hilfe der Hefe Candida boidinii gewonnen [Weuster-Botz & Wandrey,
1995]. Zu diesem Verfahren existiert ein geeignetes Aufarbeitungsverfahren [Kroner et al.,
1982 a; Kroner et al., 1982 b; Cordes & Kula, 1986].

Die Expression rekombinanter Proteine in Escherichia coli ermdglicht oftmals eine sehr
viel hohere Produktivitit als die Herstellung in den Wildtyp-Stdmmen. Da die FDH aus
Candida boidinii zu Beginn dieser Arbeit rekombinant in Escherichia coli kloniert vorlag
[Slusarczyk, 1997; Slusarczyk et al., 2000], sollte eine Hochzelldichtekultivierung zur

Produktion mit anschlieBender Aufarbeitung entwickelt werden.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der Zielsetzungen dieser Dissertation.

2.3 Stabilitatsuntersuchungen

Fiir die Anwendung der Enzyme in technischen Verfahren ist es wichtig, da3 sie u.a. eine
hohe Stabilitit unter Proze8bedingungen, d.h., physiologisch uniiblichen Bedingungen, wie
hohe Temperaturen, extreme pH-Werte und der Anwesenheit von Detergentien,

organischen Losungsmitteln und Oxidantien, aufweisen.

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, da3 alle NAD-abhingigen FDHs durch Quecksilber-
und Kupferionen stark inhibiert bzw. inaktiviert werden. Als Ursache konnte die Oxidation
essentieller Sulthydryl-Gruppen in Frage kommen [Schiitte et al., 1976; Egorov et al.,
1979; Allais et al., 1983; Patel et al., 1983; Avilova et al., 1985, Izumi et al., 1989,
Tishkov et al., 1993 b; Tishkov et al., 1996]. Durch ortsspezifische Mutagenese wurden
die Cysteine der rekombinant in Escherichia coli vorliegenden FDH gezielt ausgetauscht,
um die Oxidationsempfindlichkeit des Wildtyps zu erniedrigen [Slusarczyk et al., 2000].

Ziel war es, die Stabilitdt, und hier besonders die Oxidationsstabilitdt der verschiedenen
Cystein-defizienten FDH-Muteine zu untersuchen, um den Inaktivierungsprozefl zu
verstechen und gezielt solche mit erhohter Stabilitit fiir die Cofaktor-Regenerierung

bereitstellen zu kOnnen.
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2.4 Erhéhung der spezifischen Aktivitat

Fir die in situ-Regenerierung von NAD/NADH und NADP/NADPH sind chemische
Verfahren, wie elektrochemische und photochemische beschrieben worden [Nakamura et
al., 1988; Ruppert & Steckhan, 1988; Fry et al., 1994]. Bei diesen Methoden wird der

Cofaktor oft unspezifisch regeneriert, die Katalysegeschwindigkeiten sind im allgemeinen
jedoch hoch.

Die FDH aus Candida boidinii besitzt, wie alle bisher bekannten NAD-abhédngigen FDHs
mit 6 U mg" eine relativ geringe katalytische Aktivitit. Dagegen sind NAD-abhingige
Dehydrogenasen mit wesentlich hoheren Wechselzahlen bekannt, wie z.B. die
Leucindehydrogenase aus Bacillus cereus mit 340 U mg" [Ansorge & Kula, 2000 a]. Ziel
sollte es nun sein, eine FDH mit hoherer katalytischer Aktivitit mittels der Methode der

gerichteten Evolution zu finden.






3 Produktion und

Aufarbeitung

3.1 Produktion

Zur Optimierung der Produktion der Formiatdehydrogenase (FDH) wurden insgesamt
sechs Hochzelldichtekultivierungen mit der Wildtyp-FDH, sowie den Cystein-defizienten
FDH-Muteinen durchgefiihrt. Die rekombinante Expression erfolgte in Escherichia coli
JM105 mit dem Vektor pBTac2-FDH. Da die FDH intrazelluldr in Escherichia coli
akkumuliert wird, ist die Produktivitit bzw. die Raum-Zeit-Ausbeute proportional zur
gebildeten Zellkonzentration. Zur Erzielung hoher Zelldichten im technischen Malstab
wurde ein Fed-Batch-Verfahren mit exponentieller Zufiitterung eingesetzt (Abbildung 15).
Wihrend der letzten drei Kultivierungen wurde eine neuartige Zufiitterungsstrategie

entwickelt.

3.1.1 Optimierung der Kultivierung
3.1.1.1 Zuflutterungsstrategien
3.1.1.1.1 Fed-Batch mit Beriicksichtigung des Verdliinnungsfaktors

Die zunichst angewendete Zuflitterungsstrategie ist eine vordefinierte Steuerung zum
C-Quellen-limitierten Wachstum auf einem semi-definierten Medium. Es wurde
exponentiell zugefiittert, um die Wachstumsrate u konstant und gleichzeitig unter dem
kritischen Wert u.,;s zu halten, mit dem Ziel, die Acetat-Bildung zu vermeiden [Korz et al.,
1994]. Die wachstumsinhibierende Saureproduktion, wie z.B. die Acetat-Bildung, stellt
eine Nebenreaktion durch unvollstindige Oxidation des Substrates bei Sauerstoff-

limitierung oder bei Substratiiberschul3 dar.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Entwicklung eines Kultivierungsverfahrens zur
rekombinanten Produktion der FDH in Escherichia coli.

Nach Verbrauch der Glucose im Batch-Medium wurde die Zufiitterung gestartet. Die
zunichst verwendete Regelstrategie beriicksichtigt die Volumenzunahme wihrend der
Zufitterungsphase durch die Feed-Losung, wobei die Bedingung u < uop mit
Uerie = 0,14 h! eingehalten werden mufite. Die Wachstumsrate ¢ betrug 0,12 h! und die
Erhaltungsstoffwechselkonstante m wurde vernachlédssigt. Damit kann die allgemeine

Massenbilanz formuliert werden
mg(t)=F() S, (), (8)

mit Berilicksichtigung, daB3 die Substratkonzentration in der Feed-Ldsung konstant ist,
ergibt sich

Fl\ YVxss

F()= L{Mm) V) X() ©)
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und durch die Vorgabe, da3 4 konstant sein soll, miissen die Zellen exponentiell wachsen

S Yx/s

F(t):i(MmJ X() () exol) (-1,)] 1)

Mit Einbeziehung der Volumenzunahme wihrend der Zufiitterungsphase

prF@%% (11)

kann der zeitabhdngige Verdiinnungsfaktor

u@ﬂ%+%%;®J (12)

mit der Bedingung
‘ltset <iLlL’Vil‘ (13)
berechnet werden.

Der Vorteil dieser Regelung liegt darin, dal die Volumenzunahme mit beriicksichtigt
werden kann und so eine konstante Wachstumsrate liber den gesamte Verlauf der
Zufitterungsphase moglich ist, d.h., die zeitabhingige Wachstumsrate u(f) steigt um

ca. 20% gegentiber y.,, um die Volumenzunahme kompensieren zu konnen.

3.1.1.1.2 Fed-Batch ohne Berlcksichtigung des Verdiinnungsfaktors

Die Regelstrategie mit Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors wurde nach den ersten
beiden Kultivierungen gedndert, da mit ihr folgende Schwierigkeiten verbunden waren:
Erstens, das aktuelle Fliissigkeitsvolumen wurde aus der theoretisch zugefiitterten Menge
berechnet, da das tatsdchliche Volumen nicht gemessen werden konnte. D.h., ein

verdndertes Zupumpen konnte nicht beriicksichtigt werden, genausowenig wie die
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Volumeninderung durch die Korrekturmittel Sdure bzw. Base. Zweitens, die konstante
Wachstumsrate u bereitete gegen Ende der Zellkultivierung zunehmend Probleme, da der
Sauerstoffbedarf mit steigender Zelldichte steigt und infolgedessen die gewiinschte

Sauerstoffséttigung von 30% nicht mehr eingehalten werden konnte.

Um diese Probleme zu beseitigen, wurde der Term der zeitabhingigen Zunahme der
Wachstumsrate nach Gleichung 12 entfernt. Dies hat zur Folge, dall die tatséchliche
Wachstumsrate 4 durch Volumenzunahme wéhrend der Kultivierung kontinuierlich um
ca. 20% abnimmt. Dies ist von Vorteil, da die Zellen ldngere Zeit aufgrund der
kontinuierlich sinkenden Wachstumsrate mit Sauerstoff versorgt werden koénnen.
Nachteilig ist, da die ProzeBzeit um einige Stunden ansteigt. Es wurde mit folgender

vereinfachter Strategie zugefiittert:

- <r>:(i+mJ X0) 10,) exolu (—1,)] a9

3.1.1.1.3 Neuentwickeltes Verfahren: Simulated Fed-Batch

Zur Vereinfachung der Produktion der FDH wurde eine neuartige Zufiitterungsstrategie
entwickelt, bei der die Batch-Phase simuliert wird und die Zellen nach Verbrauch der

Glucose automatisch in die Fed-Batch-Phase iibergehen.

Hierzu wird die Zufiitterung bei dieser Methode schon mit der Inokulation gestartet, d.h.,
die Batch-Phase wird bei diesem Verfahren simuliert (Simulated Fed-Batch), mit dem
Vorteil, dall das Ende der Batch-Phase nicht durch den Nachweis des Glucose-Verbrauchs
festgestellt werden mufl und nicht, wie sonst {iblich, die Zufiitterung angeschaltet werden

mubf.

Ziel ist es, die Batch-Phase zur schnellen Zellproduktion simulieren zu kdnnen. Deshalb
wird innerhalb der normalen Dauer der Batch-Phase (ca. 8 h) genausoviel Glucose
zugepumpt, wie normalerweise im Batch-Medium vorgelegt wird. Im normalen Fed-Batch
lag die Glucose im Batch-Medium in einer Konzentration von 6 g I' vor. Im Simulated
Fed-Batch wurden dagegen im Batch-Medium nur 2 g ' Glucose vorgelegt und die
restlichen 4 g 1" innerhalb der Batch-Phase, d.h., iiber 8 Stunden zugepumpt. Hierbei
handelt es sich um die normale Fed-Batch-Zufiitterungsstrategie, d.h., die Wachstumsrate

wurde konstant auf 0,12 h™' gehalten.
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Wenn das Batch-Medium im Simulated Fed-Batch mit Zellen angeimpft wird, liegt mit
2 g I'" genug Glucose vor, das sie mit 4 = u,. wachsen kénnen, bis die Zellen nach
ca. 8 Stunden in einer so hohen Zelldichte vorliegen, dafl sie mehr Glucose aufnehmen
konnten, als zugefiittert wird, d.h. die Zellen verstoffwechseln die Glucose ab diesem
Zeitpunkt so schnell, daB3 keine Glucose mehr nachweisbar ist. Jetzt beginnt die eigentliche

Zufiitterungsphase, denn die Zellen kénnen nur noch mit u = ., wachsen.

In der Batch-Phase konnen die Zellen aufgrund des Glucose-Uberschusses mit der

maximalen Wachstumsrate wachsen, d.h.,
‘u = ‘umax * (15)

Wenn die Glucose in der simulierten Batch-Phase verbraucht ist, konnen die Zellen nur

noch mit der Wachstumsrate u wachsen, d.h.,
ms<r>:(i+m] X00) V) exoli (1) a6

mit der Bedingung

:Ll<ucri[' (17)

Es konnte gezeigt werden, dafl der Verlauf der Zellkultivierung mit dieser simulierten
Batch-Phase identisch mit dem eines normalen Fed-Batches ist (Abbildung 16). Als
Vergleichskriterium sind die Riihrerdrehzahlen einer normalen Fed-Batch-Kultivierung
und einer Kultivierung mit dem Simulated Fed-Batch dargestellt. Da der pO, konstant auf
30% mit Hilfe der Riihrerdrehzahl geregelt wurde, kann anhand der Riihrerdrehzahl der
Sauerstoffverbrauch und damit das Zellwachstum verglichen werden. Bei ca. 8 Stunden
ProzeB3zeit war die Glucose verbraucht und die Zufiitterung wurde beim herkdmmlichen
Fed-Batch-Verfahren gestartet. Nach ca. 20 Stunden haben die Zellen die stationédre Phase
erreicht. Das gleiche Bild zeigt sich beim Simulated Fed-Batch, nur daf hier die

Zufiitterung bereits bei der Inokulation gestartet wurde.
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Abbildung 16: Vergleich des klassischen Fed-Batchs mit dem Simulated Fed-Batch. Die Batch-Phase
dauert bis ca. 9 Stunden ProzelRzeit, ab diesem Zeitpunkt war keine Glucose mehr nachweisbar. Ab
ca. 20 Stunden ProzeRzeit befinden sich die Zellen im Steady-State. Zu erkennen ist, dalR beide
Kultivierungsverlaufe nahezu identisch sind. Klassischer Fed-Batch mit Produktion von WT-FDH (rot),
Simulated Fed-Batch mit Produktion von C23S-FDH (blau).

3.1.1.2 Sauerstoffeintrag

Um den Sauerstoffeintrag in den Fermenter sicherzustellen, wurde eine pO,-Regelsequenz
programmiert (Tabelle 13). Der Sollwert von 30% Sauerstoffsittigung wurde mit Hilfe der
RegelgroBen Riihrerdrehzahl und Beliiftungsrate und Uberdruck eingestellt.

Tabelle 13: Entwickelte Regelungssequenz. Stirrer (Ruhrerdrehzahl [min™]), Flow (Begasungsrate
[l min™), Pressure (Uberdruck [bar]), Ist-Wert (*.v), Soll-Wert (*.sp), Schrittweite (*.la).

Beschreibung Programmierung

Regelalgorithmus IF(p02.v<p02.sp){Stirrer.sp=Stirrer.sp*(100+p02.1a*(p02.sp-p02.v)/10)/100}
IF(p02.v>p02.bv){Stirrer.sp=Stirrer.sp*(100-p02.1a* (p02.v-p02.sp)/10)/100}

Regelbereich des IF(Stirrer.sp<25){Stirrer.sp=25}
Riihrers IF(Stirrer.sp>1250){Stirrer.sp=1250}
Regelung der Flow.sp=50*Stirrer.sp/1250
Begasungsrate
Regelung des Pressure.sp=1.5*Stirrer.sp/1250

Uberdrucks




3. Produktion und Aufarbeitung 51

60,00
2,000

=
=
=
=

2
1
Fbw I n
Pressure bar
1

0,0
0,00
-0,100

061939 062339 070339 070739 071139 071539 071939 072339 080339 080739

Abbildung 17: Regelung der Sauerstoffsattigung auf 30% iber die gesamte ProzeRzeit. Durch das
diskontinuierliche Zupumpen der Feed-Lésung oszilliert die Sauerstoffkonzentration im Steady-State,
da die Zellen die Glucose sehr schnell verstoffwechseln. Es wurde die C23S/C262A-FDH produziert.
p0, (schwarz); Beliiftungsrate (rot); Rihrerdrehzahl (griin); Druck (blau).

Mit dieser relativ einfachen Regelsequenz lieB sich der Soll-Wert unter allen
Kultivierungsbedingungen schnell einstellen (Abbildung 17). Es ist zu erkennen, daf3 die
Sauerstoffsittigung durch die Regelung der Beliiftungsrate, Riihrerdrehzahl und Uberdruck
konstant gehalten werden konnte. Im exponentiellen Anstieg der Regelgroflen
Beliiftungsrate, Riihrerdrehzahl und Uberdruck spiegelt sich das exponentielle Wachstum
der Zellen wieder.

Problematisch erwies sich anfangs der unzureichende Sauerstoffeintrag in den Fermenter.
Ab einer ODggp > 160 konnte eine 30%ige Sauerstoffsittigung nicht mehr gewéhrleistet
werden und der Soll-Wert mufite auf 20% abgesenkt werden. Selbst die 20%ige
Sauerstoffsittigung konnte nach einer Stunde nicht mehr eingehalten werden, so daf3 die
Zellkultivierung abgebrochen werden mufite. Um den Sauerstoffeintrag zu erhéhen, wurde
die Anordnung der Riihrer verdndert, d.h., die Riihrerblétter wurden abgesenkt, um besser
in das Medium eintauchen zu konnen. Des weiteren wurde die Zufiitterungsstrategie
gedndert, indem der Verdiinnungsfaktor nach Gleichung 12 nicht mehr beriicksichtigt

wurde.
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3.1.1.3 Optimierung der IPTG-Induktion

Um den relativ teuren Induktor Isopropyl-B-D-thiogalaktosid (IPTG) optimal einsetzen zu
konnen, wurde der EinfluB der IPTG-Konzentration in Abhédngigkeit von der FDH-
Bildungsrate untersucht. Hierzu wurde die Zunahme der Aktivitdt im Rohextrakt nach der
Induktion verfolgt. Bei einer optischen Dichte von ODgy = 60 wurde induziert, hier
befindet sich das System im Gleichgewicht (Abbildung 17). Vor der Induktion ist keine
FDH-Aktivitdt zu messen, erst nach Induktion steigt die Volumenaktivitit linear an
(Abbildung 18).

Die Induktion wurde mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen durchgefiihrt und ein
Optimum der FDH-Bildungsrate bei 1 mM IPTG gefunden (Abbildung 19). Mit
zunehmender Induktorkonzentration steigt die FDH-Bildungsrate zunéchst an und fillt bei

hoheren Konzentrationen wieder ab.

Es wurde versucht, die Produktbildungsrate durch eine zweite IPTG-Induktion 3 Stunden
nach der ersten Induktion, weiter zu steigern. Diese zweite IPTG-Induktion zeigte
allerdings keinen Effekt (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Zunahme der FDH-Aktivitdt nach Induktion. Es wurde bei 36 Stunden Prozelzeit
induziert. Aus dem linearen Anstieg kann die FDH-Bildungsrate bestimmt werden.
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Abbildung 19: FDH-Bildungsrate in Abhangigkeit von der IPTG-Konzentration. Die Induktion erfolgte bei
einer optischen Dichte von 0Dy, = 60 — 70.

3.1.1.4 Abbruchkriterium der Hochzelldichtekultivierung

Bei den optimierten Hochzelldichtekultivierungen trat ab einer optischen Dichte von
ODgpp > 200 Schaumbildung auf. Die Schaumbildung lie sich auch durch Zugabe von
Antischaum nur kurzzeitig verhindern und war letztendlich das Abbruchkriterium der

Kultivierung, da der Schaum den Abluftfilter des Fermenters zuzusetzen drohte.

3.1.2 Ergebnisse der Optimierung
3.1.2.1 Einflul3 der IPTG-Induktion auf die Wachstumsrate

Nach der IPTG-Induktion erniedrigte sich die Wachstumsrate u, d.h.,, die Zellen
verwendeten nicht mehr das gesamte Substrat fiir den Bau- und Erhaltungsstoffwechsel,
sondern ein gewisser Anteil wurde fiir die Expression der FDH benétigt (Abbildung 20).
Vor Induktion wuchsen die Zellen mit 0,12 h'l, wie es durch die Fed-Batch-Strategie
vorgegeben worden ist. Nach Induktion erniedrigte sich die Wachstumsrate auf 0,08 h™.
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Abbildung 20: Emiedrigung der Wachstumsrate nach Induktion. Nach Induktion bei 21,5 h ProzeRzeit
erniedrigte sich die Wachstumsrate von 0,12 h™ auf 0,08 h'".

3.1.2.2 Produktbildungsrate

Nach der Induktion mit IPTG bei einer optischen Dichte von ODgy = 60 stieg die FDH-
Konzentration ca. 7 Stunden linear an. Danach verlangsamte sich die Bildungsrate, blieb
aber auch weiterhin konstant (Abbildung 21).

Es ist anzunehmen, da3 7 Stunden nach Induktion essentielle Bestandteile im
Kultivierungsmedium verbraucht waren, d.h., eine Limitierung konnte die Ursache fiir die

erniedrigte Produktbildungsrate sein.

Die spezifische Aktivitdt dagegen stieg zundchst linear an, blieb dann aber gegen Ende der
Kultivierung konstant bei ca. 0,9 — 1 U mg™, d.h., die FDH wird am Ende der Kultivierung
zu 15% des Gesamtproteins exprimiert (Abbildung 22).
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Abbildung 21: Zunahme der FDH-Bildung. Die Induktion erfolgte bei 21,5 h ProzelRzeit. Die Bildungsrate
ist nach Induktion konstant, erniedrigte sich aber nach ca. 7 Stunden nach Induktion, blieb aber

weiterhin konstant.
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Abbildung 22: Zunahme der spezifischen FDH-Aktivitdat wahrend der Kultivierung. Die Induktion
erfolgte bei 21,5 h ProzeRzeit.
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Tabelle 14: Ergebnisse der sechs Hochzelldichtekultivierungen. Biofeuchtmasse (WCW),
Trockenzellmasse (DCW).

FDH ProzeRzeit ODgo0 WCW DCW spez. Akt. Aktivitat

[h] -] [g ] [gI] [Umg"] [U]
His, 42 163 324 65 04 100.000
23S 37 178 348 70 0.8 280.000
WT 35 193 340 76 08 360.000
C23S/C262A 37 204 381 75 1,0 440.000
C235/C262V 36 203 381 84 0.8 520.000
C262V 4 209 443 90 09 570.000

3.1.2.3 Automatisierung

Nach Ende der Optimierung der Hochzelldichtekultivierung konnte die rekombinante
Produktion der FDH nach Inokulation vollstindig automatisiert betrieben werden. Allein,
die IPTG-Induktion muflte noch von Hand durchgefiihrt werden.

3.1.2.4 Ubersicht Uiber die Kultivierungsergebnisse

Die Ausbeuten lagen bei den sechs Zellkultivierungen zwischen 100.000 und 570.000 U
mit einer maximalen Trockenzellmassekonzentration von 90 g I (Tabelle 14). Diese
Unterschiede sind damit zu erkldren, daB bei den einzelnen Kultivierungen die
Bedingungen gedndert wurden, um die rekombinante Produktion der FDH mittels

Hochzelldichtekultivierung optimieren zu kdnnen.

Nach Optimierung der Kultivierungsbedingungen konnte eine Raum-Zeit-Ausbeute von
1.600 U I'" h™! erzielt werden. Dies entspricht einer FDH-Konzentration von 6,0 g "',
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3.2 Aufarbeitung

3.2.1 Adaptierung des bestehenden Verfahrens

Mit dem bestehenden Verfahren zur FDH-Aufarbeitung [Kroner et al., 1982 a; Kroner et
al., 1982 b; Weuster-Botz et al., 1994, Gieren], welches urspriinglich zur Aufarbeitung der
mittels der Hefe Candida boidinii gewonnen FDH entwickelt worden war, konnte auch die
mit Hilfe der Hochzelldichtekultivierung gewonnene rekombinante Candida boidinii-FDH

aus Escherichia coli aufgereinigt werden.

Um die Aufarbeitung zu vereinfachen und zu verbessern, sollte nun das bestehende
Candida  boidinii-Verfahren an  die  Erfordernisse der mit Hilfe der
Hochzelldichtekultivierung gewonnenen rekombinanten Candida boidinii-FDH aus
Escherichia coli angepalit werden (Abbildung 23).

Das urspriingliche Candida boidinii-Verfahren sah nach Zellaufschlu die
Grundoperationen Hitzedenaturierung, Extraktionen und Chromatographie vor. Zur
Adaptierung wurde das Protokoll in so fern verdndert, als dafl keine Hitzedenaturierung
mehr durchgefiihrt wurde, da bei diesem Schritt kein Reinigungseffekt bei der rekombinant
gewonnen FDH erzielt werden kann und die Inaktivierung von Proteasen nicht notwendig
ist. Damit konnte auch auf die Zugabe von Na-Formiat verzichtet werden. Des weiteren

wurde bei der Anionenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose FF nach dem

Aufarbeitung

Aufarbeitung der
rekombinanten FDH im
technischen Mal3stab

\_ J
. N _ N O .
Aufarbeitung | Aufarbeitung Il Aufarbeitung Ill
Candida boidinii-Verfahren | | Adaptiertes Entwicklung eines neuen
Candida boidinii-Verfahren Verfahrens
\_ /NG NG J

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Entwicklung eines Verfahrens zur Aufarbeitung der
rekombinanten FDH, gewonnen mittels Hochzelldichtekultivierung. Einerseits wurde das bestehende
Candida boidinii-Verfahren adaptiert, andererseits wurde ein neues Verfahren erarbeitet.
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Tabelle 15: Schematische Darstellung des Candida boidinii-Verfahrens [Gieren] im Vergleich zum
adaptierten Verfahren zur Aufreiningung der rekombinanten FDH aus Escherichia coll.

Grundoperationen  Candida boidinii-Verfahren Adaptiertes Verfahren
ZellaufschluR Mechanisch mit Mechanisch mit
Kugelmiihle/Homogenisator Kugelmiihle/Homogenisator
Proteinreinigung Hitzedenaturierung
Zellabtrennung 2-Phasen-System 2-Phasen-System
Abtrennung des PEGs 2-Phasen-System 2-Phasen-System
Abtrennung des PEGs Ultrafiltration Ultrafiltration
Proteinreinigung Chromatographie verbesserte Chromatographie
Volumenreduktion Ultrafiltration Ultrafiltration

Durchlauf anstatt mit 150 mM NaCl, wie im Candida boidinii-Verfahrens beschrieben,
zuerst mit 60 mM NaCl gewaschen und anschlieBend mit 120 mM NacCl eluiert (Tabelle
15).

Diese Anderungen fiihrten einerseits zu einer vereinfachten Aufarbeitung, da der
Hitzedenaturierungsschritt nicht mehr notwendig ist und andererseits zu einem grof3eren
Reinigungseffekt, statt 2 — 3 U mg™, dies entspricht einer Reinheit von 30 — 50%, konnten
nun3—-4U mg'1 mit einer Reinheit von 60 — 80% erzielt werden (Tabelle 16).

Tabelle 16: Aufreinigungstabelle des Candida boidinii-Verfahrens [Gieren] und des adaptieren
Verfahrens. Bei beiden Fallen wurde die rekombinante C23S/C262A-FDH aufgereinigt.

Candida boidinii-Verfahren adaptiertes Verfahren

Operation ~ Aktivitdit ~ spez. Akt.  Ausbeute Aktivitdt  spez. Akt.  Ausbeute

[U] [Umg”] [%] [U] [Umg”] [%]

ZellaufschluR ~ 104.000 0.5 100 65.000 1.1 100
Hitzedenaturierung ~ 106.000 0.5 101

1. Phasen-System 87.000 0.4 83 51.000 11 79

2. Phasen-System 87.000 0.6 84 50.000 1.3 77

Anionenaustauscher  81.000 2.8 78 42.000 4, 64

Glycerin-Stock ~ 72.000 2,5 69 40.000 4,2 62
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Tabelle 17: Schematischer Vergleich des Candida boidinii-, des adaptierten und des neuentwickelten
Verfahrens zur Aufarbeitung der rekombinanten FDH aus Escherichia coli.

Operation  Candida boidinii- adaptiertes neues
Verfahren Verfahren Verfahren
Zellaufschiul Mechanisch mit Mechanisch mit PEG-Aufschluf}
Kugelmiihle/ Kugelmiihle/
Homogenisator Homogenisator

Proteinreinigung Hitzedenaturierung

Zellabtrennung 2-Phasen-System 2-Phasen-System 2-Phasen-System
Abtrennung des PEGs 2-Phasen-System 2-Phasen-System
Abtrennung des PEGs Ultrafiltration Ultrafiltration
Proteinreinigung Chromatographie verbesserte Chromatogr. PEG-Féllung
Volumenreduktion Ultrafiltration Ultrafiltration

3.2.2 Entwicklung eines neuen Verfahrens

Um die Aufarbeitung weiter zu vereinfachen und kostengiinstiger zu gestalten, wurde ein
neues Verfahren entwickelt, welches im Vergleich zum adaptierten Verfahren weitere
Vorteile aufweist. Erstens, hier entfillt die Separation der Zellen, es wird aus diesem
Grunde kein Separator benétigt, zweitens, die Zellen werden nicht mehr mechanisch
aufgeschlossen, d.h., es wird keine Kugelmiihle bzw. Homogenisator benétigt und drittens,
die Chromatographie- und die Ultrafiltrationsschritte entfallen (Tabelle 17). Die
Chromatographie- und die Ultrafiltrationsschritte stellen den zeitaufwendigsten Teil der

bestehenden Aufarbeitungsverfahren (Candida boidinii- und adaptiertes Verfahren) dar.

3.2.2.1 Zellaufschluf3: PEG-AufschluR

Untersuchungen zeigten, daB3 die Zellyse mit Lysozym prinzipiell eine geeignete Methode,
um Zellen aufzuschlieBen, darstellen konnte. Die durch den ZellaufschluBl freigesetzte
DNA fiihrte allerdings dazu, daB3 die Zellsuspension einen gelartigen Zustand annahm. Um
dies zu vermeiden, wurde 30% PEG 400 vor Zugabe des Lysozyms zugegeben. Das
PEG 400 beeintrichtigt den enzymatischen Zellaufschluf nicht, verhindert aber das
Gelieren. Da PEG 400 nach dem Zellaufschluf fiir das 2-Phasen-System ohnehin
zugegeben wird, ist das Lysozym/PEG 400-Aufschlulverfahren mit den nachfolgenden
Aufreinigungsschritten kompatibel (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 24: Vergleich der AufschluBgeschwindigkeit der Escherichia coli JM105-Zellen durch
PEG 400 in Abhdngigkeit des Biofeuchtmasse-Anteils beim PEG-Aufschlu® bei 37°C. Es wurde
30% (w/w) PEG 400 zu der Zellsuspension gegeben. Kontrolle, keine PEG 400-Zugabe (1); 20, 30, 40,
50% Biofeuchtmasse, von oben nach unten (2).

Uberraschenderweise zeigten weitere Untersuchungen, da3 die Zellen schon alleine durch
PEG 400 bei 37°C vollstindig innerhalb von zwei Stunden aufgeschlossen werden kdnnen
(Abbildung 24). Die AufschluBgeschwindigkeit ist dabei nicht von der

Biomassekonzentration in der AufschluBBlésung abhingig.

Dariiber hinaus kann der PEG 400-AufschluB im Vergleich zum Ultraschall- und
Kugelmiihlenaufschluf3 die Zellen effektiver aufschliefen, so daB eine ca. 20% hohere
Volumenaktivitit nach Zellaufschlul gemessen werden kann (Abbildung 25). In
Vorversuchen konnte kein Unterschied bei der Ausbeute zwischen Kugelmiihlen- und

UltraschallaufschluB festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Die AufschluBBsuspension setzt sich aus der Zellsuspension und PEG 400 zusammen
(Tabelle 18). Der Grund, weshalb PEG 400 Zellen aufzuschlieBen vermag, ist noch nicht
geklart. Eine mogliche Erklarung ist, dal das PEG durch Bildung einer Hydrathiille
Wasser an sich bindet und so den osmotischen Druck extrem erhoht, was zu einer
Deplasmolyse der Zellen fiihrt [Meury, 1994].
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Abbildung 25: PEG 400- und UltraschallaufschluR von Escherichia coli JM105-Zellen im Vergleich. Der
Verdinnungsfaktor, hervorgerufen durch die PEG 400-Zugabe beim PEG-Aufschlu, ist bei der
Darstellung der MeRergebnisse beriicksichtigt. PEG-Aufschluf (1), UltraschallaufschiuR (2).

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ist die Permeabilisierung der Zellmembran durch das
PEG 400. Hitzedenaturiertes T4-Lysozym besitzt keine Muramidaseaktivitit mehr,
trotzdem weist es noch antibakterielle Wirkung auf. Dies wird auf den amphipathischen
C-Terminus des T4-Lysozyms, der eine Helix ausbildet, zuriickgefiihrt. Diese Helix kann
die Zellmembranen von Bakterien, Pilzen und Pflanzen schéddigen [Diiring et al., 1999].
Auch PEG 400 bildet eine amphiphatische Helix mit seinen alternierenden Ethylen-
Sauerstoff-Einheiten aus. Mdoglicherweise konnen diese PEG-Helices in die Zellmembran

eindringen und sie permeabilisieren.

Tabelle 18: Zusammensetzung der PEG-AufschluRlosung. Die Angaben in den Klammern stellen die
Anteile fir das folgende 2-Phasen-System dar (Tabelle 19). Die Zellsuspension stammt aus der
Hochzelldichtekultivierung.

Zusammensetzung Anteil [%] (w/w)

Zellsuspension 70 (43)
PEG 400 30 (18)
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Abbildung 26: Dargestellt ist der letzte Schritt der Optimierung des neuen Phasen-Systems. Die FDH-
Ausbeute in der Oberphase ist in Abhéngigkeit von der NaCl-Konzentration aufgetragen. Das Phasen-
System ist flir eine Trennung bei einer Temperatur von 20°C optimiert.

3.2.2.2 Extraktion: PEG-Phasen-System

Nach dem Zellaufschlu durch PEG 400 sollte die Zellabtrennung mit Hilfe eines
Polymer/Salz-Phasen-Systems (PEG 400/K,HPO,) erfolgen. Dazu war es nun notwendig,
die Zusammensetzung des bestehenden 2-Phasen-Systems auf die neuen Bedingungen zu
optimieren (Daten nicht gezeigt). Bei dem neuen Phasen-System wurde dariiber hinaus
Na-Formiat durch NaCl ersetzt, da bei diesem Verfahren kein Hitzedenaturierungsschritt
vorgesehen ist (Abbildung 26).

Die Zusammensetzung des bisherigen und des neuentwickelten 2-Phasen-Systems sind in
Tabelle 19 dargestellt. Nach ca. 2 Stunden hat sich das Phasen-System vollstindig
getrennt, bei 20°C konnte im Labormalstab eine Ausbeute von 89% erzielt werden (Daten

nicht gezeigt).

3.2.2.3 Fallung: PEG-Fallung

Als Reinigungs- und Konzentrierungsschritt wurde anschlieBend eine PEG-Féllung
etabliert. Dazu wird die Oberphase des Phasen-Systems abgenommen und ein
PEG 6000/Wasser-Gemisch zugegeben. Die FDH fallt aus und das sedimentierte Prézipitat

kann abgenommen werden (Abbildung 27).
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Tabelle 19: Vergleich der Zusammensetzung des bei der Extraktion der FDH aus Candida boidinii
eingesetzten 2-Phasen-Systems [Gieren] und des neuentwickelten 2-Phasen-Systems. Anteile aus
PEG-Aufschlu® (*) (Tabelle 18). Die Zellsuspension stammt aus der Hochzelldichtekultivierung.

Anteil [%] (w/w)

Zusammensetzung  Candida boidinii-2-Ph.-System neues 2-Phasen-System

Zellsuspension 40 43*
PEG 400 18 18*

H,0 18,7 21

K;HPO, 6 5

PEG 1550 / /

Na-Formiat 10
NaCl 03 6

Die PEG 6000-Konzentration wurde mit 20% so gewéhlt, da die FDH vollstindig
prézipitiert, Fremdproteine aber moglichst in Losung bleiben (Tabelle 20). Nach diesem
Reinigungsschritt liegt die FDH als gefilltes Protein mit einer spezifischen Aktivitidt von
ca. 2,5 U mg” vor. Dies entspricht ca. 40% reinem Enzym. Mit dem bisherigen Candida
boidinii-Verfahren wurde der gleiche Reinheitsgrad erzielt [Gieren].
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Abbildung 27: Optimierung der Fallung der FDH aus der Oberphase des 2-Phasen-Systems mit
PEG 6000. Gefalltes Protein (1), Oberphase (2).
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Tabelle 20: Zusammensetzung des PEG-Fallungssystems.

Zusammensetzung Anteil [%] (w/w)
Oberphase des 2-Phasen-Systems 70
H,0 10
PEG 6000 20

Die Wasserzugabe dient nicht allein dem Losen des PEG 6000. Wenn es nicht zugegeben
wird, bildet sich ein 2-Phasen-System aus und das Protein 16st sich zum Teil in der
Unterphase. Nach 2 — 3 Stunden ist das gefillte Protein sedimentiert und die Ausbeute
betrdgt > 95% (Daten nicht gezeigt). Das Volumen des gefillten Proteins kann durch
Zentrifugation weiter verringert werden.

3.2.2.4 Lagerung

Die gefillte FDH kann ohne weitere Behandlung und ohne Aktivititsverlust eingefroren
werden. Des weiteren kann die gefillte FDH nach Zugabe von Wasser lyophilisiert

werden. Dabei treten Aktivititsverluste von ca. 10% auf.

3.2.2.5 Ausbeuten bei Aufarbeitung im halbtechnischen Mal3stab

Die Ausbeute im neuentwickelten Aufarbeitungsverfahren im halbtechnischen Malistab
liegt bei 62% (Tabelle 21). Die groBten Verluste ergaben sich beim 2-Phasen-System. Dies
kann auf die erhohte Temperatur von 25°C wéhrend der Aufarbeitung zuriickgefiihrt
werden. Das 2-Phasen-System wurde fiir 20°C optimiert. Die FDH kann mit einer
spezifische Aktivitidt von 2,5 U mg" nach der Fillung erhalten werden, dies entspricht
einer Reinheit von 40%.

Tabelle 21: Aufreinigungstabelle des neuentwickelten Aufarbeitungsverfahrens. Es wurde die
rekombinante C23S/F285S-FDH aus Escherichia coli aufgearbeitet.

Operation Aktivitat spez. Aktivitat Ausbeute
[U] [Umg"] [%]
PEG-AufschluR 148.000 05 100
Phasen-System 73.000 ] 61

PEG-Fallung 75.000 2,5 62
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3.3 Diskussion
3.3.1 Produktion

Die Produktion von Proteinen mit Hilfe von rekombinanten Escherichia coli-Stimmen
weist einige Vorteile gegeniiber den Wildtyp-Stdammen auf. Infolgedessen wurde die
rekombinante Produktion der FDH in Escherichia coli JM105 und vorhandenen pBTac2-
FDH-Plasmiden [Slusarczyk, 1997] mit einem Fed-Batch-Verfahren durchgefiihrt. Hierzu
wurde im Vergleich zu den bisher beschriebenen Verfahren [Korz ef al., 1994] eine neue
Zufiitterungsstrategie entwickelt. Hier wird die Zufiitterung mit der Inokulation gestartet
und die Zellen gelangen nach Verbrauch der C-Quelle automatisch in den Steady-State der

eigentlichen Zufiitterungsphase des Fed-Batches.

Im Vergleich zum bisherigen Verfahren zur Produktion der FDH mit Hilfe der Hefe
Candida boidinii mit einer Raum-Zeit-Ausbeute an FDH von 150 U "' h™! [Weuster-Botz
& Wandrey, 1995] zeichnet sich die entwickelte Hochzelldichtekultivierung durch eine
hohe Raum-Zeit-Ausbeute an FDH von 1.600 U 1! h' aus. Die entwickelte
Hochzelldichtekultivierung besitzt damit im Vergleich zum bisherigen Verfahren eine um
1.100% gesteigerte Produktivitit.

Die Produktivitit des entwickelten Verfahrens in bezug auf die Produktion an
rekombinantem Protein liegt mit 6,0 g 1" im Bereich der produktivsten bisher
beschriebenen Verfahren (Tabelle 6).

Mit dem verwendeten Plasmid pBTac2 und dem Wirtsorganismus Escherichia coli IM105
konnte eine FDH-Expression von 15% an 16slichem Gesamtprotein erzielt werden. Jedoch
konnen Expressionen von > 50% an l0slichem Gesamtprotein erzielt werden [Ansorge &
Kula, 2000 b]. Sollte es moglich sein, die Expression weiter zu verbessern, konnte eine
nochmalige Steigerung der Raum-Zeit-Ausbeute bzw. der Produktivitit verwirklicht

werden.

3.3.2 Aufarbeitung

Fiir die Aufarbeitung der NAD-abhidngigen FDH aus der Hefe Candida boidinii sind
mittlerweile zahlreiche Verfahren beschrieben worden [Gieren; Cordes & Kula, 1986;
Walsdorf et al., 1990; Cordes & Kula, 1994; Labrou, 2000].

Ein Verfahren stellt die wéBrige 2-Phasen-Extraktion dar (Reinheit: 30 — 50%, Ausbeute:
75%) [Kroner et al., 1982 a; Kroner et al., 1982 b; Weuster-Botz et al., 1994]. Mit diesem
Verfahren konnte auch die rekombinante Candida boidinii-FDH aus Escherichia coli

aufgearbeitet werden (Tabelle 16), jedoch ist dieses Protokoll urspriinglich fiir die
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Aufarbeitung aus der Hefe Candida boidinii entwickelt worden. Deshalb wurde es an die
Erfordernisse der Aufarbeitung aus Escherichia coli adaptiert. Dabei konnten
Vereinfachungen bzw. Verbesserungen verwirklicht werden. Zum einen konnte auf die
Hitzedenaturierung verzichtet werden, zum anderen mit dem Chromatographieschritt ein
hoherer Reinheitsgrad erzielt werden; anstatt einer Reinheit von 30 — 50% mit dem
Candida boidinii-Verfahren wurde nun eine Reinheit von 60 — 80% mit einer Ausbeute

von 70% mit dem adaptierten Protokoll erreicht.

Dariiber hinaus wurde ein neues Verfahren entwickelt, welches sich durch weitere
Vereinfachungen in der Aufarbeitung auszeichnet. Die Zellen werden mit PEG 400
aufgeschlossen, die Zelltrimmer mit einem PEG/Salz-Phasen-System abgetrennt und die
FDH in einer PEG-Féllung gereinigt. Nach dieser Aufarbeitung lag die FDH mit einer

Reinheit von 30 — 40% vor und es konnten Ausbeuten von 62% erzielt werden.

Das adaptierte Verfahren liefert im Vergleich zum neuentwickelten Verfahren eine hohere
Reinheit bei vergleichbarer Ausbeute. Im kleineren Malistab stellt es deshalb das
geeignetere Verfahren zur Aufreinigung der FDH dar. Fir die Aufreinigung im
technischen MafBstab ist allerdings das neuentwickelte Verfahren zu bevorzugen, da die
zeitaufwendigen Schritte, wie mechanischer ZellaufschluBl, Ultrafiltration und
Chromatographie entfallen und die erzielbare Reinheit fiir technische Prozesse ausreichend
ist. Dartiiber hinaus kann auf den Einsatz der Gerdte Homogenisator bzw. Kugelmiihle und

Separator verzichtet werden.

Fiir die Aufreinigung der rekombinanten Candida boidinii-FDH aus Escherichia coli ist
am Institut fiir Enzymtechnologie, Diisseldorf, ein weiteres Verfahren entwickelt worden
[Reichert et al., 2001]. Mit diesem Verfahren kann die rekombinante FDH mittels
Affinititschromatographie im FlieBbett aufgereinigt werden. Dabei wird nach
Zellaufschlu3 die Suspension iiber ein FlieBbett gegeben, die FDH bindet an ein Pseudo-
Analogon zum Cofaktor NAD, Procion Red HE-3B, und kann anschlieBend mit NAD
eluiert werden. Im AnschluB daran wird eine Anionenaustauschchromatographie
durchgefiihrt (Reinheit: > 95%, Ausbeute: 75%). Von Nachteil bei diesem Verfahren ist,
daB3 es zwei Chromatographieschritte bendtigt und deshalb ein groB3er technischer Aufwand
erforderlich ist. Des weiteren besitzt das Affinitdtschromatographiematerial nur eine
geringe Kapazitit fiir die FDH, so daB3 zur Aufreinigung im technischen Mal3stab entweder

viel Adsorbenz oder mehrere Sdulenlédufe bendtigt werden.
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4.1 Homologiemodellierung der Struktur der
Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii

4.1.1 Entwicklung des Modells

Um die Lage der Aminosdureaustausche in den Cystein-defizienten FDH-Muteinen
darstellen zu konnen, wurde eine theoretische 3D-Struktur der Candida boidinii-FDH
berechnet (Abbildung 28).

Aufgrund der relativ groBen Sequenzhomologie zwischen der Candida boidinii-FDH und
anderer, bereits kristallisierter Dehydrogenasen, konnte die Homologiemodellierung
durchgefiihrt werden. Dieses Homologiemodell beruht im wesentlichen auf der
3D-Struktur der Pseudomonas sp. 101-FDH, da die Candida boidinii-FDH zu diesem
Enzym die groBte Ahnlichkeit aller bisher aufgeklirten 3D-Strukturen hat (Tabelle 3,
Tabelle 22). Es kann aufgrund der grolen Homologie angenommen werden, da3 das
Modell die wesentlichen Teile der Candida boidinii-FDH richtig wiedergibt [Slusarczyk et
al., 2000; Labrou & Rigden, 2001].

Die Berechnung des Modells wurde an der Schweizer Proteindatenbank EXPASY
(www.expasy.ch) mit dem Programm SWISS-MODEL durchgefiihrt [Guex et al., 1999].
Die 3D-Strukturen konnten mit dem dort zur Verfiigung gestellten Programm SWISS-
PDB-Viewer, Version 3.7, visualisiert werden [Guex & Peitsch, 1997]. Bei der
Berechnung einer 3D-Struktur werden zunichst strukturcharakterisierte Template gesucht,

die eine moglichst hohe Sequenzhomologie zur Zielstruktur aufweisen (Tabelle 22). Es
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der Untersuchungen der molekularen Inaktivierungsprozesse
bei der Candida boidinii-FDH.

wird allgemein davon ausgegangen, dafl, wenn eine Zielsequenz eine 50%ige
Sequenzhomologie an gleichen Aminosiduren zum Templat aufweist, das berechnete
Kohlenstoffriickgrat eine Standardabweichung von 1 A gegeniiber der tatsichlichen
Kristallstruktur besitzt [Chothia & Lesik, 1986]. Die kristallisierte FDH aus Pseudomonas
sp. 101 besitzt eine Sequenzhomologie von iiber 50% gegeniiber der Sequenz der Candida
boidinii-FDH. Daher kann die 3D-Struktur der Candida boidinii-FDH von ihr abgeleitet

werden.

Aufgrund der Beweglichkeit der N- und C-Termini eines Proteins im Kristall, kann von
diesen oftmals die Lage nicht ermittelt werden und sie sind in der 3D-Struktur nicht
abgebildet. Deshalb konnten auch die N- und C-Termini im Homologiemodell nicht
berechnet werden (Tabelle 23). Die ersten 14 Aminosduren am N-Terminus und die letzen
21 Aminosduren am C-Terminus sind in der 3D-Struktur der Candida boidinii-FDH nicht

dargestellt.
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Tabelle 22: Sequenzhomologien der strukturcharakterisierten Template gegeniber der Candida
boidinii-FDH-Sequenz. Datensatz einer Struktur in der Protein-Datenbank (*.pdb).

Enzym Organismus Kristallstruktur Homologie [%)]
NAD-abhéngige Formiat- Pseudomonas sp. 101 2NAC.pdb 54,2
dehydrogenase (Apo Form)
NAD- abhangige Formiat- FPseudomonas sp. 101 2NAD.pdb 54,2
dehydrogenase (Holo Form)
D-2-Hydroxyisocaproat- Lactobacillus casei 1DXY.pdb 274
dehydrogenase
Phosphoglycerat-dehydrogenase ~ Escherichia coli 1PSD.pdb 21,2
D-Lactatdehydrogenase theoretisches Modell 1DLD.pdb 25,8
D-Glyceratdehydrogenase ~ Hyphomicrobium 1GDH.pdb 24,7
( ApO Form) methylovorum
D-Lactatdehydrogenase Lactobacillus helveticus 2DLD.pdb 19,9

Die Zuverldssigkeit des berechneten Modells kann anhand des Ramachandran-Plots
iiberpriift werden [Chothia & Finkelstein, 1990]. Im Ramachandran-Plot werden die
Winkelkonformationen der Hauptkette angezeigt. Die Auftragung der Winkel ¢ und y des
berechneten Modells im Ramachandran-Plot zeigt, dal nahezu alle Winkel in den
erlaubten Bereichen liegen (Abbildung 29). Nur zwei Aminosduren liegen in einem

unerlaubten Bereich.

Tabelle 23: Ubersicht iiber die globalen Homologien der aus 364 Aminosduren bestehenden
Zielsequenz Candida boidinii-FDH mit den homologen strukturcharakterisierten Templaten. Datensatz
einer Struktur in der Protein-Datenbank (*.pdb).

Kristallstruktur Globale Homologien

Zielsequenz
2NAC.pdb
2NAD.pdb
1PSD.pdb
1GDH.pdb
1DXY.pdb
1DLD.pdb
2DLD.pdb
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Abbildung 29: Ramachandran-Plot der berechneten Struktur der Candida boidinii-FDH. Die Winkel der
Glycine sind nicht dargestellt. Sekundarstrukturbereiche (gelb), erlaubte Bereiche (blau).

Die berechnete FDH ist ein Homodimer aus zwei identischen Untereinheiten mit je einem
aktiven Zentrum pro Untereinheit. Wie bei vielen anderen Dehydrogenasen existieren in
einer Untereinheit zwei globuldre Dominen, die Cofaktor-bindende Domine und die
katalytische Doméne (Abbildung 30). Eine Untereinheit weist zwei B-Faltblattbereiche, je

einen in der Cofaktor-bindenden- und einen in der katalytischen Doméne, auf.

Anhand dieses Modells wurde die Lage der Cysteine untersucht, welche in den Cystein-
defizienten FDH-Muteinen zum Teil oder vollstindig durch andere Aminoséuren ersetzt
worden sind [Slusarczyk et al., 2000].
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Abbildung 30: Aufbau einer Untereinheit der berechneten Struktur der Candida boidinii-FDH. Es ist die
katalytische (rechts) und die Cofaktor-bindende Domane (links) zu erkennen. Der Substratkanal wird
von beiden Doménen begrenzt und liegt in der Mitte der Untereinheit (Pfeil). B-Faltblatt (gelb), c-Helix
(rot).

4.1.2 Lage des Cysteins 262

Ersichtlich ist, dal das Cystein 262 zwar an der Oberfliche des Enzyms liegt, die
Seitenkette mit dem Schwefelatom allerdings in das Proteininnere zeigt und damit der
Oxidation nicht zugénglich ist. Aus sterischen Griinden kann an diesem Cystein im nativen
Zustand keine Disulfidbriicke gebildet werden (Abbildung 31). Die Darstellung der Lage
des Cysteins 262 im Kalottenmodell verdeutlicht die Lage des Schwefelatoms im
Proteininneren (Abbildung 32).

4.1.3 Lage des Cysteins 23

Dagegen liegt das Cystein 23 nach dem Homologiemodell tatsdchlich an der Oberflache
des Enzyms und wird aufgrund dessen der oxidativen Modifikation zuginglich sein
(Abbildung 31). Ein weiteres Schwefelatom ist an der Proteinoberfliche zu erkennen, das
des Methionins 129. Die Darstellung des Lage des Cystein 23 im Kalottenmodell
verdeutlicht die Lage des Schwefelatoms an der Oberfldche (Abbildung 32).
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Abbildung 31: Oberflachenansicht des Homologiemodells der Candida boidinii-FDH. Oben: Von der
Aminosaure Cystein 262 zeigt nur das Sauerstoffatom der Peptidbindung nach auRen. Unten: Das in
der linken Bildhalfte gelegene Schwefelatom (gelb) gehért zum Cystein 23, das in der rechten
Bildhalfte gelegene Schwefelatom gehort zum Methionin  129. Wasserstoffatome an den
Kohlenstoffatomen nicht dargestellt.
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Abbildung 32: Kalottenmodellansicht des Homologiemodells der Candida boidinii-FDH. Oben: Das
Schwefelatom des Cysteins 262 (gelb) liegt im Proteininneren. Unten: Das Schwefelatom des

Cysteins 23 (gelb) liegt an der Proteinoberfliche und ist damit der Oxidation zuganglich.
Wasserstoffatome an den Kohlenstoffatomen nicht dargestellt.
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Abbildung 33: Darstellung der Lage der Methionine 129 in beiden Untereinheiten. Die beiden
Methionine 129 der Candida boidini-FDH scheinen aufeinander ausgerichtet zu sein.
Wasserstoffatome an den Kohlenstoffatomen nicht dargestellt.

4.1.4 Lage des Methionins 129

Das Homologiemodell zeigt an der Enzymoberfliche das Schwefelatom des Methionins
129 (Abbildung 31). Da dieses Schwefelatom prinzipiell oxidiert werden kann, konnte dies

zur Inaktivierung des Enzyms beitragen.

Das Methionin 129 liegt an der Kontaktfliche, an der sich die beiden Untereinheiten
beriihren. Bemerkenswerterweise hat sich gezeigt, daB das Methionin 129 der einen
Untereinheit von dem Methionin 129 der anderen im Homodimer nur wenige Angstrom
entfernt liegt (Abbildung 33). Alle bisher bekannten Sequenzen von NAD-abhidngigen
FDHs besitzen dieses Methionin. Dieses hochkonservierte Motiv konnte deshalb auf eine
notwendige Funktion bei der Interaktion der beiden Untereinheiten hindeuten und eine
Oxidation des Schwefels im Methionin 129 ist im FDH-Homodimer eher

unwahrscheinlich.
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4.2 Katalytische Aktivitat

Die Cystein-defizienten FDH-Muteine weisen nur minimale Unterschiede beziiglich der
kinetischen Parameter K); Formiat, K;; NAD und K; NADH auf [Slusarczyk et al., 2000]
(Tabelle 24).

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitit der rekombinanten FDHs war es notwendig,
die Enzyme bis zur Homogenitét zu reinigen. Dies wurde in zwei Schritten mit Hilfe der

Anionenaustausch-Chromatographie durchgefiihrt.

Die Grobreinigung der FDH nach der Extraktion mittels 2-Phasen-System erfolgte durch
Adsorption an das Sdulenmaterial Q-Sepharose FF. Nach dem Waschen wurde mit einem
Stufengradienten bei 150 mM NaCl bei pH 7,5 eluiert. Mit diesem Schritt konnten die
schwach bindenden Proteine abgetrennt werden und ein Reinheitsgrad von ca. 80% erzielt

werden.

Die Feinreinigung erfolgte bei pH 6,3 mit einem NaCl-Gradienten, der mit 50 mM NaCl
gestartet und bei 150 mM NaCl nach 30 Minuten endete. Hier eluierte die FDH sofort nach
dem Durchlauf und die stirker bindenden Proteine konnten abgetrennt werden. Die
Aufreinigung wurde in einem SDS-Gel kontrolliert und es konnten keine

Verunreinigungen festgestellt werden (Reinheitsgrad > 95%) (Abbildung 34).

Die anschlieBende Bestimmung der spezifischen Aktivitét V,,, ist in Tabelle 25 dargestellt.
Mit einem Molekulargewicht von 40.370 g mol” pro Untereinheit kann die Wechselzahl
kca: berechnet werden (Gleichung 21).

Tabelle 24: K- und K-Werte der WT-FDH und der Cystein-defizienten FDH-Muteine [Slusarczyk et al.,
2000].

Formiatdehydrogenase  Kj, Formiat [mM] Ky NAD [uM] K: NADH [uM]
WT 6 45 17
C23S 6 44 16
C262v 4 41 9
C23S/C262V 5 44 1
C23S/C262A 5 45 13
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Abbildung 34: Reinigung der WT-FDH und der Cystein-defizienten FDH-Muteine bis zur Homogenitét.
Dargestellt ist die Auftrennung in der SDS-PAGE. Die zu erkennenden Nebenbanden stammen vom

Marker, da beim Befiillen der Tasche die Marker-Probe in die daneben liegenden Taschen gelaufen ist.
Marker (1), WT-FDH (2), C23S-FDH (3), C262V-FDH (4), C23S/C262V-FDH (5), C23S/C262A-FDH (6).

Die Einzelmutanten weisen gegeniiber der WT-FDH einen Verlust an spezifischer
Aktivitdt von ca. 10%, die Doppelmutanten von ca. 20% auf. Die negativen Auswirkungen
bezogen auf die katalytische Aktivitit steigen mit zunehmender Zahl an
Aminosdureaustauschen. Da die Aminosduren gezielt in bezug auf die Verbesserung der
Oxidationsstabilitdt ausgetauscht worden sind, ist es auch nicht wahrscheinlich, daf3 die
katalytische Aktivitdit der Cystein-defizienten FDH-Muteine davon unbeeinflufit sein

wirde.

Tabelle 25: Spezifische Aktivitdten V., und Wechselzahlen k,, der WT-FDH und der Cystein-

defizienten FDH-Muteine. Die Bestimmung erfolgte in 500 mM Na-Formiat und 2 mM NAD bei 30°C.

Formiatdehydrogenase V.. [Umg'] K [s7]
WT 6.3 4.2
C23S 55 3.7
C262v 5,6 3.8
C23S/C262V 4.9 3.3

C235/C262A 5,1 3.4
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4.3 Physikalische Stabilitat
4.3.1 Thermostabilitat

Die physikalische Stabilitit eines Proteins kann in Form der Thermostabilitit gemessen
werden. Die irreversible Denaturierung der Candida boidinii-FDH, der WT-FDH und der
Cystein-defizienten FDH-Muteine wurde anhand der Thermoinaktivierung untersucht.
Hierbei ist die Inaktivierungstemperatur 759 von der Inkubationsdauer und die
Halbwertszeit ¢, von der Temperatur abhingig. Beide Parameter stellen ein Ma@ fiir die
physikalische Stabilitét eines Proteins dar und kénnen ineinander umgerechnet werden.

Die Candida boidinii-FDH und die rekombinante WT-FDH unterscheiden sich in ihrer
Thermostabilitit nicht, da sie die gleichen Enzyme sind, die nur in unterschiedlichen
Organismen exprimiert wurden (Tabelle 26). Alle Cystein-defizienten FDH-Muteine
besitzen eine geringere Thermostabilitit im Vergleich zur WT-FDH. Die Mutante
C23S/C262V-FDH weist mit 44°C sogar einen um 13°C erniedrigten 75o-Wert gegentiiber
der WT-FDH auf. Dieses Ergebnis ist auch zu erwarten, da die Oxidationsstabilisierung
durch den Austausch der Cysteine nicht mit einer Erhohung der Thermostabilitit eines
Proteins korreliert ist. Unter den Muteinen ist die C23S-FDH das stabilste Enzym.

Ahnliche Beobachtungen wurden bei der BstVI Restriktionsendonuklease aus Bacillus
stearothermophilus V beziiglich der Thermostabilitit gemacht. Auch hier wurden zwei
Cysteine gegen jeweils ein Serin ersetzt um die Oxidationsstabilitit zu erhohen. Beide
Einzelmutanten, C134S und C167S, sind gegeniiber dem Wildtyp in bezug auf
Thermostabilitdt instabiler [Loyola, et al., 1999]. Beim Subtilisin E wurde hingegen ein
Serin gegen ein Cystein (S161C) ausgetauscht. Dies fiihrte zu einer 2 — 4-fach erhohten
Halbwertszeit bei Thermoinkubation und wird auf die Moglichkeit der Oligomerisierung
durch Disulfidbriickenbildung zuriickgefiihrt [ Takagi et al, 2000].

Tabelle 26: T,;-Werte und Halbwertszeiten der Candida boidinii-FDH, der rekombinanten \WWT-FDH und
der Cystein-defizienten FDH-Muteine.

Formiatdehydrogenase T.,-Wert (20 min) [°C] t,2 (50°C) [min]
Candida boidinii 56,8 281
WT 56,8 281
C23S 51,7 42
C262V 49,1 13
C23S/C262V 44,2 3

C23S/C262A 416 8
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Abbildung 35: Darstellung der thermoinaktivierten FDHs in der nativen PAGE. Proben bei 50°C (20 min)
inkubiert. WT-FDH (1), C23S-FDH (2), C262V-FDH (3), C23S/C262V-FDH (4), C23S/C262A-FDH (5).
Proben vor Auftrag aufs Gel nicht mit DTT reduziert (— DTT).

Die durch die Thermoinaktivierung hervorgerufenen Verdanderungen bei 50°C wurden in
der nativen PAGE untersucht (Abbildung 35). Nach der Elektrophorese kann im Gel der
nativen PAGE neben der Proteinfarbung auch eine Aktivititsfarbung durchgefiihrt werden,

d.h., mit der Aktivititsfarbung kann biologisch aktive FDH nachgewiesen werden.

In den Gelen ist keine aktive C23S/C262V-FDH nachweisbar, noch kann sie mit der
Proteinfarbung detektiert werden (Abbildung 35, Bahn 4). Da die C23S/C262V-FDH die
instabilste Mutante gegeniiber der Thermoinkubation ist (Tabelle 26), aggregierte das

Protein bei der Thermoinkubation bei 50°C und wurde nicht ins Gel aufgenommen.

Verdnderungen in der Lauthohe der Banden der iibrigen FDHs konnten nicht festgestellt
werden (Abbildung 35, Bahnen 1 — 3; 5). Dies deutet darauf hin, dall bei dieser Art der
Thermoinaktivierung tatsdchlich nur die physikalische und nicht auch die chemische
Stabilitidt gemessen wird, da sich chemische Modifikationen, wie das Auseinanderbrechen
des Peptidriickgrates oder kovalentes Cross-Linking, einerseits in einer verdnderten
Laufhéhe bemerkbar machen miiiten und andererseits keine oder nur sehr schwache
Aktivitdt nachweisbar sein diirfte.
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4.3.2 Stabilisierung mit dem Additiv Glycerin

Glycerin ist, wie alle Polyole, als stabilisierendes Additiv bekannt [Gekko & Timasheft,
1981; Li et al., 1995; Knubovets et al., 1999]. Der stabilisierende Effekt des Glycerins in
bezug auf die Thermoinaktivierung kann auch bei der FDH nachgewiesen werden
(Abbildung 36). Es zeigt sich, daf} die Stabilisierung bei allen Cystein-defizienten FDH-
Muteine proportional zur Glycerin-Konzentration ist (Abbildung 37). Das Glycerin bewirkt
auBBerdem, daf} die inaktivierte FDH bei hohen Glycerin-Konzentrationen in Losung bleibt
und wéhrend der Inkubation nicht prazipitiert (Abbildung 38).

4.3.3 Physikalische Stabilitat im Vergleich zur Gesamtstabilitat

Bis heute sind die Mdéglichkeiten, ProzeBstabilititen von Proteinen in Modellsystemen zu
untersuchen nur unzureichend, da die Vielzahl der Parameter, die Einfluf3 auf die Stabilitét
haben konnen, letztlich nur im realen System gegeben sind. In technischen Systemen setzt
sich die Gesamtstabilitit, d.h., die ProzeBstabilitit aus der chemischen und der

physikalischen Stabilitdt zusammen.
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Abbildung 36: Anderung der Aktivitat der WT-FDH in Abhdngigkeit von der Inkubationstemperatur und
der Glycerin-Konzentration bei 20 min Inkubationsdauer. 0% [v/v] Glycerin (1), 10% [v/v] Glycerin (2),
50% [v/v] Glycerin (3).
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Abbildung 37: Anderung der T,,-Werte der WT-FDH und der Cystein-defizienten FDH-Muteine in

Abhangigkeit von der Glycerinkonzentration bei 20 min Inkubationsdauer. WT-FDH (1), C23S-FDH (2),
C262V-FDH (3), C23S/C262V-FDH (4), C23S/C262A-FDH (5).
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Abbildung 38: Anderung der Proteinkonzentrationen der WT-FDH in Abhéngigkeit von der
Inkubationstemperatur und der Glycerin-Konzentration bei 20 min Inkubationsdauer. 0% [v/v] Glycerin
(1), 10% [v/v] Glycerin (2), 50% [v/v] Glycerin (3).
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Abbildung 39: Bestimmung der Halbwertszeiten zwischen 42°C und 60°C in 100 mM KP-Puffer,
pH 7.5 bei 20 min Inkubationsdauer. WT-FDH (1), C23S-FDH (2), C262V-FDH (3), C23S/C262V-FDH
(4), C23S/C262A-FDH (5).

Es wurde nun untersucht, ob allein mit Hilfe der Thermostabilitdt die Gesamtstabilitdt der
FDH beschrieben werden kann. Die Thermostabilitdt stellt, wie in Abbildung 35 gezeigt, in
erster Linie einen Parameter der physikalischen Stabilitdt dar. Bei erhdhter Temperatur
laufen jedoch auch chemische Reaktionen schneller ab, so da3 die Thermostabilitit eine
geeignete Methode zur schnellen Bestimmung der Gesamtstabilitdt, d.h. der Summe aus

physikalischer und chemischer Stabilitdt, eines Proteins darstellen konnte.

Zunidchst wurden dazu die Halbwertszeiten der Thermoinaktivierung zwischen 42° und
60°C in einem Intervall von 2°C in 100 mM KP;-Puffer pH 7,5 bestimmt und
Regressionsgeraden durch die MeBwerte gelegt (Abbildung 39). Die Regressionsgeraden
lassen sich gut an die MeBwerte anpassen. Die WT-FDH ist gegeniiber den Muteinen das
stabilste Enzym, d.h., alle Mutationen fithren zur Erniedrigung der Thermostabilitdt der
Enzyme.

Anschlieflend wurde versucht, die Halbwertszeiten der verschiedenen FDHs bei 30°C in
100 mM KPj-Puffer pH 7,5 zu ermittelten (Tabelle 27). Dies gelang nur bei der WT- und
C262V-FDH, da diese Enzyme bei dieser Temperatur die instabilsten sind. Bei den
anderen Cystein-defizienten FDH-Muteinen ist die Halbwertszeit bei 30°C > 1000 min.
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Tabelle 27: Bestimmung der Halbwertszeiten bei 30°C der WT-FDH und der Cystein-defizienten FDH-
Muteine anhand der Regressionsgeraden (Abbildung 39) und der tatsachlich gemessenen Werte in
100 mM KP-Puffer pH 7,5. Nicht bestimmt (n.b.; Halbwertszeiten > 1000 min).

t,5, (30°C) [min]

Formiatdehydrogenase berechnet gemessen
WT 1.300.000 328
C23S 150.000 n.b.
C262v 22.000 221
C23S/C262V 586 n.b.
C23S/C262A 5.000 n.b.

Werden die Halbwertszeiten bei 30°C mit Hilfe der Regressionsgeraden (Abbildung 39)
berechnet, kommt man zu sehr viel hoheren Halbwertszeiten, als die experimentell
bestimmten tatsdchlich aufweisen (Tabelle 27). Die WT-FDH miillte nach dieser
Berechnung eine Halbwertzeit von 2,5 Jahren aufweisen, experimentell bestimmt man

dagegen jedoch ein Halbwertzeit von 328 min.

Auch fillt auf, da3 die WT-FDH bei hohen Temperaturen das stabilste Enzym ist, bei 30°C
jedoch zu den instabileren gehort (Tabelle 27). Dies erklért sich damit, dal die Dauer der
Messung bei den hohen Temperaturen (42° — 64°C) 20 min betrug, bei 30°C jedoch
mehrere Stunden, um die Halbwertszeit hinreichend genau ermitteln zu konnen. Bei den
hohen Temperaturen mit kurzer Inkubationszeit scheint nur die physikalische Stabilitit,
d.h. die Konformationsstabilitit gemessen zu werden und hier ist die WT-FDH das
stabilste Enzym (Tabelle 26). Dagegen spielen bei den Messungen bei 30°C und langer
Inkubationszeit weitere Faktoren, wie z.B. die Oxidationsstabilitit eine entscheidende
Rolle. Die im folgenden Kapitel ,,Chemische Stabilitdt™ vorgestellten Untersuchungen
zeigen, dal} die WT-FDH tatsichlich zu den oxidationsempfindlicheren FDHs gehort.

Die Thermostabilitit bei hohen Temperaturen ist folglich fiir die Beschreibung der
Gesamtstabilitét, d.h., der ProzeBstabilitit eines Proteins kein signifikantes Kriterium, da
mit ihr bei der FDH ausschlieBlich die physikalische Stabilitit, d.h., die
Konformationsstabilitdt, untersucht werden kann. Daraus folgt, daB neben der
physikalischen auch die chemische Stabilitét einen signifikanten Einflufl bei 30°C, d.h. der
Temperatur, bei der die FDH in technischen Prozessen eingesetzt wird, besitzen mul.
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4.4 Chemische Stabilitat
4.4.1 Oxidationsstabilitat

Die chemische Stabilitdt, und hier im besonderen die Oxidationsstabilitit, der Cystein-
defizienten FDH-Muteine wurde im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Die
Oxidationsgeschwindigkeit wird von verschiedenen Faktoren bestimmt, wie z.B. der
Temperatur, pH-Wert, Puffer, der Sauerstoffkonzentration und der Anwesenheit von
Katalysatoren, wie z.B. Spuren von Metallionen [Jocelyn, 1972]. Daneben ist auch die
rdumliche Anordnung der Thiol-Gruppe im Protein fiir die Oxidationsempfindlichkeit ein
entscheidender Faktor [Little & O’Brien, 1967].

4.4.2 Oxidation mit Wasserstoffperoxid

Die Stabilitdt der Cystein-defizienten FDH-Muteine gegeniiber Wasserstoffperoxid wurde
im Vergleich zum Wildtyp untersucht (Tabelle 28). Wasserstoffperoxid kann die Thiol-
Gruppe des Cysteins schrittweise liber die Sulfensédure (RSOH) zur Sulfinsdure (RSO,H)
und schlieBlich zur Sulfonsdure (RSOs;H) oxidieren. Unter den relativ milden Bedingungen
im Testansatz ist dabei die Bildung der Sulfinsdure am wahrscheinlichsten [Manning et al.,
1989].

Alle Muteine mit dem C23S-Austausch sind gegeniiber der Oxidation durch
Wasserstoffperoxid stabiler als die WT- oder die C262V-FDH. Dies deutet darauf hin, dal3
im nativen Zustand nur das an der Oberflache liegende Cystein 23 oxidiert werden kann,
nicht aber das ins Proteininnere weisende Cystein 262. Die bei der Oxidation durch
Wasserstoffperpoxid auftretenden unterschiedlichen Modifikationen der WT-FDH und den

Cystein-defizienten Muteinen kénnen in der nativen und SDS-PAGE untersucht werden.

Tabelle 28: Vergleich der Halbwertszeiten der WT-FDH und der Cystein-defizienten FDH-Muteine bei
Oxidation mit 150 mM Wasserstoffperoxid in 100 mM KP-Puffer pH 7,5. Oxidationsempfindliche FDHs
(rot).

Formiatdehydrogenase t,, [min]
WT 3.3
C23S 7.3
C262v 2,4
C235/C262V 6.9

C235/C262A /.8
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Aktivitatsfarbung (— DTT) Proteinfarbung (— DTT)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Abbildung 40: Untersuchungen der Auswirkungen der Oxidation mit \Wasserstoffperoxid in der nativen
PAGE. Es ist eine Bandenverschiebung bei der WT- und C262V-FDH, vermutlich als Folge der
zusatzlichen negativen Ladung zu erkennen. WT-FDH (1), C23S-FDH (2), C262V-FDH (3), C23S/C262V-
FDH (4), C23S/C262A-FDH (5). Proben vor Auftrag aufs Gel nicht mit DTT reduziert (— DTT).

Neben der Proteinfirbung kann in der nativen PAGE auch eine Aktivititsfarbung
durchgefiihrt werden, d.h., biologisch aktive FDH kann nachgewiesen werden. In der SDS-
PAGE werden die Proteine linearisiert und sie verlieren ihre Quartdr-, Tertidr- und
Sekundarstruktur. Durch Zugabe von DTT in der SDS-PAGE konnen Disulfidbriicken

reduziert und somit gespalten werden.

Nach dem Homologiemodell der Candida boidinii-FDH liegt nur das Cystein 23 an der
Oberfliache, nicht aber das Cystein 262. Infolgedessen sollte nur das Cystein 23 oxidiert
werden, nicht aber das Cystein 262. In der nativen PAGE zeigt sich, daf3 bei der WT- und
bei der C262V-FDH, welche beide das Cystein 23 besitzen, eine Verschiebung der
80 kDa-Bande zu erkennen ist (Abbildung 40).

Dies kann durch die zusitzlich gewonnene negative Ladung der gebildeten Sulfin-
/Sulfonsdure am Cystein 23 erkldrt werden, die zu einer schnelleren Wanderung des
Proteins durch das Gel fiihrt.
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Proteinfarbung (— DTT) Proteinfarbung (+ DTT)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

e

40 kDa

Abbildung 41: Untersuchungen der Auswirkungen der Oxidation mit Wasserstoffperoxid in der SDS-
PAGE. Die Bandenverschiebung ist aufgrund der Kompensation der negativen Ladung durch das SDS
nicht aufgetreten. WT-FDH (1), C23S-FDH (2), C262V-FDH (3), C23S/C262V-FDH (4), C23S/C262A-
FDH (5). Proben vor Auftrag aufs Gel mit DTT reduziert (+ DTT), nicht reduziert (— DTT).

Da die WT- und C262V-FDH gegeniiber Wasserstoffperoxid instabiler als die {ibrigen
FDHs sind (Tabelle 28), wurden sie durch die Oxidation so geschéddigt, da3 sie in der
Aktivititsfirbung nicht deutlich zu erkennen sind (Abbildung 40; Bahn 1 und 3). In der
Proteinfirbung sind jedoch die korrespondierenden Banden vorhanden und die

Bandenverschiebung zu erkennen.

Die durch Oxidation der Cysteine mit Wasserstoffperoxid hervorgerufene
Bandenverschiebung konnte auch beim Yapl-Transkriptionsfaktor beobachtet werden. Die
Verschiebung verschwand durch Zugabe von DTT. Es wird vermutet, da3 die Oxidation
von zwei Cysteinen die Aktivierung des Transskriptionsfaktors bewirkt [Delaunay et al.,
2000].

In der SDS-PAGE kann sich die eine zusétzliche negative Ladung des oxidierten Cysteins
23 nicht mehr bemerkbar machen, da diese eine zusétzliche Ladung gegeniiber den vielen,
die durch das Anlagern des SDS an die Proteinkette hinzukommen, untergeht (Abbildung
41). Alle Banden laufen auf der gleichen Hohe, sowohl unter nicht-reduzierenden, als auch

unter reduzierenden Bedingungen.
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4.4.3 Oxidation mit Kupfer(ll)-lonen

Die Stabilitit der Cystein-defizienten FDH-Muteine im Vergleich zur WT-FDH wurde
gegeniiber Kupfer(Il)-Ionen untersucht. Kupfer(Il)-Ionen konnen die Thiol-Gruppe des
Cysteins oxidieren, indem ein Disulfid (RSSR) gebildet wird [Manning et al., 1989].

Alle Muteine mit einem C23S-Austausch weisen eine hohere Stabilitit als die WT-FDH
auf (Tabelle 29). Die Einfachmutante C23S-FDH ist hierbei die stabilste der Cystein-
defizienten FDHs. Die Oxidation des Cysteins 23 scheint folglich durch Kupfer(II)-Ionen

katalysiert zu werden.

Dagegen ist die Einfachmutante C262V-FDH etwas instabiler als die WT-FDH. Dies
konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dal Valin keine dhnliche Aminosdure zu Cystein ist
und somit die physikalische Stabilitdit des Enzyms beeintrdchtigt, wie auch bei der
Thermostabilitdt beobachtet werden kann (Tabelle 26). In den Doppelmutanten scheint
sich einerseits der stabilisierende Effekt des Cystein 23-Austausches in bezug auf die
Oxidationsstabilitit und andererseits der destabilisierende Effekt des Einbringens von
Alanin oder Valin an der Position 262 in bezug auf die Konformationsstabilitdt bemerkbar

zu machen.

Die bei der Oxidation durch Kupfer(Il)-Ionen auftretenden unterschiedlichen
Modifikationen der WT-FDH und den Cystein-defizienten Muteinen wurden in der nativen
und SDS-PAGE untersucht.

Nach dem Homologiemodell der Candida boidinii-FDH sollte nur das Cystein 23 oxidiert
werden konnen, nicht aber das Cystein 262. In der nativen PAGE zeigt sich, da3 bei der
WT-FDH eine zweite Bande in der Aktivititsfairbung bei ca. 160 kDa zu erkennen ist
(Abbildung 42, Bahn 1). Dies kann darauf zuriickgefiihrt werden, dall das unter nativen
Bedingungen zugéngliche Cystein 23 eine Disulfidbriicke zu einem anderen Molekiil

Tabelle 29: Vergleich der Halbwertszeiten der WT-FDH und der Cystein-defizienten FDH-Muteine bei
Oxidation mit 50 uM CuS0, in 100 mM KP--Puffer pH 7,5.

Formiatdehydrogenase t,, [min]
WT 38
C23S 657
C262V 20
C23S/C262V 68

C23S/C262A 155
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Aktivitatsfarbung (— DTT) Proteinfarbung (— DTT)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

160 kDa —

80 kDa
80 kDa —

Abbildung 42: Untersuchungen der Auswirkungen der Oxidation mit Kupfer(ll)-lonen in der nativen
PAGE. WT-FDH (1), C23S-FDH (2), C262V-FDH (3), C23S/C262V-FDH (4), C23S/C262A-FDH (5).
Proben vor Auftrag aufs Gel mit DTT nicht reduziert (— DTT).

bilden kann. Die C262V-FDH, bei der auch eine zweite Bande in der Aktivitdtsfarbung bei
ca. 160 kDa zu erwarten wire, ist gegeniiber der Oxidation mit Kupfer(Il)-Ionen die
instabilste FDH (Tabelle 29). Dies hat zur Folge, daB sie durch die Oxidation ihre Aktivitit

verloren hat und infolgedessen nicht detektiert werden kann.

Kupfer(I)-lonen koénnen nicht nur die Bildung von Disulfidbriicken katalysieren. Die
Seitenketten von Histidin, Methionin, Tryptophan und Tyrosin sind in Proteinen potentielle
Oxidationsstellen [Berlett & Stadtman, 1997; Dean et al., 1997]. Deshalb ist in der
Proteinfarbung bei allen FDHs mehrere Banden zu erkennen (Abbildung 42). Jedoch kann
sowohl bei der WT-, als auch bei der C262V-FDH eine Bande bei 160 kDa beobachtetet
werden (Abbildung 42, Bahn 1 und 3).

In der SDS-PAGE wird das Protein aufgefaltet und es konnen sich sowohl inter-, als auch
intramolekulare Disulfidbriicken bilden (Abbildung 43). Wenn die Proben vor der
Auftrennung im Gel mit DTT reduziert werden, ist nur noch die Bande des Monomers bei
40 kDa zu sehen, sowohl die inter-, als auch die intramolekularen Disulfidbriicken werden

vollstindig reduziert.
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Proteinfarbung (— DTT) Proteinfarbung (+ DTT)

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

40 kDa 40 kDa

- -0 S0
- B o

Abbildung 43: Untersuchungen der Auswirkungen der Oxidation mit Kupfer(ll)-lonen in der SDS-PAGE.
DTT reduziert alle inter- und intramolekularen Disulfidbriicken. WT-FDH (1), C23S-FDH (2), C262V-FDH
(3), C23S/C262V-FDH (4), C23S/C262A-FDH (5). Proben vor Auftrag aufs Gel mit DTT reduziert
(+ DTT), nicht reduziert (— DTT).

Die WT-FDH ist die einzige der untersuchten FDHs, die zwei Cysteine besitzt. Sie kann
aufgrund dessen unter nicht-reduzierenden Bedingungen polymerisieren und
intermolekulare Disulfidbriicken bilden, d.h., lingere Ketten bestehend aus mehreren
Molekiilen (Dimere, Trimere, Tetramere, usw.) (Abbildung 43; Bahn 1). Das Dimer besitzt
mit 80 kDa genau das doppelte Molekulargewicht einer Untereinheit der FDH.

Dariiber hinaus kann die WT-FDH, da sie zwei Cysteine pro Monomer besitzt, eine
intramolekulare Disulfidbriicke zwischen dem Cystein 23 und dem Cystein 262 bilden.
Diese Bindung fiihrt dazu, dall das Molekiil gefaltet vorliegt, im Gegensatz zu den durch
das SDS entfalteten Proteinketten, und infolgedessen ein kleineres Volumen einnimmt,
damit schneller durch das Gel wandert und dadurch unterhalb der 40 kDa-Bande bei ca. 38
kDa lauft.

Die beiden Einzelmutanten konnen dagegen im entfalteten Zustand nur Dimere bilden, da
sie nur noch ein Cystein pro Molekiil besitzen. Die zweite Bande der C262V-FDH lauft
mit 80 kDa auf gleicher Hohe wie die bei der WT-FDH, dagegen lauft das Dimer der
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C23S-FDH langsamer durch das Gel. Hier sind die Cysteine 262 der beiden Molekiile
kovalent miteinander verbunden und es scheint, da3 durch sterische Einfliisse das Dimer

ein groBBeres Volumen einnimmt.

Die Doppelmutanten hingegen kdnnen wegen der Abwesenheit sdmtlicher Cysteine auch
keine Disulfidbriicken bilden.

Die Bildung von Oligomeren, die durch intermolekulare Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind und deren Bildung durch Kupfer(II)-Ionen katalysiert wird, ist ein haufig
beobachtetes Phidnomen. Bei der Ribonuclease A, Lysozym und der Proteindisulfid-
Isomerase konnten Dimere/Oligomere durch Bildung von intermolekularen
Disulfidbriicken beobachtet werden. Diese Dimer-/Oligomer-Bildung konnte durch den
Zusatz von DTT verhindert werden. [Gao & Mehta, 2001].

Bei der Mannitolpermease (EII™) aus Escherichia coli wurden zwei Cysteine identifiziert,
die intermolekulare, durch Kupfer (II)-lonen katalysierte Disulfidbriicken bilden kénnen.
Es gibt C124-C124-, C384-C384- und C124-C384-verbundene Dimere [Montfort et al.,
2001]. Auch FGF-1 kann Homodimere iiber Disulfidbriicken mit Kupfer(Il)-Ionen als
Katalysator bilden. Bei der CI131S-Mutatante von FGF-1 wird die Dimerisierung
verhindert [Patrie ef al., 1999].

4.4.4 Inaktivierung der FDH durch Bildung inter- und
intramolekularer Disulfidbriicken

Um die Ergebnisse der Oxidationsversuche mit Wasserstoffperoxid und Kupfer(II)-lonen,
daB das Cystein 23 das oxidationsanfillige Cystein der FDH ist, zu tiberpriifen, wurde eine
iiber ein Jahr bei —20°C in 50% Glycerin gelagerte Candida boidinii-FDH bei 50°C
inkubiert und unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen in der SDS-
PAGE untersucht (Abbildung 44).

Es zeigt sich das gleiche Bild, wie bei der Inaktivierung mit Kupfer(Il)-Ionen. Unter nicht-
reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE finden sich drei Banden bei 39, 40 und 80
kDa.

In der SDS-PAGE werden alle nicht-kovalenten Bindungen aufgebrochen, d.h., das
Homodimer ist hier auf Hohe der 40 kDa-Bande des Markers zu finden, da es entfaltet ist

und so nur das Monomer zu sehen sind.
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Proteinfarbung (— DTT) Proteinfarbung (+ DTT)

97,4 kDa —

66,2 kDa —

—40 kDa
39,2 kDa -

Abbildung 44: Untersuchung der iiber 1 Jahr bei —20°C in 50% Glycerin gelagerten Candida boidinii-
FDH in der SDS-PAGE. Marker (1), 50, 58 und 64°C Inkubationstemperatur fiir 20 min (2 — 4),
Kontrolle ohne Thermoinkubation (5). Proben vor Auftrag aufs Gel mit DTT reduziert (+ DTT), nicht
reduziert (— DTT).

Eine weitere Bande unter nicht-reduzierenden Bedingungen ist bei ca. 80 kDa zu erkennen.
Sie konnte unter nativen Bedingungen das Homotetramer darstellen, d.h., insgesamt ein
Molekulargewicht von 160 kDa aufweisen, da es aus zwei Homodimeren besteht, die
durch C23-C23-Disulfidbriickenbindungen miteinander verbunden sind (Abbildung 45).
Uber der 80 kDa Bande gibt es eine kleine Nebenbande, was auf zwei
Konformationenszustinde des Dimers in der SDS-PAGE schliefen 1d6t. Eine weitere

Polymerisierung zu grofleren Aggregaten konnte nicht festgestellt werden.

Auf Hohe von 39 kDa ist eine Bande zu finden, die unter der 40 kDa-Bande des normalen
Monomers lduft. Sie konnte einem Monomer entsprechen, welches durch teilweise
Entfaltung intramolekulare C23-C262-Disulfidbriickenbindungen ausbilden konnte. Damit
weist es ein kleineres Volumen auf, was ein geringeres Molekulargewicht in der SDS-
PAGE vortiuscht.

Unter reduzierenden Bedingungen findet sich nur noch eine Bande bei 40 kDa. Dies
belegt, daB das Monomer und das Tetramer iiber Disulfidbriickenbindungen verbunden

sind, da diese Bindungen durch die Reduktion mit DTT wieder aufgeldst werden kénnen.
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SH

SH

Abbildung 45: Inaktivierungsprozesse bei der FDH. Das native Homodimer der FDH (1) kann (ber die
Cysteine 23 durch intermolekulare Disulfidbriicken kovalent verbunden werden (2). Andererseits kann
ein entfaltetes Monomer der FDH durch intramolekulare Disulfidbriicken verbunden werden (3).

Dagegen hat die Thermoinkubation auf chemische Modifikationen keine Auswirkungen
(Abbildung 44). Dies bestitigt das Ergebnis der Untersuchungen zur Thermostabilitit
(Abbildung 35).

Die bei der Lagerung der FDH aufgetretenen Verédnderungen kénnen auch beim Einsatz in
technischen Verfahren auftreten. Hier ist mit der Anwesenheit von Schwermetallen, wie
Kupfer im Betriebswasser zu rechnen. Dabei kann die Inaktivierung der FDH in zwei
unterschiedliche Prozesse unterteilt werden. (I) Die Dimerisierung kann im nativen
Zustand der FDH, (II) die Bildung von intramolekularen Disulfidbriicken jedoch nur bei
teilweise oder vollig entfaltetem Enzym geschehen (Abbildung 45).

4.5 Diskussion

Ein wichtiger Faktor fiir die Oxidationsanfilligkeit von Cysteinen ist die rdumliche
Anordnung der Thiol-Gruppe im Protein. In Fillen, bei denen der Kontakt zwischen den
Thiol-Gruppen aus sterischen Griinden nicht moglich ist oder wenn das Protein nur eine
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Thiol-Gruppe besitzt, kdnnen keine intramolekulare Disulfidbriicken ausgebildet werden.
Unter geeigneten sterischen Bedingungen konnen jedoch intermolekulare Bindungen zu
einem anderen Molekiil ausgebildet werden, was zur Aggregation des Protein fiihrt [Little
& O’Brien, 1967].

Fiir die FDH konnte sowohl durch Bestimmung der Halbwertszeiten, als auch durch die
PAGE-Untersuchungen dargestellt werden, dal die Vorhersagen des Homologiemodells
zutreffen und nur das Cystein 23 unter nativen Bedingungen aus sterischen Griinden der
Oxidation zuginglich ist, nicht aber das Cystein 262, welches im nativen Zustand im

Proteininneren liegt und infolgedessen nicht oxidiert wird.

Anhand dieser Untersuchungen kann angenommen werden, dafl der wahrscheinlichste
chemische Inaktivierungsmechanismus im nativen Zustand der FDH die Oligomerisierung
zu Tetrameren iiber intermolekulare Cys23-Cys23-Briicken ist. Die Dimerisierung/
Oligomerisierung ist ein hdufig beobachtetes Phdnomen, das in vitro zur Desaktivierung
der Proteine fithren kann. Die Polymerisierung wurde bei der Filtration von BSA

beobachtet, was zu einem Verlust an I6slichem Protein fiihrte [Kelly & Zydney, 1994].

In vivo scheint der Dimerisierung/Oligomerisierung im Gegensatz dazu eine biologische
Funktion zuzukommen, sie ist z.B. zur Aktivierung eines Proteins notwendig oder scheint
beim Transport von Proteinen vom Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat
wichtig zu sein [Patrie ef al., 1999; Gao & Mehta, 2001; Montfort et al., 2001].

Im entfalteten Zustand konnen einzelne Monomere durch Bildung von intramolekularen
Cys23-Cys262-Briicken verknlipft sein. Diese Wechselwirkung der Cysteine fiihrt dann
letztlich zu einer irreversiblen Denaturierung, die den vollstindigen Verlust der Aktivitét
bedingt.



5 Erhdhung der spezifischen

Aktivitat

5.1 Grenzen der Aktivitat
5.1.1 Anforderungen an Enzyme in technischen Anwendungen

Fir Anwendung von Enzymen in technischen Prozessen ist eine mdglichst hohe
Wechselzahl k., interessant. Allerdings sind Enzyme fiir biologische Systeme optimiert
und weisen infolgedessen oftmals keine grof3e katalytische Aktivitit auf. Mittlerweile ist es
durch den Austausch von Aminosduren mdglich, die Aktivitit von Enzymen zu
beeinflussen [Arnold, 2001]. Ziel war es, die spezifische Aktivitit der FDH mittels
gerichteter Evolution zu erhohen (Abbildung 46).

Zur Ausnutzung der vollen Leistung des Katalysators werden in technischen Prozessen
hohe Substratkonzentrationen eingesetzt. Bei hohen Substratkonzentrationen ist die
Katalysegeschwindigkeit proportional zur Enzymkonzentration [E] und der Wechselzahl

k.q und stellt damit eine Reaktion 1. Ordnung dar:

V=k.lE] (18)

Daher ist bei der Anwendung in technischen Prozessen, neben der Stabilitit, eine
moglichst hohe Wechselzahl k., interessant, denn je hoher die Wechselzahl, desto weniger

Enzymmenge muB bei gleicher Produktivitit eingesetzt werden.
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Abbildung 46: Schematische Darstellung der Suche nach katalytisch aktiveren FDHSs.

5.1.2 Aktivitaten der NAD-abhidngigen Formiatdehydrogenasen

Die FDH aus Candida boidinii besitzt, wie alle bisher bekannten NAD-abhingigen FDHs
mit 6 U mg™' eine relativ geringe katalytische Aktivitit (Tabelle 30). Deshalb stellte sich
die Frage, ob es theoretisch iiberhaupt moglich ist, die FDH so verdndern zu konnen, dal3
sie eine hohere spezifische Aktivitdt aufweist. Fiir 1-Substrat-Reaktionen gibt es das
kea/ Ky-Kriterium, mit dessen Hilfe sich abschitzen [48t, ob ein Enzym unter
physiologischen Bedingungen der Diffusionslimitierung unterliegt. Um diese Frage fiir die
FDH kléren zu konnen, war es zunichst ndtig, ein Kriterium fiir 2-Substrat-Reaktionen zu

erarbeiten.
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Tabelle 30: Vergleich der spezifischen Aktivitdten von NAD-abhdngigen FDHs aus verschiedenen
Organismen [Popov & Lamzin, 1994].

Reich Organismus Spezifische Aktivitat [U mg™]
Bakterien Moraxella sp. C-1 6,0 (25°C)
Pseudomonas sp. 101 16,0 (37°C)
Hefen Hansenula polymorpha 2,8 (37°C)
Candida boidinii 6,3 (30°C)
Candida methanolica 7,5 (30°C)
Candida methylica 10,0 (37°C)
Pflanzen Glycine soja var. Beeson 1.4 (25°C)
Pisum sativum 3,7 (25°C)

5.1.3 Definition der Aktivitat

Die maximale Aktivitdt eines Enzyms wird mit der Wechselzahl k.., (bzw. tof, turnover
frequency) [s] ausgedriickt, sie ist der Quotient aus den gebildeten Molen Produkt pro

Zeit np [mol s™'] pro aktivem Zentrum nz [mol]:

k, =-L (19)

Alternativ dazu kann die maximale Aktivitdt eines Enzyms mit Hilfe der spezifischen
Aktivitdt V,,, ausgedriickt werden. Die spezifische Aktivitdt V,,, [pmol min’! mg'1 oder
U mg'] ist der Quotient aus den gebildeten Molen Produkt pro Zeit np [pmol min™] pro

reinem Protein np [mg]:

Vmax = n_P (20)

np
Mit Hilfe des bekannten Molekulargewichtes M, der FDH-Monomere von
40.370 g mol™ kann von der spezifischen Aktivitit V. [U mg'] auf die Wechselzahl

keus [s'l] umgerechnet werden:

kcat = 6 . {04 Vmax (21)
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5.1.4 Ist die NAD-abhangige Formiatdehydrogenase aus Candida
boidinii optimal an ihre physiologische Aufgabe angepalf3t?

5.1.4.1 Kinetisches Modell

Die FDH aus Candida boidinii katalysiert eine Reaktion mit zwei Substraten und zwei
Produkten in Form einer Ordered Bi-Bi-Kinetik [Kato et al., 1979; Blanchard & Cleland,
1980]. Die Substrate binden sequenziell, erst A, dann B. Die Produkte werden ebenso
geordnet vom Enzym freigesetzt, erst P, dann Q (Abbildung 6). Dieser Mechanismus liegt
bei den meisten NAD-abhéngigen Dehydrogenasen vor [Mendes, 1993; Mendes, 1997,
Mendes & Kell, 1998].

Aus diesem Reaktionsschema ergibt sich das dazugehorige kinetische Modell. Es besteht
aus einer reversiblen Doppelsubstratkinetik, bei der das sequenzielle Binden und

Freisetzen der Edukte bzw. Produkte berticksichtigt ist:

) _L[PI[9]
kkm[[A][B] X ]

eq

- [A][B]+K,, ,[B]+K, ;[4A]+ K, K, ; +

k!, [4] K, ,[B] [B1
+7k’ X KMQ[P](H K )+[Q][KMP(1+K1AKMB J+ [P](H K. D

[£]

cat”™ > eq

(22)

Die Riick-Reaktion ist aus thermodynamischen Griinden (AG°’=-19,3 kJ mol'l) sehr klein.
Sie betrdgt 1/5.000 der Hin-Reaktion [Schiitte et al., 1976]. Damit kann die Gleichung

durch Entfernen des reversiblen Terms vereinfacht werden:

V — kcat[A][B] [E] (23)
[A][B]+K,, ,[B]+ K, ;[4]+K, K, ,

Unter der Bedingung, daB eine schnelle Gleichgewichtseinstellung der zu EAB fiihrenden
Reaktion erfolgt, d.h., k3 << k_, (Abbildung 6), kann K, 4 mit K; 4 gleichgesetzt werden und
die Gleichung 23 geht in Gleichung 24 {iber. Es wurde gezeigt, dal diese Annahme
zutreffend ist [Kato et al., 1979].
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— kcat[A][B]
(A1+K, ) (BI+K,,

)[E ] (24)

5.1.4.2 Kriterium fiir Ordered Bi-Bi-Reaktionen

Unter physiologischen Bedingungen, mit [S§] << Kj;, liegt die enzymatische
Geschwindigkeit weit unter k.., da die meisten aktiven Zentren unbesetzt sind. Die Kinetik
fiir Ordered Bi-Bi-Reaktionen aus Gleichung 24 vereinfacht sich zu einer Reaktion

3. Ordnung:

kcat
= m[A][B][E] (25)

Die physikalische Grenze der Konstanten k../(Ky 4 - Ky p) ist damit nur durch die

Assoziationsgeschwindigkeit des Enzyms mit dem Substrat limitiert.

5.1.4.3 Diffusionslimitierung

Die k../(Ky 4 - Ky p)-Konstante scheint eine Reaktionskonstante 3. Ordnung zu sein,
tatsdchlich erfolgt die Assoziation zum EAB-Komplex jedoch in zwei Einzelschritten.
Zunéchst bindet NAD (A) an das Enzym (E) und bildet den EA-Komplex, erst dann kann
ein weiterer Zusammenstof3 mit Formiat (B) zum EAB-Komplex fithren. Da der gebildete
EA-Komplex erneut mit einem Molekiil zusammenstoBen muf3, um den aktiven EAB-
Komplex bilden zu kdnnen, ergibt sich als theoretische obere Grenze eine Halbierung der
Diffusionslimitierungskonstante von 10% bis 10° s M auf 5 - 10" bis 5 - 10°s' M M,

Die Konstante k.../(Ky 4 - Ky ) der FDH besitzt mit k.., = 4,3 s"l, K, Formiat= 5,6 - 10° M
und K, NAD = 4,5 - 10 M folgenden Wert:

e 1,7-10"s' M M! (26)

KMA KMB
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Die Katalysegeschwindigkeit der FDH liegt damit bereits nahe an der Grenze der
Diffusionslimitierung von 5 - 10" bis 5- 108 s M M'l, d.h., sie ist im Laufe der Evolution
optimal an ihre Aufgabe angepallt worden. Da bei technischen Prozessen aber andere
Anforderungen an Enzyme gestellt werden, stellte sich nun die Frage, ob die FDH

theoretisch an diese technischen Bedingungen angepalit werden kann.

5.1.5 Maoglichkeiten der Erhohung der Aktivitat

In technischen Prozessen ist das entscheidende Kriterium k., und nicht k../(Kyr 4 - Kus ),
d.h., man mochte die volle Katalysatorleistung ausnutzen und deswegen werden
Substratkonzentrationen gewdhlt, bei denen Substratsittigung vorliegt (Gleichung 18).
Wenn man nur k., erhéhen wollte, wiirde man zwangsldufig die obere Grenze der
Diffusionslimitierung iiberschreiten, da die FDH nahe an der Diffusionslimitierungsgrenze
arbeitet. Dies ist nicht mdglich. Falls aber neben k.., auch gleichzeitig die K;,~-Werte erhoht

werden, wiirde diese Grenze nicht tiberschritten werden:

kcat — IOOkc'at S 108 (27)
K,, K,; 10K,, 10K, ,

Es sollte also theoretisch moglich sein, die Wechselzahl k.., der FDH bei gleichzeitiger

Erhohung der Affinititskonstanten K, zu erhohen.

5.2 Entwicklung des Screening-Verfahrens
5.2.1 Herstellung der High-Frequency-Random-Genbibliothek

Die zur Zeit wichtigste Methode zur asexuellen gerichteten Evolution ist die fehlerhafte
Polymerasekettenreaktion  (Error-Prone  PCR). Durch Einstellung suboptimaler
Reaktionsbedingungen kann die Fehlerhdufigkeit wahrend der PCR, wie beispielsweise bei
der Thermus aquaticus-Polymerase (Tag-Polymerase), von 0,001 — 0,02% unter Standard-
bedingungen auf {liber 1% gesteigert werden [Caldwell & Joyce, 1992; Caldwell & Joyce,
1994]. Diese in vitro-Methode ist einfach durchzufiihren, ermdglicht eine relativ genaue

Einstellung der Mutationsrate und kann auf die fiir das Zielprotein kodierende



5. Erhéhung der spezifischen Aktivitat 99

Etablierung des Screenings

Konformationsstabilitét
der Candida boidinii-FDH

\ J
¢ I N N ¢ I
Genbibliothek Qualitatives Screening Quantitatives Screening
Herstellung einer Gen- Aktivitatstest auf - Titration der aktiven Zentren
b|b||0theI§ mit hoher Agarplatten - Affinititsadsorption
Mutationsrate
\ NG 2N %

Abbildung 47: Schematische Darstellung der Entwicklung des Screening-Verfahrens auf spezifische
Aktivitat der FDH-Muteine. Mit dem qualitativen Screening sollte in einer Ja/Nein-Selektion die grofle
Zahl der inaktiven Klone aussortiert werden. Zur quantitativen Bestimmung der spezifischen Aktivitat
der FDH-Muteine wurden zwei Verfahren, die Titration der aktiven Zentren und die Affinitatsadsorption
auf ihre Durchflihrbarkeit im Screening untersucht.

Nukleotidsequenz oder auch auf kleinere Sequenzbereiche beschrinkt werden. Von
Nachteil ist der nicht-statistische Austausch der Nukleotide und eine hiufig erniedrigte
Effizienz bei der Ligation der PCR-Produkte [Xu et al., 1999].

Die Methode der Error-Prone PCR wurde zur Herstellung einer High-Frequency-Random-
Genbibliothek verwendet (Abbildung 47).

Da die Mutationsrate fiir jedes Gen in der Error-Prone PCR unterschiedlich ist, muf} sie
zunéchst fiir die gegebenen Bedingungen bestimmt werden (Abbildung 48). Bei einem Gen
mit 1.000 Nukleotiden bewirkt eine Mutationsrate von ungeféhr 0,1% pro Nukleotid einen
Aminosdureaustausch pro Gen [Cadwell & Joyce, 1992; Cadwell & Joyce, 1994]. Bei
Subtilisin E gilt die Beziehung, dal zwei Nukleotidaustausche pro Gen mit einer
Mutationsrate von ca. 0,2% pro Nukleotid ungefdahr 65% aktive Klone zur Folge haben.
Unterschiedliche Enzyme besitzen unterschiedliche Aktivitétsprofile bei verschiedenen
Mutationsraten, der Anteil an aktiven Klonen jedoch ist ein zuverldssiger Hinweis auf die
Mutationsrate und kann als Schnelltest fiir die Entwicklung einer Zufallsmutagenese-
Bibliothek herangezogen werden [Zhao et al., 1999].

Eine Mn”"-Konzentration von 0,5 mM ergab 70% inaktive Klone, das entspricht dem
Austausch von ca. 4 Nukleotiden pro Gen und einer Mutationsrate von ca. 0,4% pro
Nukleotid.
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Abbildung 48: Testbibliothek zur Bestimmung der Mutationsrate mit 1.152 FDH-Klonen. Die Klone sind
entsprechend ihrer Aktivitit absteigend sortiert dargestellt. Es wurde 0,5 mM Mn?* eingesetzt.

Um den Sequenzraum bei kleinen BibliotheksgroBen (10* — 10° Klone) moglichst gut
abzudecken, sollte eine hohe Mutationsrate von 5 — 20 Nukleotidaustauschen pro Gen
eingestellt werden [Daugherty et al., 1999; Long-McGie et al., 1999; Zaccolo & Gherardi,
1999; Knecht et al., 2000]. Bei niedrigen Mutationsraten, bei denen nur ein bis zwei
Aminosdureaustausche pro Gen eingestellt werden, befinden sich viele WT-Gene, d.h.,
Proteine, die keine Mutation aufweisen im Screening. Dariiber hinaus konnen in
Bibliotheken mit kleinen Mutationsraten Klone mit mehreren Mutationen, die als
Mehrfachmutante eine signifikante Verbesserung aufweisen, deren Einzelmutationen aber

nur unwesentlich verbessert sind, nicht gefunden werden [Zaccolo & Gherardi, 1999].

Stellt man hohe Mutationsraten ein, so erhdlt man nur wenige aktive Klone. Die
Wabhrscheinlichkeit, dal unter diesen hochaktive Klone sind, ist jedoch groBer [Daugherty
et al., 1999; Knecht et al., 2000]. Um die angestrebte hohe Mutationsrate von ca.
7 Nukleotidaustauschen pro Gen (1095 bp) zu erreichen, wurde der erste Error-Prone PCR-
Ansatz nochmals mit der gleichen Mn*"-Konzentration von 0,5 mM in einer Error-Prone
PCR randomisiert. Diese Bibliothek wurde gereinigt, geschnitten, ligiert und schlieBlich in
Escherichia coli JIM101 transformiert.
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/—‘ Kolonie

i Kolonien in Agar einbetten

Abbildung 49: Schematische Darstellung des Fixierens der Zellkolonien in Agar. Die tber Nacht auf
einer Agarplatte gewachsenen Kolonien werden mit fliissigem Agar ca. 4 mm (berschichtet. Nach
Erstarren sind die Kolonien fixiert und konnen durch die nachfolgenden Waschschritte nicht mehr
fortgeschwemmt werden.

5.2.2 Qualitatives Screening

Um die grofle Zahl an inaktiven Klonen aussortieren zu konnen, muflte eine Methode
entwickelt werden, mit der es moglich ist, die Klone einer Ja/Nein-Selektion, d.h., einem
qualitativen Screening zu unterziehen (Abbildung 47). Dazu wurde ein Aktivitétstest
entwickelt, der auf den Agarplatten durchgefiihrt wird. Die aktiven Klone, d.h., die Klone,
die eine biologisch aktive FDH besitzen, bilden durch Substratumsetzung einen sichtbaren

Hof und konnen so leicht identifiziert und isoliert werden.

5.2.2.1 Fixierung der Kolonien

Zunidchst miissen die Kolonien, damit sie beim Aufbringen der Férbeldosungen nicht
fortschwimmen, fixiert werden. Die Fixierung auf Nitrocellulose ist in der Literatur
beschrieben, allerdings kann mit dieser Methode nur eine kleine Genbibliothek
durchmustert werden, da die anschlieBende Detektionsmethode relativ aufwendig ist [Allen
& Holbrook, 2000].

Zur Fixierung der Kolonien muflte infolgedessen eine neue Methode entwickelt werden. Es
stellte sich dabei heraus, dal die Einbettung der Kolonien in eine Agarschicht moglich ist.
Dazu werden die iiber Nacht bis zu einer GroB3e von ca. 1 mm gewachsenen Kolonien mit
flissigem Agar iberschichtet. Nach dem Einbetten sind die Zellen fixiert und die
Agarplatten konnen der Detektionsprozedur unterzogen werden, ohne dafl Kolonien
weggeschwemmt werden (Abbildung 49). Da die Agarschicht gut fliissigkeitsdurchléssig

ist, ist die Detektion mit den Farbelosungen ohne weiteres moglich.
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Es wurde untersucht, ob beim Uberschichten mit der Agarldsung einzelne Zellen
weggeschwemmt werden. Dies wiirde bedeuten, dal3 die ganze Platte kontaminiert wiirde
und so letztlich eine gezielte Isolation der Zellen nicht moglich ist. Dazu wurden die
Kolonien einer Platte in Agar eingebettet und nach Erstarren des Agars mit Zahnstochern
in Bereiche ohne Kolonien gepickt, um eventuell vorhandene, fortgetragene Zellen
isolieren zu konnen. Die Zahnstocher wurden dann in LB-Medium transferiert. Bei
96 Versuchen war keiner positiv, d.h., das Medium nicht bewachsen. Infolgedessen kann
davon ausgegangen werden, daB beim Uberschichten keine Zellen fortgetragen werden

(Daten nicht gezeigt).

5.2.2.2 ZellaufschluR

Fiir die Nachweisreaktion muflten die Zellen lysiert werden, um die intrazellulire FDH
freizusetzen. Jedoch sollte die Lyse nur unvollstindig durchgefiihrt werden, d.h., nicht alle
Zellen sollten aufgeschlossen werden. Dies ist von Vorteil, denn Zellen aus den als aktiv
erkannten Kolonien kdnnen durch Picken mit einem Zahnstocher isoliert werden. Damit ist
keine Master-Platte mehr notwendig und man wird demzufolge in die Lage versetzt, auf
nur einer Platte den Phianotyp der Koloniezellen erkennen und anschliefend den Genotyp
gezielt isolieren zu konnen. Falls dagegen der ZellaufschluB3 vollstdndig wire, miiite man
durch Uberstempeln eine Master-Platte herstellen, um die auf der Testplatte erkannten

positiven Klone auf der Master-Platte isolieren zu konnen.

Fiir die partielle Zellyse der Koloniezellen war einerseits im Uberschichtungsagar EDTA
und das Detergenz Triton-X 100 enthalten, andererseits wurden die Platten mit einer
EDTA/Triton-X 100-AufschluBlésung inkubiert. Nach diesem Lyseschritt wurden die

Platten mehrmals gewaschen.

5.2.2.3 Nachweisreaktion

Die Platten wurden mit den Férbeldsungen inkubiert und anschliefend die Losung durch
Waschen entfernt. Die FDH reduziert das zugegebene NAD zu NADH, dessen Elektronen
dann iiber den Elektroneniibertrdger Phenazinethosulfat (PES) auf Nitrotetrazoliumblau-
Chlorid (NTB) iibertragen werden (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Reaktion zum Nachweis der aktiven FDH-Klone (FDH) mit Phenazinethosulfat (PES) und
Nitrotetrazoliumblau-Chlorid (NTB). Durch die FDH werden die Elektronen des Formiats auf das NAD
ibertragen und es entsteht NADH. Das PES ibertragt sie schlieRlich vom NADH auf das NTB,
welches in reduzierter Form als blaues Prazipitat ausfallt.

Oxidiertes Nitrotetrazoliumblau ist in Wasser gut ldslich und von gelblicher Farbe,
reduziertes Nitrotetrazoliumblau dagegen féllt sofort als blaues Prizipitat aus [Gabriel,
1971]. Nach Zugabe der Farbelosungen bilden die aktiven Klone durch Umsetzung von
NAD zu NADH mittels der FDH blaue Hofe. Kolonien, die keine biologisch aktive FDH
besitzen, werden dagegen nur blau angefirbt, da das Phenazinethosulfat (PES) aufgrund
seines Elektropotentials viele Molekiile oxidieren kann und anschlieBend seine Elektronen
an das Nitrotetrazoliumblau-Chlorid (NTB) abgibt.

Da nicht alle Zellen einer Kolonie durch den Lyseschritt aufgeschlossen wurden, konnen
intakte Zellen aus den Kolonien, die einen Hof gebildet haben, mit Hilfe eines
Zahnstochers isoliert werden (Abbildung 51).

5.2.3 Quantitatives Screening

Zur Bestimmung der spezifische Aktivitit der FDH-Klone mufite eine Methode zum
quantitativen Screening entwickelt werden. Dazu standen zwei Methoden zur Auswahl, die
Tritration der aktiven Zentren und die Aufreinigung der FDH bis zur Homogenitét durch
Affinititsadsorption (Abbildung 47).
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Abbildung 51: Darstellung der angefarbten aktiven FDH-Klone im qualitativen Screening. Die aktiven
Klone bilden durch Substratumsetzung einen dunkelblauen Hof und kénnen so identifiziert und isoliert
werden. Die Isolierung erfolgt durch Picken mit einem Zahnstocher. Dabei wird genau in das Zentrum
eines Hofes eingestochen.

Eine Voraussetzung fiir beide Methoden ist, dal die FDH-Konzentration weit grofer als
die Konzentration der restlichen Nukleotid-bindenden Proteine ist, da mit beiden
Methoden viele Nukleotid-bindende Proteine, und hier vor allem die NAD(P)-bindenden,
erfaBt werden. Die FDH wird zu 15% des 16slichen Gesamtzellproteins exprimiert, d.h.,
die restlichen Nukleotid-bindenden Proteine liegen im Rohextrakt in einer sehr viel

geringeren Konzentration als die iberexprimierte FDH vor.

Zundchst wurde versucht, die Bestimmung der spezifischen Aktivitit mittels Titration der

aktiven Zentren zu etablieren, da sie von der Handhabung sehr einfach durchzufiihren ist.
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5.2.3.1 Titration der aktiven Zentren
5.2.3.1.1 Stochiometrische Inhibition der aktiven Zentren

Bei der Titration der aktiven Zentren wird ein Hemmstoff eingesetzt, der stochiometrisch
irreversibel an ein aktives Zentrum bindet und es auf diese Weise inhibiert. Wenn man das
Verhiltnis von gebundenem Hemmstoff pro aktivem Zentrum kennt, kann man mit dieser

Methode die Konzentration der aktiven Zentren bestimmen.

Das Dichlortriazin, Vilmafix Blue A-R, ist ein Pseudo-Analoges zu NAD und hemmt die
FDH aus Candida boidinii irreversibel, es bindet ein Molekiil Vilmafix Blue A-R pro
aktivem Zentrum [Labrou & Clonis, 1995]. Da Vilmafix Blue A-R nicht verfiigbar war,
wurde als weiterer moglicher irreversibler Inhibitor Procion MX-R untersucht. Procion
MX-R ist zu Vilmafix Blue A-R strukturverwandt und besitzt ebenfalls eine
Dichlortriazin-Gruppe (Abbildung 52).

Ein reversibler Hemmstoff bewirkt die sehr rasche Verminderung der Enzymaktivitit auf
einen bestimmten Wert, der sich danach zeitabhéngig nicht weiter verdndert. Bei einer
irreversiblen Hemmung dagegen nimmt die Enzymaktivitit exponentiell zeitabhingig ab,
da sie eine Reaktion 2. Ordnung ist. Das Enzymmolekiil mul mit dem Hemmstoff
zusammenstolen, nicht jeder Zusammensto fiihrt aber zur irreversiblen Bindung
(Abbildung 53). Das freie Enzym (E) st6f8t mit dem irreversiblen Hemmstoff (I) zusammen
und bildet den EI-Komplex. In einem zweiten Schritt wird der inaktive El-Komplex
gebildet.

NH,
SOH

0
0 HN

SO3H
Cl N NH
Y

Abbildung 52: Strukturformel von Procion MX-R. Durch Abspaltung eines Chloratoms der
Dichlortriazin-Gruppe des Molekiils kommt es zu einer kovalenten Bindung mit einer Aminosaure des
Enzyms.
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Abbildung 53: Allgemeines Reaktionsschema fiir die Bindung eines irreversiblen Inhibitors an ein
Enzym.

Die Hemmung der FDH durch Procion MX-R zeigt einen deutlichen zeitabhédngigen
Verlauf (Abbildung 54). Die Inhibition konnte mit dem aus Abbildung 53 resultierenden
kinetischen Modell angepalit werden, d.h., Procion MX-R ist ein irreversibler Inhibitor der
Candida boidinii-FDH.

5.2.3.1.2 Bestimmung des stdéchiometrischen Verhaltnisses

Aus der Abhédngigkeit der Enzyminhibition von der Hemmstoffkonzentration kann die
Stochiometrie der Bindung bestimmt werden. Bei einer starken Bindung nimmt im
Anfangsbereich die Enzymaktivitit nahezu linear ab. Durch Extrapolation auf die Abszisse
kann man den Anteil des pro eingesetztem aktiven Zentrum gebundenen Hemmstoffes
bestimmen [Bisswanger, 2000] (Abbildung 55).

100

FDH-Aktivitat [%]

0 30 60 90 120
t [min]

Abbildung 54: Darstellung der zeitabhangigen Inhibition der FDH durch Procion MX-R bei
verschiedenen Konzentrationen. 0,1 uM (1), 0,25 uM (2), 0,5 uM (3), 0,75 uM (4), 1 uM Procion
MX-R (5).
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Abbildung 55: Bestimmung des stdchiometrischen Verhaltnisses von aktivem Zentrum zu
gebundenem irreversiblen Hemmstoff. Es befanden sich b5 uM aktive Zentren in Ldsung. Die
Assoziationsgeschwindigkeit des Hemmstoffs Procion MX-R mit dem aktiven Zentrum ist relativ
niedrig  (Inkubationszeit: 3 h, Temperatur: 30°C). Deshalb ergibt sich bei kleinen
Hemmstoffkonzentrationen kein linearer Verlauf der FDH-Restaktivitdt. Infolgedessen muR die
Steigung im Null-Punkt zur Berechnung verwendet werden.

Fiir diese Untersuchungen wurde 27,5 uM homogen gereinigte WT-FDH eingesetzt, d.h.,
es befanden sich 55 pM aktive Zentren in der Losung und es wurden
54 uM aktive Zentren bestimmt (Abbildung 55), d.h., ein Molekiil des Hemmstoffs
Procion MX-R bindet pro aktivem Zentrum.

5.2.3.1.3 Messung wahrend des Screenings

Die Bestimmung der aktiven Zentren sollte wahrend des Screenings mit einer 2-Punkt-
Bestimmung durchgefiihrt werden, d.h., es sollte die Volumenaktivitit ohne Hemmstoff
und die Volumenaktivitdit mit einer definierten Menge an Hemmstoff nach einer
ausreichenden Inkubationszeit gemessen werden. Bei dem Verhidltnis von einem
Hemmstoffmolekiil pro aktivem Zentrum kann dann die Konzentration der aktiven Zentren
bestimmt werden (Abbildung 56). AnschlieBend kann daraus die Wechselzahl k., bzw. die
spezifische Aktivitét V., berechnet werden.
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Abbildung 56: Prinzip der Bestimmung der Anzahl der aktiven Zentren mit zwei MeRwerten. Eine
Messung der Volumenaktivitdt wird bei einer Hemmstoffkonzentration von 0, eine zweite bei einer
Konzentration von ungefahr der Halfte der Konzentration an aktiven Zentren nach ausreichender
Inkubationszeit bestimmt. Die Anzahl der aktiven Zentren kann am Schnittpunkt der Geraden mit der
Abszisse abgelesen werden.

Da aber die Assoziationsgeschwindigkeit von Procion MX-R mit dem aktiven Zentrum
relativ niedrig ist (Abbildung 55), konnte diese Methode nicht angewendet werden. Die

lange Inkubationszeit verhindert den Einsatz im Screening.

Infolgedessen mulite eine alternative Methode zur Bestimmung der spezifischen Aktivitét

etabliert werden: Die Affinitdtsadsorption.

5.2.3.2 Affinitatsadsorption

Die im Screening schlieflich angewendete Methode ist die Reinigung der FDH bis zur
Homogenitit mittels Affinitdtsadsorption. Nach Zellaufschlul wird der Rohextrakt auf das
Affinitdtsadsorptionsmaterial rote Sepharose, an welches nur Nukleotid-bindende Proteine
assoziieren konnen, gegeben [Kroner et al., 1982 a; Kroner ef al., 1982 b, Reichert et al.,
2001]. Nach dem Binden der FDH wird die Matrix gewaschen und anschlieBend mit dem
Cofaktor NAD eluiert. Um die spezifische Aktivitit bestimmen zu kénnen, wird einerseits

die Volumenaktivitit und andererseits die Proteinkonzentration gemessen.
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Abbildung 57: Vergleich der Ergebnisse des qualitativen mit dem nachfolgenden quantitativen
Screening. Die Ergebnisse des qualitativen Screenings sind durch die Dunkelfarbung der Kolonien zu
erkennen. Die Zahlen geben fir jede zugehdrige Kolonie die in dem quantitativen Screening
gemessene spezifische Aktivitat in U mg™ wieder.

Es wurden Vorversuche zur Bestimmung der Reinheit nach der Affinititsadsorption
durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dafl die FDH nach dem Reinigungsschritt zu
mehr als 90% gereinigt vorliegt, es wurden spezifische Aktivitidten bei der C23S-FDH von
5,5—5,8 Umg"' gemessen (Daten nicht gezeigt).

5.2.4 Zuverlassigkeit der Screening-Methoden

Um die Zuverldssigkeit der beiden Screening-Methoden zu iiberpriifen, wurden die
Ergebnisse des qualitativen mit denen des nachfolgenden quantitativen Screenings einer
Testbibliothek verglichen.

96 Klone der randomisierten Testbibliothek wurden zufdllig ausgewdhlt und in einer
96-Well-Platte angezogen. AnschlieBend wurden die Zellen auf eine Agarplatte
gestempelt, liber Nacht inkubiert und schlieBlich mit dem fiir das qualitative Screening
entwickelten Aktivitétstest angefdrbt (Abbildung 57). Gleichzeitig wurde die spezifische

Aktivitét dieser Klone mit Hilfe der Methode des quantitativen Screenings bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dafl die Ergebnisse des qualitativen und des quantitativen

Screenings gut iibereinstimmen. Bei allen Kolonien ist zumindest eine leichte
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Dunkelfarbung zu erkennen, obwohl in manchen Fillen keine Aktivitit im quantitativen
Screening nachweisbar war. Dies ist damit zu erkldren, dall das Phenazinethosulfat (PES)
aufgrund seines Elektropotentials viele Molekiile oxidieren kann und anschliefend seine
Elektronen an das Nitrotetrazoliumblau-Chlorid (NTB) abgibt (Abbildung 50). Mit dem
qualitativen Screening wurde jedoch nur eine Ja/Nein-Selektion durchgefiihrt, so da3 die
Unterscheidung von aktiven und inaktiven Klonen gut durchfiihrbar war (Abbildung 51).

5.3 Ergebnisse des Screenings
5.3.1 Qualitatives Screening

Als Templat wurde die C23S-FDH eingesetzt, da dieses Cystein-defiziente FDH-Mutein
als das oxidationsstabilste identifiziert wurde (4.4 Chemische Stabilitdt, Seite 83). Es
wurde eine Genbank mit ca. 200.000 Klonen erzeugt und dem qualitativen Screening
unterzogen (Abbildung 58). Hier konnten ca. 2.000 aktive Klone identifiziert werden, dies
entspricht einer sehr hohen Mutationsrate mit 99% inaktiven Klonen. Von den ca. 2.000

aktiven Klonen wurden ca. 1.500 isoliert und in dem quantitativen Screening weiter

untersucht.
4 . N\
Screening

Screening von
200.000 Klonen

\_ J

o . 4 o . 4 N
Qualitatives Screening Quantitatives Screening Charakterisierung

Aktivitatstest auf Agarplatte; Affinitatsadsorption: ||  Charakterisierung der
ca. 2.000 aktive Klone ca. 200 aktivere Klone 4 besten Klone

identifiziert identifiziert

- NG NG J
Abbildung 58: Schematische Darstellung des Screenings von ca. 200.000 FDH-Klonen.
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Abbildung 59: Darstellung des quantitativen Screenings von 1.500 Klonen. Die Klone sind
entsprechend ihrer FDH-Aktivitat in Relation zum Templat C23S-FDH (5,5 U mg') absteigend sortiert
dargestellt. Zur Bestimmung der Standardabweichung wurde das Templat wahrend der Messung als
Kontrolle mitgemessen (Versuche n = 48).

5.3.2 Quantitatives Screening

Die isolierten 1.500 aktiven Klone wurden im quantitativen Screening auf ihre spezifische
Aktivitdt hin untersucht. Es zeigte sich, daB ca. 200 Klone eine hohere spezifische
Aktivitét als das Templat C23S-FDH aufwiesen (Abbildung 59). Die vier aktivsten Klone

wurden ausgewdhlt und charakterisiert.

5.3.3 Charakterisierung der C23S/F285S-Formiatdehydrogenase

5.3.3.1 Darstellung des Austausches

Die Sequenzierung der vier ausgewdhlten Muteine ergab, dall alle einen
Aminosdureaustausch des Phenylalanins 285 zum Serin aufweisen (Tabelle 31). Dariiber

hinaus besitzen alle vier Klone 3 — 4 unterschiedliche stille Mutationen.
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Tabelle 31: Basen- und Aminosduresequenz des Templats C23S-FDH und der C23S/F285S-FDH. Alle
vier sequenzierten Klone weisen einen F285S-Austausch auf (rot), jedoch besitzen sie
unterschiedliche stille Mutationen. Die stillen Mutationen sind fiir nur einen Klon dargestellt (rot).
Stille Mutationen (*), Primer-bedingter Austausch im Stop-Codon (Stop).

Formiatdehydrogenase Basen-Austausche AS-Austausche
C23S G68C 23S
93T A31*
(Templat) C156T S52*
G1053T G351*
G1095A Stop*
C23S/F285S G68C 23S
93T A31*
C156T S$52*
T213A P71*
78196 $273*
T864C F285S
T1050C N350*
G1053T G351*
G1095A Stop*

Der F285S-Austausch liegt, wenn man die Aminosduresequenz der bekannten NAD-
abhéngigen FDHs vergleicht, in einer hochkonservierten Region der Cofaktor-bindenden
Domaine (Tabelle 32). Drei Aminosdureseitenketten aus diesem Bereich befinden sich im
aktiven Zentrum und eine dieser Aminosduren, Glutamin 282 (Pseudomonas sp. 101-
Sequenz: Glutamin 313), ist an der Cofaktor-Bindung beteiligt. Die Cofaktor-bindende
Domine ist verantwortlich fiir die Erkennung und Bindung des Cofaktors und ihre Struktur
ist, im Gegensatz zur katalytischen Doméne, innerhalb der Familie der NAD-abhingigen
Dehydrogenasen konserviert [Lamzin et al., 1992; Kutsenko et al., 1994].

Da der berechneten 3D-Struktur der Candida boidinii-FDH sowohl am N-, als auch am
C-Terminus einige Aminosduren fehlen (Tabelle 23), konnte der Deckel iiber dem
Substratkanal nicht abgebildet werden. Deshalb wird der F285S-Austausch in den
folgenden Abbildungen anhand der Holo-Kristallstruktur der Pseudomonas sp. 101-FDH
dargestellt.

Die Darstellung des Austausches zeigt, daBl das Phenylalanin 285 am FEingang des
Substratkanals liegt und mit dem Deckel, der das aktive Zentrum abschlief3t, interagieren
kann (Abbildung 60). Das Serin 285 indessen kann mit dem Deckel nicht mehr in
Verbindung treten. Moglicherweise gestattet dies einen schnelleren Substrateintritt in das
bzw. schnelleren Produktaustritt aus dem aktiven Zentrum, da der Deckel nicht mehr
richtig fixiert wird und somit schneller beim Wechsel von der Apo- zur Holo-

Konformation aufspringen kann (Abbildung 5).
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Tabelle 32: Darstellung der Aminosauresequenz der bekannten NAD-abhdngigen FDHs aus
verschiedenen Organismen. Es ist zu erkennen, dal® das Phenylalanin 285 in einem hochkonservierten
Bereich liegt, die Numerierung entspricht der Candida boidinii-Sequenz. Gleiche Aminosauren (rot),
ahnliche Aminosauren (griin), unterschiedliche Aminosauren (schwarz), Aminosauren im aktiven
Zentrum (X).

Organismus FDH-Sequenz
285
Candida boidinii GYGGDVWFPQPAPKDHPWRDM
Hansenula polymorpha GYGGDVWFPQPAPKDHPWRSM
Aspergillus nidulans GYGGDVWFPQPAPKEHPLRYA
Neurospora crassa GYGGDVWFPQPAPQDHPLRYA
Solanum tuberosum GYSGDVWYPQPAPKDHPWRYM
Pseudomonas sp. 101 GYAGDVWFPQPAPKDHPWRTM
Morxella sp. GYAGDVWFPQPAPNDHPWRTM
Saccharomyces cerevisiae GYGGDVWDKQPAPKDHPWRTM
XX X

Da der F285S-Austausch allerdings in unmittelbarer Ndhe des aktiven Zentrums liegt, wire
es auch denkbar, dall allein Konformationsanderungen der katalysierenden Aminoséuren
durch das Serin 285 hervorgerufen werden, die dann zu einem beschleunigten Ablauf der
Reaktion fiihren.

5.3.3.2 Kinetische Parameter

Um die Auswirkungen des Aminosdureaustausches bestimmen zu konnen, wurden die
kinetischen Parameter der C23S/F285S-FDH untersucht (Abbildung 61). Die spezifische
Aktivitdt V., der C23S/F285S-FDH ist im Vergleich zum Templat C23S-FDH um den
Faktor 1,7 erhoht (Tabelle 33). Die Kj,-Werte haben sich ungefdhr um den Faktor 2 erhoht.
Die Inhibitionskonstante K; des NADHs ist in etwa gleich geblieben. Es ist eine
UberschuBinhibierung, sowohl beim Formiat, als auch beim NAD, bei sehr hohen
Substratkonzentrationen zu erkennen.
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Abbildung 60: Darstellung des Aminosaureaustausches F285S in der Pseudomonas sp. 101-Struktur.
Dargestellt ist eine Untereinheit mit gebundenem Cofaktor NAD und die Aminosauren Phenylalanin
285 (oben) bzw. Serin 285 (unten). Der Substratkanal (S) liegt in der Mitte der Untereinheit und ist
nach oben hin gedffnet. Zu erkennen ist, dafd der Kanal von einem Deckel (D) abgeschlossen wird.
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Damit ergibt sich fiir das k../(Ky - Ky)-Kriterium der C23S/F285S-FDH der Wert von
6-10° s M M und er ist damit um den Faktor 2,3 kleiner als bei der C23S-FDH. D.h.,
die getroffenen Annahmen beziiglich der Erh6hung der Wechselzahl k.., mit gleichzeitiger

Erhohung der Affinitdtskonstanten K, sind tatséchlich eingetreten.

5.3.3.3 Thermostabilitat

Die Thermostabilitdt der C23S/F285S-FDH ist mit 51,6°C im Vergleich zum Templat
C23S-FDH mit 51,7°C nicht verdndert (Tabelle 34). Der Austausch des Phenylalanins zum

Serin hat somit keinen Einflufl auf die Konformationsstabilitét.
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Tabelle 33: Vergleich der kinetische Parameter der C23S-FDH und der C23S/F285S-FDH. Die
Bestimmung der kinetischen Parameter erfolgte bei 30°C. Von H. Slusarczyk bestimmt (*) [Slusarczyk,
1997]; nicht bestimmt (n.b.).

Parameter C23S-FDH C23S/F285S-FDH
Vinex 55U mg’ 9,1 Umg"
K 375" 6,15
K, Formiat 6 mM* 14 mM
Ky NAD 45 uM* 73 UM
K; NADH 17 uM* 22 M
K; Formiat n.b. 17M
k;NAD n.b. 140 mM
Koo (K - Ki) 1,4-10s"M' M 6-10°s" M M

5.3.4 Weitere Verbesserung der spezifischen Aktivitat

Ausgehend von der C23S/F285S-FDH als Templat, wurde eine erneute Genbibliothek mit
Hilfe der Error-Prone PCR, mit einer Mutationsrate von 1 — 2 Aminosadureaustauschen,
durchgefiihrt und ca. 30.000 Klone im qualitativen Screening untersucht. Davon wurden
ca. 300 aktive Klone, die eine deutliche Hofbildung aufwiesen, isoliert und im
quantitativen Screening weiter untersucht. Die vier aktivsten Klone wurden isoliert und

anschlielend charakterisiert.

Keiner dieser vier Klone exprimiert mit 6,4 — 7,0 U mg'1 ein FDH-Mutein mit einer
hoheren spezifischen Aktivitét als das Templat C23S/F285S-FDH.

5.4 Diskussion

Soweit literaturbekannt, ist bisher noch nicht versucht worden, die spezifische Aktivitét
eines Enzyms wéhrend eines Screenings bei der gerichteten Evolution zu messen, um
damit gezielt nach katalytisch aktiveren Muteinen suchen zu konnen. Bisher wurde beim
Screening die Volumenaktivitdten bestimmt und die Proteinexpression des Zielproteins in
allen Klonen als konstant angesehen. Mit dieser Vorgehensweise konnen jedoch nur
signifikante Anderungen beziiglich der spezifischen Aktivitit erkannt werden, wie sie bei

der Suche nach aktiveren Klonen mit unnatiirlichen Substraten oder in organischen
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Tabelle 34: T.-Werte der C23S/F285S-FDH und des Templats C23S-FDH.

Formiatdehydrogenase T.,-Wert (20 min) [°C]
C23S 51,7
C23S/F285S 51,6

Losungsmitteln zu erwarten sind, da hier die Ausgangsaktivitidten sehr gering sind und
kleine Verbesserungen sich deshalb gleich in mehreren GrdéfBenordnungen bemerkbar
machen [Kuchner & Arnold, 1997; Arnold, 2001].

Die FDH ist jedoch ein, auf seine zu katalysierende Reaktion hin optimiertes Enzym und
grole Verbesserungen durch wenige Aminosdureaustausche sind folglich nicht zu
erwarten. Daher war es nétig, eine Screening-Methode zu entwickeln, bei der die zu
erwartenden geringen Verbesserungen der spezifischen Aktivitit der Klone zuverldssig

wéhrend des Screenings bestimmt werden konnen.

Das entwickelte qualitativen Screening erlaubt es, auf einer Agarplatte den Phinotyp zu
erkennen und gleichzeitig den Genotyp isolieren zu konnen. Mit diesem High-Throughput-
Screening ist das Durchmustern von Mutantenbibliotheken mit bis zu 10° Klonen méglich,
ganz im Gegensatz zu den beschriebenen Verfahren auf Nitrozellulose, bei denen nur
relativ kleine Bibliotheken durchmustert werden konnen und eine Master-Platte notwendig
ist [Allen & Holbrook, 2000].

Mit dem entwickelten quantitativen Screening kann die spezifische Aktivitit der FDH-
Muteine bestimmt werden. Dies erfolgt nach Affinitdtsadsorption durch Bestimmung der

Volumenaktivitat und der Proteinkonzentration.

Obwohl eine durchschnittliche Mutationsrate von ca. 7 Aminosédureaustauchen pro Gen
(1095 bp) eingestellt wurde, fiihrte letztlich ein einziger Aminosédureaustausch (F285S),
der bei allen vier sequenzierten Muteinen gefunden wurde, zu einer verbesserten Aktivitt.
Die gleiche Beobachtung wurde bei der TEM-1 f-Lactamase gemacht, obwohl hier noch
hohere Mutationsraten (10 — 30 Austausche/1.000 Nukleotide) eingestellt wurden [Zaccolo
& Gherardi, 1999]. Bei fast allen Muteinen fand ein G238S-Austausch statt. Erst in den
nachfolgenden Selektionsrunden filihrten gleichzeitig mehrere Austausche zu einer
Verbesserung. Bei beiden Enzymen scheint sich der erste, dominante Einflul eines

Austausches bemerkbar zu machen.

Bei der Bacillus subtilis p-Nitrobenzylesterase wurde die Thermostabilitdt signifikant mit

einem Anstieg des T,-Wertes um 14°C erhoht, ohne dall es zu einer Erniedrigung der



118 5. Erh6hung der spezifischen Aktivitat

spezifischen Aktivitdt bei Raumtemperatur kommt. Bisher war man davon ausgegangen,
daB eine erhohte Thermostabilitét eine gleichbleibende katalytische Aktivitét bei niedrigen
Temperaturen ausschlieft [Giver ef al., 1998; Arnold et al., 2001]. In dieser Arbeit konnte
nun gezeigt werden, dal der Umkehrschluf3 auch nicht zutrifft. Die spezifische Aktivitit
der C23S-FDH wurde um den Faktor 1,7 erhdht, der Tso-Wert ist jedoch im Vergleich zum
Templat mit 51,6°C nahezu unverindert. Beide Beispiele zeigen, dall die Aktivitdt und die

Stabilitét eines Enzyms dementsprechend nicht miteinander korreliert zu sein scheinen.

Die vier besten Klone, die aus dem quantitativen Screening hervorgingen, weisen
unterschiedliche stille Mutationen auf. Gemeinsam ist ihnen aber, daf} sie einen F285S-
Austausch besitzen. Dal vier mal der gleiche Austausch — selbe Position, selbe
Aminosdure — in verschiedenen Klonen gefunden wird ist ungewo6hnlich und deutet auf
eine fiir die Katalyse wichtige Position hin, wie auch der Umstand, da3 das Phenylalanin
285 in einer hochkonservierten Region, die Aminosduren im aktiven Zentrum aufweist,
liegt (Tabelle 32). Um diese Position weiter zu untersuchen, konnte eine

Sattigungsmutagenese durchgefiihrt werden.

Eine zweite Generation, mit der C23S/F285S-FDH als Templat, bei der 30.000 Klone
gescreent wurden, brachte kein Mutein mit einer weiter verbesserten spezifischen Aktivitét
hervor. D.h., die Erhéhung der spezifischen Aktivitit der FDH ist mit einzelnen
Aminosdureaustauschen nur schwer durchzufiihren. Moglicherweise konnten mit Hilfe des
DNA-Family-Shufflings mit homologen Dehydrogenasen, welches die natiirliche
Rekombination durch die homologe in vitro-Rekombination von Genen imitiert, weitere

Verbesserungen erzielt werden [Crameri ef al., 1998].
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6.1 Motivation und Zielsetzung

Die Formiatdehydrogenase (FDH) aus Candida boidinii wird zur in situ-Regenerierung des
Cofaktors NAD in der industriellen Biokatalyse eingesetzt [Kula & Wandrey, 1987; Liese
et al., 2000]. In dieser Arbeit sollten weitere Moglichkeiten untersucht werden, die FDH
fiir die Anwendung in der organischen Chemie zu optimieren, wie die vereinfachte
Herstellung des Katalysators (Produktion und Aufarbeitung), die Erhohung der
ProzeBstabilitit (Stabilititsuntersuchungen) und die Verbesserung der katalytischen
Aktivitit (Erhéhung der spezifischen Aktivitdt).

6.2 Produktion und Aufarbeitung
6.2.1 Produktion

Fir Anwendungen in groBerem MaBstab sollte die FDH in ausreichenden Mengen
verfiigbar sein. Gegenwirtig wird die kommerziell erhéltliche NAD-abhidngige FDH
hauptsidchlich mit Hilfe der Hefe Candida boidinii gewonnen, mit ihr kann eine Raum-
Zeit-Ausbeute an FDH von 150 U I'' h! erzielt werden [Weuster-Botz & Wandrey, 1995].
Zu diesem Verfahren existiert ein geeignetes Aufarbeitungsverfahren [Kroner et al., 1982
a; Kroner et al., 1982 b; Cordes & Kula, 1986].

Im Vergleich zu dem bisherigen FDH-Produktionsverfahren zeichnet sich die in dieser
Arbeit entwickelte rekombinante Produktion der FDH in Escherichia coli mittels
Hochzelldichtekultivierung durch eine hohe Produktivitit von 1.600 U I h™ aus (Tabelle
35). Die entwickelte Hochzelldichtekultivierung besitzt damit gegeniiber dem bisher besten

Verfahren eine um 1.100% gesteigerte Produktivitét.
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Tabelle 35: Raum-Zeit-Ausbeuten an FDH der Kultivierungsverfahren mit der Hefe Candida boidinii von
Weuster-Botz [Weuster-Botz et al., 1994; Weuster-Botz & Wandrey, 1995] und der in dieser Arbeit
neuentwickelten rekombinanten Produktion in Escherichia coli mittels Hochzelldichtekultivierung im
Vergleich.

Produktionsverfahren FDH-Raum-Zeit-Ausbeute [U I h']
Weuster-Botz et al., 1994 100
Weuster-Botz & Wandrey, 1995 150
neuentwickeltes Verfahren 1.600

Die hochsten erzielten Konzentrationen an exprimiertem rekombinanten Protein in
Hochzelldichtekultivierungen liegen in einem Bereich von 5 — 7 g 1" (Tabelle 36). Durch
langjdhrige Optimierung ist es gelungen, ein Verfahren zu entwickeln, mit dem
19 g I"" an rekombinantem Protein hergestellt werden konnen [Strandberg et al., 1994]. Im
Vergleich dazu zdhlt die in dieser Arbeit entwickelte rekombinante FDH-Produktion
mittels Hochzelldichtekultivierung mit einer Konzentration von 6,0 g 1" an rekombinantem

Protein zu den produktivsten der bisher beschriebenen Verfahren.

Tabelle 36: Produktivste beschriebene Verfahren zur Herstellung rekombinanter Proteine in Escherichia
coli im Vergleich [Lee, 1996 (1); Shin et al., 1997 (2); Lim & Jung, 1998 (3); Schmidt et a/., 1999 (6);
Choi et al., 2000 (7)].

Protein Proteinkonzentration [g I''] Ref.
ProteinA-B-Galactosidase 19.2 1
Interferon-y 7.4 3
Humanes Mini-Proinsulin 7.0 2
Bacillus thuringiensis-Toxin 6.6 1
Candida boidinii-Formiatdehydrogenase 6.0
Humanes Proapo A-l 6.0 1
Humanes a-Konsensus-Interferon 56 1
Alkalische Phosphatase 52 7

Humanes Insulin 45 6
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6.2.2 Aufarbeitung

Das Aufarbeitungsprotokoll fiir die FDH aus Candida boidinii [Kroner et al., 1982 a;
Kroner et al., 1982 b; Weuster-Botz et al, 1994] konnte an die rekombinante
Hochzelldichteproduktion in Escherichia coli JM105 adaptiert und Vereinfachungen bzw.
Verbesserungen verwirklicht werden. Zum einen konnte auf die Hitzedenaturierung
verzichtet ~werden, zum anderen ein  hoherer Reinheitsgrad mit dem
Chromatographieschritt erzielt werden. Statt einer Reinheit mit dem bisherigen Verfahren
von 30 — 50% konnten mit dem adaptierten Verfahren nun 60 — 80% mit einer Ausbeute

von 70% erreicht werden.

Dariiber hinaus wurde ein neues Verfahren entwickelt, welches sich durch weitere
Vereinfachungen in der Aufarbeitung auszeichnet. Sowohl die Zellseparation nach der
Kultivierung, als auch der mechanische ZellaufschluB3 fallen hier weg. Statt dessen werden
die Zellen direkt in der Kultivierungslosung mit PEG 400 aufgeschlossen. Somit werden
die Gerite Separator bzw. Homogenisator nicht mehr bendtigt (Tabelle 37). Dies fiihrt
einerseits zu einer wesentlich verkiirzten Aufarbeitungsdauer und andererseits zu einem

geringeren Geréteeinsatz.

Die Abtrennung der Zellbruchstiicke in dem neuentwickelten Verfahren erfolgt durch
Extraktion mit einem 2-Phasen-System. An Stelle des Chromatographieschrittes wurde
eine einfache PEG-Féllung etabliert. Von Vorteil ist hier die verkiirzte Aufarbeitungsdauer,
da  bisher vor bzw. nach dem  Chromatographieschritt
Ultrafiltrationsschritte notig waren. Nach dieser Aufarbeitung lag die FDH zu 30 — 40%

gereinigt vor und es konnten Ausbeuten von 62% erzielt werden.

zeitaufwendige

Tabelle 37: Vergleich des Candida boidinii-, des adaptierten und des neuentwickelten Verfahrens.

Grundoperation  Candida boidinii- Adaptiertes Neues
Verfahren Verfahren Verfahren
ZellaufschluR Mechanisch mit Mechanisch mit PEG-Aufschluf3
Kugelmiihle/ Kugelmiihle/

Proteinreinigung
Zellabtrennung
PEG-Abtrennung
PEG-Abtrennung
Proteinreinigung
Volumenreduktion

Homogenisator
Hitzedenaturierung
2-Phasen-System
2-Phasen-System
Ultrafiltration
Chromatographie

Ultrafiltration

Homogenisator

2-Phasen-System

2-Phasen-System
Ultrafiltration

Chromatographie

Ultrafiltration

2-Phasen-System

PEG-Fallung
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6.3 Stabilitatsuntersuchungen

Fiir die Anwendung der Enzyme in technischen Verfahren ist es wichtig, daf} sie u.a. eine
hohe Stabilitdt unter Proze8bedingungen, d.h. physiologisch uniiblichen Bedingungen, wie
hohe Temperaturen, extreme pH-Werte und Anwesenheit von organischen Losungsmitteln,

Detergentien und Oxidantien, aufweisen.

Aufgrund der groen Sequenzhomologie zwischen der Candida boidinii-FDH und anderer,
bereits kristallisierter Dehydrogenasen, wurde eine Homologiemodellierung der Struktur
der Candida boidinii-FDH durchgefiihrt. Anhand dieses Modells konnte die Lage der
Cysteine untersucht werden, welche in den Mutanten zum Teil oder vollstindig durch
andere Aminosduren ersetzt sind. Das Cystein 262 liegt nach diesem Modell zwar an der
Oberfliche des Enzyms, die Seitenkette mit dem Schwefelatom zeigt allerdings ins
Proteininnere und ist somit der Oxidation nicht zugénglich, solange das Protein gefaltet
vorliegt. Dagegen liegt das Cystein 23 nach dem Homologiemodell tatsdchlich an der

Oberfldche des Enzyms und kann deswegen leicht oxidiert werden.

Es wurde die Konformationsstabilitit, d.h. die physikalische Stabilitit in Form der
Thermoinaktivierung gemessen und die Halbwertszeiten der Cystein-defizienten FDH-
Muteine bestimmt. Dabei stellte sich heraus, da3 die WT-FDH das thermostabilste Enzym,
gefolgt von der C23S-FDH ist (Tabelle 38).

Mit Hilfe von Wasserstoffperoxid wurde die Anfélligkeit der FDH-Muteine gegeniiber der
Oxidation zur Sulfin- bzw. Sulfonsdure untersucht. Es zeigte sich, dal die WT- und die
C262V-FDH weniger stabil als die C23S-, C23S/C262V- und C23S/C262A-FDH sind
(Tabelle 38). Dieses Ergebnis stimmt gut mit den Vorhersagen des Homologiemodells
iiberein. Die WT- und die C262S-FDH besitzen an ihrer Oberfliche das leicht zugéngliche

Cystein 23 und kdnnen so schnell oxidiert und damit inaktiviert werden. Bei den {ibrigen

Tabelle 38: Vergleich der physikalischen und der chemischen Stabilitdt der WT-FDH und der Cystein-
defizienten FDH-Muteine sowie ihrer katalytischen Aktivitat.

t,, [min]
Formiatdehydrogenase 50°C H,0, Cu?* k, [s]
WT 281 33 38 4,2
C23S 42 7.3 657 37
C262v 13 24 20 38
C235/C262V 3 6.9 68 33

C23S/C262A 8 7.8 155 34
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Abbildung 62: Inaktivierungsprozesse bei der FDH. Das native Homodimer der FDH (1) kann ber die
Cysteine 23 durch intermolekulare Disulfidbriicken kovalent verbunden werden (2). Andererseits kann
ein entfaltetes Monomer der FDH durch intramolekulare Disulfidbriicken verbunden werden (3).

Muteinen ist das Cystein 23 durch ein Serin ersetzt und das im Proteininneren liegende
Cystein 262 ist bei der C23S-FDH vor Oxidation geschiitzt oder bei den Doppelmutanten
nicht mehr vorhanden. Auch die PAGE-Untersuchungen bestitigen diese Ergebnisse. Die
Oxidation der WT- und der C262V-FDH konnte durch eine Bandenverschiebung im Gel
nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse legen nahe, da3 das an der Oberfldche des nativen
Enzyms vermutete Cystein 23 der Oxidation zugénglich ist, nicht aber das im inneren
liegende Cystein 262.

Die Einfachmutante C23S-FDH weist eine wesentlich hohere Stabilitdit gegeniiber
Kupfer(Il)-lonen als die WT-FDH auf, die Oxidation des Cystein 23 wird durch
Kupfer(Il)-lonen katalysiert (Tabelle 38). Die Einfachmutante C262V-FDH dagegen
besitzt eine dhnliche Stabilitdt gegeniiber Kupfer(Il)-lonen wie die WT-FDH. Dariiber
hinaus konnen bei der WT- und C262V-FDH in der nativen PAGE kovalent gebundene
Homodimere beobachtet werden, nicht aber bei den Muteinen mit C23S-Austausch
(Abbildung 62). Auch diese Untersuchungen deuten darauf hin, dafl das Cystein 23 an der
Oberfldche des nativen Enzyms liegt und der Oxidation zugénglich ist, nicht aber das im
inneren liegende Cystein 262.
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Um den Inaktivierungsmechanismus der FDH unter Standardbedingungen zu untersuchen,
wurde eine lber ein Jahr gelagerte Enzymcharge verwendet. Hier konnte gezeigt werden,
daB die in nativer Form als Homodimer vorliegende FDH zum Teil durch intramolekulare
Disulfidbriickenbindung zu einem Homotetramer, welches iiber C23-C23-Disulfidbriicken
kovalent verbunden ist, modifiziert wurde. Ein anderer Teil der FDH lag als Monomer in
entfalteter Form, wahrscheinlich durch eine intermolekulare C23-C262-Disulfidbriicke
verbunden, vor (Abbildung 62).

Zusammenfassend 14Bt sich sagen, da die Einzelmutante C23S-FDH beziiglich der

Oxidationsstabilitit das Mutein mit den gilinstigsten Eigenschaften ist.

6.4 Erhéhung der spezifischen Aktivitat

Die FDH aus Candida boidinii besitzt, wie alle bisher bekannten NAD-abhingigen FDHs
mit 6 U mg" eine relativ geringe katalytische Aktivitit. Dagegen sind NAD-abhingige
Dehydrogenasen mit wesentlich hoheren Wechselzahlen bekannt, wie z.B. die

Leucindehydrogenase aus Bacillus cereus mit 340 U mg™' [Ansorge & Kula, 2000 a].

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine FDH mit hoherer katalytischer Aktivitit mittels der
Methode der gerichteten Evolution zu finden. Hinzu wurde ein High-Throughput-
Screening entwickelt, mit dem aktive Klone mit Hilfe eines qualitativen Screenings
(Ja/Nein-Selektion) detektiert werden konnen. Mit diesem Verfahren ist es moglich, den
Phénotyp, d.h., aktive von nicht aktiven Klonen unterscheiden zu kénnen und gleichzeitig
den Genotyp von der Screening-Platte isolieren zu koénnen. Damit kann die grofle Zahl
inaktiver Klone, die durch die High-Frequency-Zufallsmutagenese bedingt ist, aussortiert

werden, um nur die aktiven Klone dem quantitativen Screening zu unterziehen.

Im quantitativen Screening wurde die spezifische Aktivitit der Muteine bestimmt. Dazu
wird die FDH mit Hilfe der Affinitétsadsorption, bei der nur Nukleotid-bindende Proteine
binden konnen, nahezu homogen gereinigt. Zur Berechnung der spezifischen Aktivitit

wird die Volumenaktivitdt und die Proteinkonzentration der gereinigten FDH bestimmt.

Mit Hilfe dieser beiden Screening-Verfahren wurden ca. 200.000 Klone untersucht. Durch
das qualitative Screening konnten ca. 1.500 aktive Klone isoliert werden, die dann im
quantitativen Screening weiter untersucht wurden. Aus diesem quantitativen Screening
ging eine aktivere Mutante hervor, die einen Austausch des Phenylalanins 285 zum Serin
besitzt. Dieses Mutein besitzt eine 1,7-fach hohere Aktivitét als das Templat C23S-FDH.
Gleichzeitig sind die K- und K;-Werte nahezu verdoppelt (Tabelle 39).
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Tabelle 39: Kinetische Parameter des Templats C23S-FDH und der C23S/F285S-FDH. Die Bestimmung
der kinetischen Parameter erfolgte bei 30°C. Von H. Slusarczyk bestimmt (*) [Slusarczyk, 1997].

Parameter C23S-FDH C23S/F285S-FDH
Vo 55Umg? 9,1Umg’
K. 375s" 6,1’
K,, Formiat 6 mM* 14 mM
K, NAD 45 uM* 73 uM
K. NADH 17 uM* 22 uM

Bisher war man davon ausgegangen, dal eine erhohte Thermostabilitit eine
gleichbleibende katalytische Aktivitdt bei niedrigen Temperaturen ausschliefit. Bei der
Bacillus subtilis p-Nitrobenzylesterase jedoch wurde die Thermostabilitdt signifikant mit
einem Anstieg des 7,-Wertes um 14°C erhoht, ohne dafl es zu einer Erniedrigung der
spezifischen Aktivitdt bei Raumtemperatur kommt [Giver ef al., 1998; Arnold et al., 2001].
In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, da3 der Umkehrschluf3 auch nicht zutreffend
ist. Die spezifische Aktivitit der C23S-FDH wurde um den Faktor 1,7 erhoht, der 7s5o-Wert
ist jedoch im Vergleich zum Templat mit 51,6°C nahezu unveridndert. Beide Beispiele
zeigen, daBl die Aktivitit und die Stabilitdt eines Enzyms nicht miteinander korreliert zu

sein scheinen.

Eine zweite Generation, mit der C23S/F285S-FDH als Templat, bei der 30.000 Klone
gescreent wurden, brachte kein Mutein mit einer weiter verbesserten spezifischen Aktivitét

hervor.






7 Material und Methoden

7.1 Material
7.1.1 Gerate

Tabelle 40: Verwendete Geréte.

Verwendungszweck

Geréat

Bildverarbeitung
Chromatographie
Elektrophorese

Elektroporation
Gefriertrocknung

PCR
Spektroskopie

Thermostabilitat
3D-Visualisierung
Zellaufschluf®

Zellkultivierung
Zentrifugation

Eagle Eye Il Videosystem, Stratagene (Amsterdam, NL)
FPLC, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D)

Protein-Elektrophoresekammer, Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen, D)
DNA-Elektrophorese GNA 100, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D)

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

Lyophille LyoVac GT3, Leybold Heraeus GmbH (KéIn, D)
Speed-Vac-Konzentrator Univapo 150H, UniEquip (Miinchen, D)

Primus 96 plus, MWG-Biotech AG (Ebersberg, D)

UVNVIS-Spektralphotometer 16 A, Shimadzu Deutschland GmbH (Duisburg, D)
UV/VIS-Spektralphotometer DU 650, Beckman Instruments GmbH (Miinchen, D)
SpectraMax plus, Molecular Devices GmbH (Miinchen, D)

Robocycler, Stratagene (Amsterdam, NL)
Graphikkarte Gloria Il und 3D-Brille Revelator, Elsa AG (Aachen, D)

Desintegrator S, Bernd Euler Biotechnolgie (Frankfurt a.M., D)
Utraschallstab Sonopuls HD60, Bandelin electronic GmbH & Co. KG (Berlin, D)
Schwingmiihle, Retsch GmbH & Co. KG (Haan, D)

Kugelmiihle LME 0,5, Netsch GmbH (Selb, D)

30 |-Bioreaktor, Infors AG (Bottmingen/Basel, CH)

Centrifuge 5415 C, Eppendorf AG (Hamburg, D)
Centrifuge 5415 D, Eppendorf AG (Hamburg, D)
Mikro 22 R, Hettich AG (Bach, CH)
Rotina 35 R, Hettich AG (Bach, CH)
Sorvall RC5B, Kendro Laboratory Products GmbH (Diisseldorf, D)
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7.1.2 Chemikalien

Tabelle 41: Verwendete Chemikalien.

Art Chemikalien

Chemikalien die Chemikalien waren mindestens von p.a.-Qualitat und stammen i.d.R. von:
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen, D)
Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe, D)
Merck Eurolab GmbH (Bochum, D)
die Affinitatsadsorptionsmatrix rote Sepharose wurde von U. Reichert,
Inst. f. Enzymtechnologie, zur Verfligung gestellt [Reichert et al., 2001]

Kits Alkalische Shrimps Phosphatase, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)
DNA-Marker (1 kb-Leiter), GibcoBRL Life Technologies GmbH (Karlsruhe, D)
dNTPs, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D)
Plasmid Praparation, Qiagen GmbH (Hilden, D)
Restriktionsenzyme Eco Rl und Pst |, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)
T4-DNA-Ligase, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D)
Tag-DNA-Polymerase, GibcoBRL Life Technologies GmbH (Karlsruhe, D)

Mikroorganismen Escherichia coli JM101, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D)
Escherichia coli JM105, Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg, D)

Primer pBTacF1 (5°-TGC CTG GCA GTT CCC TAC TC-3'), MWG-Biotech AG (Ebersberg, D)
pBTacR1 (5-GGT ATG GCT GTG CAG GTC GT-3'), MWG-Biotech AG (Ebersberg, D)

Vektor pBTac2, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D)

Plasmide pBTac2-FDH-Konstrukte WT-, C23S-, C262V-, C23S/C262V- und C23S/C262A-FDH
wurden von H. Slusarczyk, Inst. f. Enzymtechnologie, zur Verfiigung gestellt
[Slusarczyk, 1997]

7.2 Methoden
7.2.1 Mikrobiologische Methoden
7.2.1.1 Stammhaltung

Zur Anzucht werden LB-Medium (1% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl; mit
NaOH auf pH 7,5 eingestellt) und LB-Agarplatten (1,6% Agar, 1% Bacto-Trypton,
0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl; mit NaOH auf pH 7,0 eingestellt) verwendet. Zur Selektion
wird dem LB-Medium, als auch den LB-Agarplatten Ampicillin (100 mg 1) nach dem
Abkiihlen auf unter 60°C zugegeben.

Zur Lagerung werden die Escherichia coli JM101- und Escherichia coli IM105-Zellen mit
einem sterilen Zahnstocher von LB-Agarplatten abgenommen und {iber Nacht bei 37°C in
einer 5 ml-Kultur mit LB-Medium angezogen. Die so gewonnene Bakterienkultur kann

lagerungsfahig gemacht werden, indem zu 200 pl der Kultur 200 pl 87%iges (v/v)
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Glycerin gegeben wird und das Aliquot anschlieBend bei —80°C eingefroren wird. Zur
Weiterverwendung werden die Zellen nach dem Auftauen in LB-Medium im
Schiittelkolben angezogen, anschlieBend auf LB-Agarplatten vereinzelt und bei 37°C iiber
Nacht wachsen gelassen. Die bewachsenen LB-Agarplatten konnen bei 4°C mehrere

Wochen gelagert werden.

7.2.1.2 Expression im Schuttelkolben
7.2.1.2.1 Herstellung

Die rekombinanten FDH-Gene werden im 0,2 1-Maf3stab in Escherichia coli JM105,
pBTac2 exprimiert. Dem verwendeten LB-Medium wurden zum Screening
100 mg 1" Ampicillin zugesetzt (LB -Medium) und mit 2 % (v/v) einer Ubernachtkultur
angeimpft. Die Zellen werden dann im Schiittelkolben mit Schikanen bei 37°C und
120 rpm auf einem Reziprokschiittler kultiviert und bei einer ODgyy von 0,6 — 0,8 mit
I mM IPTG induziert. Die Expressionsdauer betrdgt ca. 15 h. AnschlieBend werden die
Zellen durch Zentrifugation (4.400 g, 15 min, 4°C) geerntet und bei —20°C bis zur weiteren
Aufarbeitung gelagert.

7.2.1.2.2 ZellaufschluR

Es wird zunichst eine 40%ige (w/w) Zellsuspension mit 100 mM KP;-Puffer hergestellt.
Der Zellaufschlu3 kann mechanisch mittels Glasperlen (@ 0,3 mm) durchgefiihrt werden.
Dazu wird der Zellsuspension die doppelte Menge an Glasperlen zugegeben, der
Aufschlufl erfolgt dann je nach Volumen mit einer Schwingmiihle, Retsch (1 — 2 ml)
[Hummel et al., 1989 b], durch Vortexen in einem Zentrifugenréhrchen (5 — 10 ml), im
Desintegrator, B. Euler Biotechnologie (10 — 50 ml) oder mit der Kugelmiihle LME 0,5,
Netsch (bis 15 I). Bei kleinen AufschluBvolumina (< 1 ml) kénnen die Zellen auch mit

einem Ultraschallstab, Bandelin, aufgeschlossen werden.

Nach dem ZellaufschluB wird die Zellsuspension bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand
weiter verwendet.

7.2.2 Biochemische Methoden
7.2.2.1 Aktivitatsbestimmung

Die FDH katalysiert die Umsetzung von Formiat und NAD zu CO, und NADH. Die
NADH-Bildung kann photometrisch bei einer Wellenldinge von 340 nm verfolgt werden.
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Die Zunahme der Extinktion wird bei 30°C iiber eine Minute verfolgt und die Aktivitét mit
Hilfe des Lambert-Beer’schen Gesetzes aus der Steigung berechnet (Gleichung 28). Wenn
ein umol NAD pro Minute zu NADH reduziert wird, entspricht dies der Aktivitit von
einem Unit (U).

AE
4, P f (28)

Die Na-Formiat-Konzentration im Testansatz betrug 200 mM, die NAD-Konzentration
2 mM und die Kaliumphosphat-Konzentration 100 mM pH 7,5. Die Volumenaktivitét der
FDH kann in einem Konzentrationsbereich von 5 bis 40 mU ml™ linear vermessen werden.

Bei der Aktivititsbestimmung in der Kiivette betrdgt das Volumen des Assays 1 ml und
das der Probe 33 pl, bei der Aktivititsbestimmung in der Mikrotiterplatte werden zu
100 pl Assay-Volumen 100 pl Probe zugegeben.

7.2.2.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt photometrisch in 1 ml-Einmalkiivetten
nach Bradford [Bradford, 1976]. Anhand einer Eichgeraden mit BSA, Fraktion V, als
Standard wird die Proteinkonzentration durch Messung der Absorption bei einer

Wellenldnge von 595 nm bestimmt.

7.2.2.3 Gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine
7.2.2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgt im diskontinuierlichen
System nach Laemmli [Laemmli, 1970] in einer vertikalen Gelelektrophorese-Kammer,
teilweise unter denaturierenden (bei 95°C fiir 2 min) und/oder reduzierenden (DTT)
Bedingungen durch die Natriumdodecylsulfat- (SDS-) Polyacrylamidgelelektrophorese
(PAGE).

Es wurden ausschlieBlich lineare Trenngele mit 6 — 12% (v/v) Acrylamid verwendet. Den
Proben wird 2x Laemmli-Probenpuffer zugegeben und es werden 20 — 40 pl der Proben
mit ca. 2 g Protein 1" aufgetragen. Die leeren Probentaschen werden mit entsprechendem

Volumen an 2x Laemmli-Probenpuffer gefiillt. Die Elektrophorese erfolgt ca. 80 min bei
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40 mA und 15°C. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine werden sie im
Gel gefarbt.

Zur Bestimmung des Molekulargewichts im Gel wird der Premixed Standard, Roche

Diagnostics, verwendet.

7.2.2.3.2 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Die native PAGE wird entsprechend der SDS-PAGE durchgefiihrt, jedoch ohne Zugabe
von SDS.

7.2.2.3.3 Proteinfarbung im Gel

Zur Farbung werden die Gele in Coomassie Brillant Blue R-250-Losung gelegt und fiir
30 min geschiittelt. AnschlieBend wird die Fiarbelosung abgegossen und die

Entfarberlosung zugegeben. Die Gele werden mehrere Stunden entfarbt [Limmli, 1970].

7.2.2.3.4 Aktivitatsfarbung im Gel

Die Aktivitatstarbung im Gel wird modifiziert nach Gabriel [Gabriel, 1971] durchgefiihrt.
Das Gel wird fiir 10 min in 100 mM KP;-Puffer pH 7,5 gelegt und anschlieend im
Dunkeln gefiarbt (100 mM KPj-Puffer pH 7,5, 100 mM Na-Formiat, 0,8 mM NAD,
30 mg I Phenazinethosulfat, 0,4 g I"! Nitrotetrazoliumblau-Chlorid). Danach wird zur
Entfernung {iberschiissiger Farbelosung das Gel 5 min mit Wasser gespiilt und die
Proteinbanden anschlieBend durch Inkubation in 7,5%iger Essigsdure 15 min im Gel
fixiert.

7.2.2.4 Proteinreinigung
7.2.2.4.1 Hitzedenaturierung

Zum zellfreien Rohextrakt wird 10% Na-Formiat gegeben und die Suspension fiir 5 min
bei 50°C erwidrmt, anschlieBend wird der Ansatz schnell auf 4°C abgekiihlt. Danach
werden die gefillten Proteine abzentrifugiert (5.000 g, 15 min, 4°C) und der Uberstand
abgenommen. Die Probe wird anschlieBend mittels Gelpermeationschromatographie oder

Ultrafiltration entsalzt.
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7.2.2.4.2 lonenaustauschchromatographie

Im analytischen Maf3stab wird die FDH mittels Anionenaustauschchromatographie mit
Q-Sepharose FF, Amersham Pharmacia Biotech, gereinigt. Nach Elution des Durchlaufs
mit Puffer (10 mM KP;-Puffer pH 7,5) wird der NaCl-Gradient (50 — 150 mM,
10 mM KP;-Puffer pH 7,5) gestartet, die FDH eluiert dann bei ca. 120 mM. Die
kontinuierliche Proteindetektion erfolgt bei 280 nm in einer DurchfluBBkiivette. Die Sdule
wird mit 1 M NaCl und 1 M NaOH regeneriert, mit Puffer (100 mM KP;-Puffer pH 7,5)
gewaschen und in 20% (v/v) Ethanol gelagert.

Im préparativen Mallstab wird die FDH ebenfalls mittels Anionenaustausch-
chromatographie mit Q-Sepharose FF, Amersham Pharmacia Biotech, gereinigt. Hier
allerdings wird nach dem Waschschritt (10 mM KP;-Puffer pH 7,5) ein Stufengradient
angewendet. Nach dem Durchlauf werden zundchst mit geringer NaCl-Konzentration (60
mM, 10 mM KP;-Puffer pH 7,5) Fremdproteine abgetrennt und anschlieBend mit hoher
NaCl-Konzentration (150 mM, 10 mM KP;-Puffer pH 7,5) die FDH eluiert. Die
kontinuierliche Proteindetektion erfolgt bei 280 nm in einer DurchfluBkiivette. Die Saule
wird mit 1 M NaCl und 1 M NaOH, mit Puffer (100 mM KP;-Puffer pH 7,5) gewaschen
und in 20% (v/v) Ethanol gelagert.

7.2.2.4.3 Gelpermeationschromatographie

Zur schnellen Entsalzung von Probenvolumina bis 2,5 ml wird die Gelpermeations-
chromatographie verwendet. Dazu werden die kéauflichen PD10-S&ulen, Amersham

Pharmacia Biotech, nach Vorschrift eingesetzt.

7.2.2.4.4 Farbstoff-Affinitatschromatographie

Die Farbstoff-Affinitidtschromatographie wird mit der roten Sepharose (Procion Red
HE-3B, Sigma-Aldrich Chemie, gebunden an Streamline AC, Amersham Pharmacia
Biotech) durchgefiihrt [Kroner et al., 1982 a; Kroner ef al., 1982 b; Reichert et al., 2001].
Nach Binden der FDH (in 10 mM KP;-Puffer pH 7,5) an den Farbstoff wird mit zehn
Saulenvolumen Puffer (10 mM KP;-Puffer pH 7,5) gewaschen und anschlieBend die FDH
mit 10 mM NAD in einem Stufengradienten eluiert. Die Sdule wird mit 1 M NaCl in
25% (v/v) Ethanol und anschlieBend mit 4 M Harnstoff in 0,5 M NaOH regeneriert, mit
Puffer (100 mM KP;-Puffer pH 7,5) gewaschen und in 20% (v/v) Ethanol gelagert.
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7.2.2.4.5 Konzentrierung und Lagerung der Proteine

Die Enzymldsungen werden mittels Ultrafiltration bis maximal 20 g I' konzentriert, hierzu
werden entweder das Schneckenmodul S1Y 10, Amicon, oder das Zentrifugationsréhrchen
Centricon, Amicon, beide mit einer AusschluBgrenze von 10 kDa, verwendet. Die

konzentrierten Enzymldsungen werden in 50% Glycerin bei —20°C gelagert.

7.2.2.5 Bestimmung der kinetischen Konstanten
7.2.2.5.1 Bestimmung der K,-Werte

Fir die Bestimmung der kinetischen Konstanten werden die Anfangsreaktions-
geschwindigkeiten in Abhingigkeit von der Substrat- bzw. Cofaktor-Konzentration
gemessen. Fiir die Bestimmung der K- und K;-Werte wurde teilgereinigte FDH
verwendet. Die Messungen erfolgen bei 30°C in 100 mM KP;-Puffer pH 7,5. Es wurden
die Formiat-Kinetik (0 — 4 M Na-Formiat, 10 mM NAD), die NAD-Kinetik
(0,5 M Na-Formiat, 0 — 25 mM NAD) und die NADH-Kinetik (20 mM Na-Formiat,
I mM NAD, 0 - 0,1 mM NADH) gemessen.

Die FDH katalysiert eine Reaktion mit zwei Substraten und zwei Produkten in Form einer
Ordered Bi-Bi-Kinetik (Gleichung 29). Die Substrate binden sequenziell, erst NAD (A),
dann Formiat (B). Die Produkte werden ebenso geordnet vom Enzym freigesetzt, erst
CO; (P), dann NADH (Q). Es liegt sowohl eine kompetitive Inhibition durch das NADH

(Q), als auch Substratiiberschuflinhibierungen der beiden Substrate vor.

[4][B] K [E] (29)

([A](Hy}KM{HIgQ]D([B](ngﬂ)wm)
iS A iKQ iS B

Mit den Substratiiberschuffinhibitionskonstanten K;s 4 fiir NAD, K;s 5 fiir Formiat und der

kompetitiven Inhibitionskonstante Kk o fiir das NADH kann die Parameteranpassung in

V=

Microsoft Excel unter Verwendung der Fehlerquadratsumme als Optimierungskriterium

durchgefiihrt werden.

7.2.2.5.2 Bestimmung der maximalen Wechselzahl k_,,

Fiir die Bestimmung der spezifischen Aktivitit V,,,. bzw. der maximalen Wechselzahl &,

mufl die FDH homogen gereinigt und die Reinigung im SDS-Gel anhand der
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Proteinfirbung mit Coomassie Brillant Blue R-250 kontrolliert werden. Die
Volumenaktivitat wird bei 250 mM Na-Formiat und 2 mM NAD in 100 mM KP;-Puffer
pH 7,5 ermittelt, die Proteinkonzentration wird nach Bradford bestimmt. Durch Division
der Volumenaktivitdt mit der Proteinkonzentration kann die spezifische Aktivitit V.,
[U mg'l] berechnet werden. Die spezifische Aktivitit V,,, kann mit Hilfe des bekannten
Molekulargewichtes eines FDH-Monomers von 40.370 g mol! auf die Wechselzahk keus

[s"] umgerechnet werden (Gleichung 21).

7.2.2.5.3 Bestimmung der maximalen Wechselzahl k_, durch Titration der
aktiven Zentren

Alternativ dazu kann der V,.,-Wert auch durch Titration der aktiven Zentren ermittelt
werden. Dazu wird die FDH (in 100 mM KP;-Puffer pH 7,5) in einer Konzentration ca.
3 — 10 uM aktiven Zentren mit dem irreversiblen Inhibitor Procion MX-R, Sigma-Aldrich
Chemie, inkubiert (3 h, 30°C) und anschlieend die Volumenaktivitdt bestimmt. Die FDH

mubB bei dieser Methode nicht homogen rein vorliegen.

7.2.2.6 Bestimmung der Thermostabilitat
7.2.2.6.1 Bestimmung des 7;,-Wertes

Zur Bestimmung des 75o-Wertes wird die FDH-Losung (in 100 mM KP;-Puffer pH 7,5) auf
eine Volumenaktivitit von 1 U ml” in einem Volumen von 200 pl verdiinnt, um gleiche
Oberfldchen-Volumen-Verhéltnisse zu gewihrleisten. Die Proben werden zwischen 42°C
und 70°C fiir 20 min inkubiert, 15 min auf FEis gekiihlt und anschlieBend die
Volumenaktivitit bei 30°C gemessen.

Als Optimierungsfunktion wird die integrierte Gauf3’sche Normalverteilung verwendet.
Die Parameteranpassung konnte in Microsoft Excel wunter Verwendung der
Fehlerquadratsumme als Optimierungskriterium durchgefiihrt werden. Der T5o-Wert

entspricht dabei dem Mittelwert der Gaul3’schen Normalverteilungsfunktion.

Zur Bestimmung des Inaktivierungsverhaltens in der PAGE wird die FDH-Losung (in
100 mM KP;-Puffer pH 7,5) auf eine Volumenaktivitit von 1 U ml™ in einem Volumen
von 200 pl verdiinnt, um gleiche Oberflachen-Volumen-Verhéltnisse zu gewéhrleisten. Die
Proben werden, wenn nicht anders angegeben, bei 50°C fiir 20 min inkubiert, 15 min auf
Eis gekiihlt, anschlieBend die Proben mit Probenpuffer versetzt und auf das Gel
aufgetragen. Bei den Untersuchungen unter reduzierenden Bedingungen wird 2% DTT
zum Probenpuffer gegeben, die Probe fiir 30 sec bei 94°C erhitzt, auf Eis 5 min gekiihlt

und anschliefend die Probe auf das Gel aufgetragen.
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7.2.2.6.2 Bestimmung der Halbwertszeit

Zur Bestimmung der Halbwertszeit wird die FDH-Ldsung (in 100 mM KP;-Puffer pH 7,5)
auf eine Volumenaktivitdt von 1 U ml” in einem Volumen von 200 pl verdiinnt, um
gleiche Oberfldichen-Volumen-Verhéltnisse zu gewihrleisten. Die Proben werden bei der
entsprechenden Temperatur inkubiert, dann alle 5 min Proben gezogen und sofort die

Volumenaktivitit bestimmt.

Bei logarithmischer Auftragung der Volumenaktivitidt kann durch lineare Regression die
Steigung k bestimmt werden, mit der die Halbwertszeit ¢, berechnet werden kann
(Gleichung 30).

In2
L, = _7 (30)

7.2.2.7 Bestimmung der Oxidationsstabilitat
7.2.2.7.1 Oxidationsstabilitdt gegentiber Kupfer(ll)

Zur Bestimmung der Halbwertszeit bei Anwesenheit von Kupfer(Il)-lonen wird die FDH-
Lésung (in 100 mM KP;-Puffer pH 7.5) auf eine Volumenaktivitidt von 1 U ml™ in einem
Volumen von 200 pl verdiinnt, um gleiche Oberflichen-Volumen-Verhéltnisse zu
gewihrleisten. Den Proben wird 50 uM CuCl, zugegeben, dann alle 5 min Proben gezogen
und sofort die Volumenaktivitdt bestimmt. Die Berechnung der Halbwertszeit erfolgte mit
Gleichung 30.

Zur Bestimmung des Inaktivierungsverhaltens in der PAGE wird die FDH-Losung (in
100 mM KP;-Puffer pH 7,5) auf eine Volumenaktivitit von 1 U ml™ in einem Volumen
von 200 pl verdiinnt, um gleiche Oberflichen-Volumen-Verhiltnisse zu gewihrleisten. Die
Proben werden bei 50 uM CuSO, fiir 20 min inkubiert, anschlieBend die Proben mit
Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Bei den Untersuchungen unter
reduzierenden Bedingungen wird 2% DTT zum Probenpuffer gegeben, die Probe fiir
30 sec bei 94°C erhitzt, auf Eis 5 min gekiihlt und anschlieBend die Probe auf das Gel
aufgetragen.

7.2.2.7.2 Oxidationsstabilitdt gegentiber H,O,

Zur Bestimmung der Halbwertszeit bei Anwesenheit von H,O, wird die FDH-Losung (in

100 mM KP;-Puffer pH 7,5) auf eine Volumenaktivitit von 1 U ml™ in einem Volumen



136 7. Material und Methoden

von 200 pl verdiinnt, um gleiche Oberflichen-Volumen-Verhéltnisse zu gewdhrleisten.
Den Proben wird 150 mM H,0, zugegeben, dann alle 5 min Proben gezogen und sofort die

Volumenaktivitdt bestimmt. Die Berechnung der Halbwertszeit erfolgte mit Gleichung 30.

Zur Bestimmung des Inaktivierungsverhaltens in der PAGE wird die FDH-Losung (in
100 mM KP;-Puffer pH 7,5) auf eine Volumenaktivitit von 1 U ml™ in einem Volumen
von 200 pl verdiinnt, um gleiche Oberflichen-Volumen-Verhiltnisse zu gewihrleisten. Die
Proben werden bei 150 mM H,0, fiir 20 min inkubiert, anschlieend die Proben mit
Probenpuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Bei den Untersuchungen unter
reduzierenden Bedingungen wird 2% DTT zum Probenpuffer gegeben, die Probe fiir
30 sec bei 94°C erhitzt, auf Eis 5 min gekiihlt und anschlieBend die Probe auf das Gel

aufgetragen.

7.2.3 Methoden zur Produktion und Aufarbeitung
7.2.3.1 Produktion der Formiatdehydrogenase

7.2.3.1.1 Lésungen

7.2.3.1.1.1 Inokulum

Zur Kultivierung wird der rekombinante Mikroorganismus Escherichia coli, Stamm
JM105, mit dem Vektor pBTac2-FDH, verwendet.

Die Zellen werden zunichst in 5 ml LB*™P-Medium tiiber Nacht bei 37°C auf einem
Schiittler angezogen. Von dieser Kultur wird 1 ml abgenommen, zu 200 ml LB*"*-Medium
gegeben und bis zu einer ODgpp von 0,6 — 0,8 bei 37° C auf einem Schiittler wachsen

gelassen. Diese Zellsuspension dient als Inokulum fiir die Hochzelldichtekultivierung.

7.2.3.1.1.2 Batch-Medium

Das Batch-Medium ist semi-definiert, d.h., es setzt sich aus einem definierten Anteil

zusammen, mit einer Zugabe an nicht-definiertem Hefeextrakt (Tabelle 42).

7.2.3.1.1.3 Feed-Losung

Auch die Feed-Losung ist semi-definiert (Tabelle 43). Um zu verhindern, dal} die Salze

ausfallen, muf3 die Feed-Losung auf 4°C gekiihlt werden.
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Tabelle 42: Zusammensetzung des Batch-Mediums. *) 6 g I Glucose fiir normalen Fed-Batch, 2 g I
Glucose fiir neuentwickelten Fed-Batch. ') im Fermenter autoklavieren, ?) autoklavieren,
%) sterilfiltrieren, %) ist autosteril.

Ldsung Zusammensetzung Konzentration [g "]
HZD-Basis" NH,Cl 0.2
(NH,),S0, 2
pH 6.3 KH,PO, 13
K,HPO, 10
NaH,P0, - 1 H,0 6
Glucose? Glucose - 1 H,0 *)
MgS0,? MgSO0, - 7 H,0 1
Hefeextrakt? Hefeextrakt 3
Na,-EDTA? Na,-EDTA - 2 H,0 (Titriplex IIl 0,0093
Vitamin 428 (DSM)? Riboflavin (Vit. B,) 0,0005
Thiamin-HCI (Vit. B,) 0,05
Nicotinsaure 0,0025
Pyridoxin-HCI (Vit. Bg) 0,0025
Ca-Panthotenat 0,0025
Biotin 0,000005
Folsaure 0,00001
Cyanocobalamin (Vit. B;,) 0,00005
Spurenelemente® CaCl, - 2 H,0 0,04
. ZnS0, - 7 H,0 0,002
in’5 M HCI CuCl, - 2 H,0 0,001
MnSO, - 1 H,0 0,01
CoCl, - 6 H,0 0,007
H,BO, 0,0005
AICI, - 6 H,0 0,01
Na,Mo0, - 2 H,0 0,002
FeSO, - 7 H,0 0,04
Thiamin® Thiamin-HCI (Vit. B,) 0,1
Ampici||in3) Ampicillin 0.1
Antischaum" Antifoam 289, Sigma-Aldrich Chemie 03mll

7.2.3.1.1.4 Induktionslésung

Es wird mit einer Konzentration von 1 mM IPTG induziert, d.h., die Induktionslésung muf}
fiir das aktuelle Volumen berechnet werden, da zum Induktionszeitpunkt neben den 10 1
Batch-Medium schon ca. 1 I an Korrekturmitteln und Feed-Losung zugepumpt wurde. Das

IPTG kann in einem Volumen von ca. 30 ml geldst werden und wird sterilfiltriert.
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Tabelle 43: Zusammensetzung der Feed-Losung. ) autoklavieren, ®) sterilfiltrieren, *) ist autosteril.

Lésung Zusammensetzung Konzentration [g I'']
HZD-Basis?) NH,CI 0.2
(NH,),S0, 2
KH,PQ, 13
K,HPQ, 10
NaH,P0, - 1 H,0 6
Glucose? Glucose - 1 H,0 600
MgS0,?) MgS0, - 7 H,0 12
Hefeextrakt?) Hefeextrakt 18
Vitamin 428 (DSM)3) Riboflavin (Vit. B,) 0,0005
Thiamin-HCI (Vit. B,) 1,05
Nicotinsaure 0,0025
Pyridoxin-HCI (Vit. Bg) 0,0025
Ca-Panthotenat 0,0025
Biotin 0,000005
Folséure 0,00001
Cyanocobalamin (Vit. By,) 0,00005
Spurenlemente *) CaCl,- 2H,0 0,04
ZnS0, - 7H,0 0,002
CuCl,- 2 H,0 0,001
MnSQ, - 1 H,0 0,01
CoCl, - 6 H,0 0,007
H,BO, 0,0005
AlCl, - 6 H,0 0,01
Na,MoQ, - 2 H,0 0,002
FeSQ, - 7H,0 0,04

7.2.3.1.2 Kultivierung

7.2.3.1.2.1 Fermenterausstattung

Die Hochzelldichtekultivierung der Escherichia coli IM105-Zellen mit dem Plasmid
pBTac2-FDH zur Produktion der FDH wird in einem 30 I-Fermenter, Infors, durchgefiihrt.

Der Batch wird in einem Volumen von 10 I durchgefiihrt und anschlieBend werden

ca. 4 — 71 Feed-Losung in der Fed-Batch-Phase zugepumpt.

7.2.3.1.2.2 Temperatur-Regulation

Die Temperatur wird auf 30°C wéhrend der gesamten Kultivierung geregelt.
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7.2.3.1.2.3 Druck-Regulation

Zur Messung des Druckes wird eine Drucksonde verwendet. Der Fermenter wird mit

maximal 1,2 bar Uberdruck betrieben.

7.2.3.1.2.4 pH-Wert-Regulation

Der pH-Wert wird auf 6,9 wihrend der gesamten Kultivierung geregelt. Anhand der
Messung des pH-Wertes mittels pH-Meter erfolgt die Regulation des pH-Wertes durch
Zupumpen der Korrekturmittel. Als Sdure wird 3 M Phosphorsdure (autoklaviert) und als
Lauge wird 25% Ammoniaklosung (autosteril) verwendet. Die Ammoniaklésung muf}
wihrend der Kultivierung gekiihlt werden, da ansonsten der Ammoniak im
Zuleitungsschlauch ausgast. Der Schlauch kann dann nicht richtig am Pumpenkopf durch
die Walzen gequetscht werden und bei angelegtem Uberdruck wird Luft aus dem

Fermenter zuriick in die Ammoniakflasche gedriickt.

7.2.3.1.2.5 p0,-Wert-Regulation

Die Sauerstoffsittigung wird wihrend der gesamten Kultivierung auf 30% geregelt.
StellgroBen sind die Riihrerdrehzahl, Beliiftungsrate und Uberdruck (Tabelle 13). Die
Eichung der pO,-Sonde erfolgt beim 100%-Wert durch Einstellen der maximalen
Riihrerdrehzahl und Beliiftungsrate. Beim 0%-Wert erfolgt sie durch Begasung mit
Stickstoff, bis der MeBwert stabil bleibt.

7.2.3.1.3 Zufltterungsstrategie
7.2.3.1.3.1 Fed-Batch

Zunichst wird der Fermenter mit dem Batch-Medium gefiillt, angeimpft und nach
Verbrauch der Glucose, der Nachweis erfolgt mit Glucose-Teststreifen, die exponentielle

Zufiitterung gestartet. Die allgemeine Massenbilanz lautet:

ms ()= F(t) S, (t) (31)

Wenn davon ausgegangen wird, dal die Substratkonzentration in der Feed-Losung

konstant ist, kann die exponentielle Zufiitterung wie folgt berechnet werden:



140 7. Material und Methoden

F(z):i( u m} () Vo) explu (-1, )

F\ YVxss

Da der Erhaltungsstoffwechselkoetfizient m bei Escherichia coli mit Glucose als Substrat
mit 0,025 g Glucose g”' Biomasse h™' sehr klein ist [Korz ef al., 1995], kann dieser Term

vernachléssigt werden:

F(z)=# X(,) V() explu (t—1,)] (33)
F JYx/s

Um die Bestimmung der Trockenbiomassekonzentration beim Start der Zufiitterung zu
vermeiden, kann die aktuelle Biomassekonzentration aus der zum Batch-Medium

zugegebenen Glucose-Menge mit dem Ausbeutekoeffizienten berechnet werden:
X(to ): Sy Yx/s (34)

Damit ergibt sich folgender Term, der die Zufiitterung beschreibt:

FO= 1 V) explu (-1, 69)

7.2.3.1.3.2 Neuentwickelte Methode: Simulated Fed-Batch

Hier wird die Zufiitterung schon mit Beginn der Inokulation gestartet. Die
Zufiitterungsstrategie ist jedoch identisch mit der des normalen Fed-Batchs (Gleichung
35). Da bei dieser Methode die Zufiitterung mit Beginn der Kultivierung gestartet wird,
entféllt die Bestimmung der Glucose-Konzentration am Ende der Batch-Phase.

7.2.3.1.3.3 Induktionszeitpunkt

Es wird bei einer ODggg zwischen 60 und 70 mit IPTG induziert.
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Tabelle 44: Zusammensetzung der ZellaufschluBlésung. In Klammern sind die Anteile, bezogen auf das
2-Phasen-System, angegeben. Die Zellsuspension stammt aus der Hochzelldichtekultivierung.

Zusammensetzung Anteil [%] (w/w)
Zellsuspension (50 %ige Zellsuspension) 70 (43)
PEG 400 30 (18)

7.2.3.2 Aufarbeitung der Formiatdehydrogenase
7.2.3.2.1 Adaptierung des bestehenden Verfahrens

Die mittels Hochzelldichte-Kultivierung gewonnene rekombinante FDH kann im
technischen Maf3stab gereinigt werden. Das Aufarbeitungsprotokoll ist an das bestehende
Protokoll angelehnt [Weuster-Botz et al., 1994; Gieren]. Um den Aufarbeitungsprozel3
jedoch zu vereinfachen wund die Reinigung zu verbessern, wurde das

Aufarbeitungsprotokoll folgendermalen abgeéndert:

Die 10%ige Formiat-Zugabe mit anschlieBender Hitzedenaturierung wird weggelassen, da

hier keine Aufreinigung festgestellt werden konnte.

Die Anionenaustauschchromatographie mit Q-Sepharose FF, Amersham Pharmacia
Biotech, wird dahingehend veréndert, da3 zunéchst mit 60 mM NaCl (in 10 mM KP; pH
7,5) Verunreinigungen von der Sdule gewaschen werden und anschlieBend mit 120 mM
NacCl (in 10 mM KP; pH 7,5), anstatt mit 150 mM NaCl, die FDH eluiert wird.

7.2.3.2.2 Neues Verfahren
7.2.3.2.2.1 Zellaufschlul®

Der Zellsuspension aus der Hochzelldichtekultivierung wird PEG 400 zugegeben, gut
durchmischt und fiir 2 h bei 37°C inkubiert (Tabelle 44). Die AufschluBlosung wird alle

halbe Stunde einmal etwas durchmischt.

7.2.3.2.2.2 2-Phasen-System

Nach dem Zellaufschlu wird die AufschluBl6sung auf 20°C abgekiihlt und Wasser und
K,HPO4 zugegeben (Tabelle 45). Das Salz sollte sich ganz geldst haben und die Lésung
wieder auf 20°C abgekiihlt sein. AnschlieBend wird PEG 1550 zugeben und die Losung
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Tabelle 45: Zusammensetzung des 2-Phasen-Systems. pH-Wert des Phasen-Systems: 8,5. Anteile
aus dem PEG-Aufschlu® (*). Die Zellsuspension stammt aus der Hochzelldichtekultivierung.

Zusammensetzung Anteil [%] (w/w)
Zellsuspension (50 %ige Zellsuspension) 43"
PEG 400 18%
H,0 21
K,HPO, 5
PEG 1550 7
NaCl 6

solange stehen gelassen, bis die Temperatur wieder 20°C betrdgt. Danach wird NaCl
zugeben und eine halbe Stunde bei 20°C geriihrt. Nach ca. 2 Stunden hat sich das Phasen-

System vollstindig getrennt.

7.2.3.2.2.3 PEG-Fillung

Das PEG 6000 wird in Wasser durch Erwédrmen geldst (Tabelle 46). Nach Abkiihlung auf
Raumtemperatur wird die PEG 6000-Losung zur Oberphase des Phasen-Systems gegeben
und kurz durchmischt. Nach 2 bis 3 Stunden kann das sedimentierte Protein abzentrifugiert

oder abfiltriert werden.

7.2.3.2.2.4 Gefriertrocknung und Lagerung

Das gefillte Protein kann im geféllten Zustand ohne Aktivititsverluste bei —20°C

eingefroren werden.

Vor der Gefriertrocknung der FDH wird auf 1 Teil gefilltes Protein 1 Teil (v/v) Wasser

gegeben und durchmischt. Durch das Lyophilisieren treten ca. 10% Aktivitédtsverlust auf.

Tabelle 46: Zusammensetzung des Fallungssystems.

Zusammensetzung Anteil [%] (w/w)
Oberphase des 2-Phasen-Systems 70
H,0 10

PEG 6000 20
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Tabelle 47: Zusammensetzung des Error-Prone PCR-Ansatzes.

Anteil Zusammensetzung
10 ul 10x Mutagenese-Puffer (70 mM MgCl,, 500 mM KCl, 0,1% (w/v) Gelatine,
100 mM Tris-HCI pH 8,3 bei 25°C)
10 ul 10x Mutagenese-dNTP-Mix (2 mM dGTP und dATP, 10 mM dTTP und dCTP)
10ul 10x MnCl, (5 mM MnCl,)
2 fmol Templat-DNA (ca. 7,5 ng des 5,7 kb-Plasmids)
40 pmol Downstream-Primer (pBTacF1)
40 pmol Upstream-Primer (pBTacR1)
1 ul Tag-Polymerase (5 U ul)
ad 100 ul bidest. Wasser

7.2.4 Molekularbiologische Methoden
7.2.4.1 Herstellung der Genbibliothek
7.2.4.1.1 Berechnung der Schmelztemperatur der Primer

Die Schmelztemperatur eines Primers mit weniger als 25 Basenpaaren kann wie folgt
abgeschitzt werden [Thein & Wallace, 1988]:

T =2n, +3ng, (36)

Fiir Primer-Langen von mehr als 13 Basen kann die Schmelztemperatur folgendermal3en
bestimmt werden [Oligonukleotid-Protokoll, MWG Biotech]:

T, =04lc, + 693 — @ 37)
P

7.2.4.1.2 Bedingungen der Error-Prone PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion wird zur Herstellung der Error-Prone PCR-Bibliotheken
verwendet. Als Templat diente in der ersten Runde das Plasmid C23S-FDH-pBTac2, in der
zweiten das Plasmid C23S/F285S-FDH-pBTac2, mit den Primern pBTacF1 und pBTacR1
(Tabelle 47). Die PCR wird mit Hilfe des Thermo-Cyclers Primus 96 plus, MWG-Biotech,
nach einem Programm mit insgesamt 27 Zyklen durchgefiihrt (1 x (5 min, 94°C),
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25 x (1 min, 94°C, 1 min, 50°C, 1 min, 72°C), 1 x (5 min, 94°C)). Um eine hohe
Mutationsrate zu erzielen, wird nach der ersten PCR 1 pl PCR-Produkt entnommen und in
einer zweiten PCR anstatt des Templats eingesetzt, um weiter mutagenisiert zu werden.
Die Reinigung des PCR-Produktes erfolgt mit dem QIAquick PCR Purification Kit,

Qiagen, oder mit Hilfe eines priparativen Agarosegels.

7.2.4.2 Screening der Klone mit erhéhter Aktivitat
7.2.4.2.1 Qualitatives Screening
7.2.4.2.1.1 Anzucht der Zellen

Die transformierten Zellen werden auf LB*"P-Agarplatten (Platteng6Be: 24,5 x 24,5 cm,
Merck Eurolab) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert, so dal die Kolonien
einen Durchmesser von ca. 1 mm haben.

7.2.4.2.1.2 Fixierung der Kolonien und Zellaufschluf3

AnschlieBend werden die Kolonien mit ca. 4 mm Agar (1,6% Agar, 100 mM KP; pH 7,5,
0,2% Triton X-100, 10 mM EDTA) iiberschichtet. Die Agarlosung mull vor dem
Uberschichten auf eine Temperatur von unter 65°C abgekiihlt sein. Nach dem Erstarren
des Agars wird fiinfmal mit Aufschlulésung (100 mM KP; pH 7,5, 0,2% Triton X-100,
10 mM EDTA) und flinfmal mit Waschlosung (100 mM KP; pH 7,5) gewaschen
(5 mm Fliissigkeitshohe in den Platten).

7.2.4.2.1.3 Aktivitatsfarbung

Zur Fiarbung werden die Platten 2 mm hoch mit Fiarbelosung 1 (1,25 M Formiat, 0,2 g 1!
Phenazinethosulfat, 2 g 1! Nitrotetrazoliumblau-Chlorid, 100 mM KP; pH 7.5)
iiberschichtet und 10 min im Dunkeln geschiittelt. AnschlieBend wird die Féarbelosung 2
(50 mM NAD) in einem Verhiltnis von 1 ml Firbelosung 2 pro 100 ml Farbelosung 1
zugegeben und im Dunkeln ca. 15 min geschiittelt, bis die Hofe deutlich zu erkennen sind.

Anschlieend wird die Losung abgeschiittet, die Platten zweimal kurz mit Wasser
gewaschen und zum Trocknen offen aufgestellt. Nachdem die Platten an der Oberfliche
getrocknet sind, konnen die Klone mit sterilen Zahnstochern in 96-Well-Platten, die mit
200 ul LB*™™-Medium gefiillt sind, tiberfiihrt werden. Die Anzucht dieser Zellen erfolgt
iiber Nacht bei 37°C auf einem Schiittler. Diese Platten dienen als Master-Platten fiir das

folgende quantitative Screening.
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7.2.4.2.2 Quantitatives Screening
7.2.4.2.2.1 Anzucht der Zellen

Zur Anzucht werden sterile 96 Deep-Well-Platten verwendet. Sie werden mit 1,2 ml
LB -Medium gefiillt und mit 50 pl Zellsuspension der Master-Platten angeimpft. Nach
Inkubation von 4 h bei 37°C werden die Zellen mit 100 pl einer IPTG-Losung (10 mM
IPTG in LB*™™-Medium, sterilfiltriert) induziert und bei 30°C tiber Nacht geschiittelt.

7.2.4.2.2.2 Zellaufschluld

Die 96 Deep-Well-Platten werden anschlieBend zentrifugiert (1.600 g, 15 min, 20°C), der
Uberstand abgegossen, 100 ul AufschluBlésung (0,2% Triton X-100, 10 mM KP; pH 7.5,
10 mM EDTA) zugegeben und 1 h bei 37°C geschiittelt. Danach werden 500 ul Puffer-
Losung (10 mM KP; pH 7,5) zugegeben und die Platten erneut zentrifugiert (1.600 g,
15 min, 20°C). 200 pl des Uberstandes werden danach abgenommen und auf das

Affinititsadsorptionsmaterial gegeben.

7.2.4.2.2.3 Reinigung mittels Affinitatsadsorption

Die rote Sepharose (Procion Red HE-3B, Sigma-Aldrich Chemie, gebunden an Streamline
AC, Amersham Pharmacia Biotech) [Kroner et al., 1982 a; Kroner ef al., 1982 b; Reichert
et al., 2001] wird vor Gebrauch regeneriert. Dazu wird sie mit Regenerationslosung 1
(1 M NaCl, 25% Ethanol) und anschliefend mit Regenerationslosung 2 (4 M Harnstoff,
0,5 M NaOH) gewaschen. Danach wird die Matrix zehnmal mit Puffer (10 mM KP;
pH 7,5) gewaschen.

200 ul des Uberstands des ZellaufschluBes werden in eine 96-Well-PCR-Platte gegeben, in
der sich 10 pl regenerierte rote Sepharose befinden. Die PCR-Platte wird dann
verschlossen und fiir 1 h bei 20°C langsam auf einem Uberkopfschiittler geschiittelt.
Danach wird die Platte kurz zentrifugiert (1.600 g, 1 min, 20°C) und der Uberstand
abgesaugt. Die rote Sepharose wird anschlieBend zehnmal mit der Waschlosung 1
(40 mM NaCl, 40 mM NaSO,4, 100 mM KP; pH 7,5) und zweimal mit der Waschlosung 2
(100 mM KP; pH 7,5) gewaschen. Die Elution erfolgt mit der Elutionslosung
(15 mM NAD, 100 mM KP; pH 7,5). Dazu wird 200 pl der Elutionslosung zugegeben, die
PCR-Platte verschlossen und fiir 1 h bei 20°C langsam auf einem Uberkopfschiittler
geschiittelt. Danach wird die Platte kurz zentrifugiert (1.600 g, 1 min, 20°C) und der
Uberstand fiir die Bestimmung der Volumenaktivitit und der Proteinkonzentration

verwendet.
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7.2.4.2.2.4 Bestimmung der spezifischen Aktivitat

Die Volumenaktivitit wird in 96-Well-Mikrotiterplatten mit Hilfe des Mikrotiterplatten-
Photometers Thermomax plus, Molecular Devices, in einem Brutraum bei 30°C, um die
Temperaturkonstanz zu gewahrleisten, bestimmt. Dazu wird 75 pl Puffer (100 mM KP; pH
7,5) zu 25 pl der eluierten FDH-Losung gegeben und die Mikrotiterplatten 30 min bei
30°C inkubiert. Kurz vor der Messung werden 100 pl Aktivitits-Assay (0,5 M Na-Formiat,
4 mM NAD, 100 mM KP; pH 7,5, 30°C) pro Well zugegeben und die Volumenaktivitit

bestimmt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt ebenfalls in 96-Well-Mikrotiterplatten
mit Hilfe des Mikrotiterplatten-Photometers Thermomax plus, Molecular Devices. Zur
Eichung wird eine Eichkurve mit BSA, Faktion V, herangezogen. Zu 50 ul der eluierten
FDH-Losung werden 150 pl 1,2x Bradfordlosung zugegeben, die Platte 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschliefend die Proteinkonzentration bestimmt.

Die Berechnung der spezifischen Aktivitit V.. [U mg'] erfolgt durch Division der
Volumenaktivitdt [U ml'] mit der Proteinkonzentration [mg ml']. Die spezifische
Aktivitit V,,,, kann mit Hilfe des bekannten Molekulargewichtes eines FDH-Monomers

von 40.370 g mol ™! auf die Wechselzahk kear [s'l] umgerechnet werden (Gleichung 21).

7.2.4.3 Gelelektrophoretische Auftrennung der Nukleinsauren

Die mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA wird zur Identifizierung, Quantifizierung
und Isolierung elektrophoretisch in Agarosegelen entsprechend ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Die Identifizierung erfolgt durch den Vergleich der Lauthohe der DNA-Probe
mit den Banden des DNA-Markers. Die Quantifizierung, d.h., die Massenbestimmung,
gelingt iiber den Vergleich der Intensitit der Ethidiumbromidfluoreszenz der DNA-Probe
mit dem DNA-Marker.

Die Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgt gemi3 Sambrook [Sambrook et al., 1989].
Verwendet werden 0,6 — 1,2%ige (w/v) Agarosegele in TAE-Puffer (40 mM Tris-Acetat
pH 8,3, 1 mM EDTA), denen 0,005% (v/v) Ethidiumbromidlésung zugesetzt wird. Die
DNA-Proben werden vor dem Auftragen mit 6x Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau,
30% Glycerin) versetzt. Die Elektrophorese erfolgt in TAE-Puffer bei 5 — 7 Volt cm™
Gellénge.

Die Agarosegele werden anschlieBend mit dem Videosystem Eagele Eye II, Stratagene,
dokumentiert. Dazu wird die Ethidiumbromidfluoreszenz mit UV-Licht bei 312 nm
angeregt. Die Agarosegelelektrophorese eignet sich auch zur préaparativen Isolierung der

aufgetrennten DNA-Fragmente.
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7.2.4.4 Isolierung von DNA-Fragmenten

Die Isolierung der DNA-Fragmente aus Agarosegelen erfolgt mit den QIAquick Gel
Extraction Kit, Qiagen, entsprechend den Herstellerangaben.

7.2.4.5 Praparation der Plasmid-DNA

Die Plasmidpréparation erfolgt mit dem HiSpeed Plasmid Midi Kit, Qiagen, entsprechend
den Herstellerangaben. AnschlieBend wird die eluierte DNA in der Speed-Vac

aufkonzentriert.

7.2.4.6 DNA-Restriktion

Zu analytischen Zwecken werden 0,1 bis 0,5 pg DNA mit 1 — 2 U Restriktionsenzym in
einem Gesamtvolumen von 10 — 20 pl fir 1 bis 2 Stunden bei 37°C verdaut. Beim
praparativen Ansatz wird 5 — 10 pg DNA eingesetzt und mit 2 bis 10 U bei einem

Gesamtvolumen von 40 pl tiber Nacht verdaut.

7.2.4.7 Dephosphorylierung des linearisierten Vektors

Zur Dephosphorylierung des linearisierten Vektors im priparativen Mallstab wird 1 U
Alkalische Phosphatase und Puffer zugegeben und fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert.

AnschlieBend wird der Vektor im préparativen Agarosegel gereinigt.

7.2.4.8 Ligation Gberstehender Enden

Dem Ligationsansatz wird 5 U T4-DNA-Ligase und 10x Ligationspuffer in einem
Gesamtvolumen von 10 — 20 ul zugegeben. Das Insert wird in einem molaren Verhiltnis

zum Vektor von 3 : 1 eingesetzt und der Ligationsansatz iiber Nacht bei 16°C inkubiert.

7.2.4.9 Transformation kompetenter Zellen
7.2.4.9.1 Transformation mittels Hitzeschock

Die Herstellung hitzeschockkompetenter Escherichia coli JIM101-Zellen erfolgt nach der
Methode von Hanahan [Hanahan, 1983]. Die Zellen werden aliquotiert (100 pul) und bei
—80°C gelagert.



148 7. Material und Methoden

Die Transformation mittels Hitzeschock ist an das Protokoll von Hanahan [Hanahan, 1983]
angelehnt. Dazu wird ein 100 pl-Aliquot auf Eis aufgetaut und 20 — 100 ng Vektor-DNA
zugegeben. Die Plasmid-Zellsuspension wird fiir 20 min auf Eis gestellt und anschlieBend
fiir 90 sec bei 42°C inkubiert. Nach 5 min erneuter Inkubation auf Eis erfolgt die Zugabe
von 400 pl LB-Medium und zur Regeneration werden die Zellen fiir 1 h bei 37°C
geschiittelt, auf LB*"P-Selektionsplatten ausgestrichen und anschlieBend iiber Nacht bei
37°C inkubiert.

7.2.4.9.2 Transformation mittels Elektroporation

Zur Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli IM101-Zellen werden die Zellen in
400 ml LB-Medium bis zu einer ODgyp von 0,6 — 0,8 angezogen, anschlieBend
abzentrifugiert und drei mal mit 200 ml eiskaltem bidest. Wasser gewaschen. Danach wird
einmal mit eiskalter 10%iger Glycerin-Losung gewaschen, die Zellen abzentrifugiert und
der Uberstand abgegossen. AnschlieBend wird 1,5 ml eiskalte 10%ige Glycerin-Losung
zugegeben, die Zellen resuspendiert, aliquotiert (40 pl) und bei — 80°C gelagert [Gene
Pulser Elektroprotokoll, Bio-Rad Laboratories].

Zur Transformation mittels Elektroporation wird ein 40 pl-Aliquot auf Eis aufgetaut und
1 — 2 pg Vektor zugegeben. Die Plasmid-Zellsuspension wird fiir 1 min auf Eis gestellt,
danach bei 12,5 kV cm™ mit dem E. coli Pulser, Bio-Rad Laboratories, transformiert
(0,2 cm-Kiivette, 2,5 kV, 4,9 msec) und anschlieBend sofort 1 ml SOC-Medium
(2% Bacto-Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSOy, 20 mM Glucose, pH 7,5) zur Regeneration der Zellen zugegeben. Danach
werden die Zellen fiir 1 h bei 37°C geschiittelt, auf Selektionsplatten ausgestrichen und
iiber Nacht bei 37°C inkubiert [E. coli Pulser Elektroprotokoll, Bio-Rad Laboratories].

7.2.4.10 Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgt durch die Firma SequiServe, Vaterstetten, die

Auswertung der Daten wird mit dem Programm DNAsis, Hitachi Software, vorgenommen.
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8.1 Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle 48: Abkirzungsverzeichnis.

Abkiirzung Erkldrung
ADH Alkoholdehydrogenase
amp Ampicillin
AS Aminoséure
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare
C-Terminus Carboxy-Terminus
DCW Trockenzellmasse (dry cell weight)
DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat
DTT Dithiothreitol
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
FAD Flavinadenindinukleotid
FDH Formiatdehydrogenase
FMN Flavinadeninmanonukleotid
IPTG 18-D-Isopropylthiogalaktosid
KP-Puffer Kalium-Phospat-Puffer
LB-Medium Luria Bertani-Medium
LeuDH L-Leucindehydrogenase
NAD/NADH Nicotinamidadenindinukleotid, oxidiert/reduziert

NADP/NADPH

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, oxiodiert/reduziert
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Abkiirzung Erkldrung
NTB Nitrotetrazoliumblau-Chlorid
N-Terminus Amino-Terminus
ODn Optische Dichte, bei einer Wellenlange von n nm
PAGE Polyacrylamidgel-Elektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
PES Phenazinethosulfat
PQQ Pyrroloquinolinquinon
rek rekombinant
rpm Umdrehungen pro minute (revolutions per minute)
RT Raumtemperatur
SDS Natrium-Dodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate)
SH-Gruppe Sulthydryl-Gruppe
TEMED N,N,N",N'-Tetramethylethylendiamin
TMP Trimethylpyruvat
tof Wechselzahl (turnover frequency)
TRIS Trishydroxymetylaminomethan
tn Maximale Zykluszahl (total turnover number)
UN iber Nacht
uv Ultraviolett
v/v Volumen pro Volumen (volume per volume)
w/NV Masse pro Yolumen (weight per volume)
w/wW Masse pro Masse (weight per weight)
WCW Biofeuchtmasse (wet cell weight)
WT Wildtyp
8.2 Symbolverzeichnis
Tabelle 49: Symbolverzeichnis.
Abkiirzung Erkldrung
AE Extinktionsénderung pro Zeiteinheit bei 340 nm [min™]
€ Extinktionskoeffizient fir NADH [6.220 | mol™ cm™]
u Wachstumsrate [h]

ucrit

kritische Wachstumsrate [h]
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Abkiirzung Erkldrung
et vorgegebene Wachstumsrate [h']
A, Volumenaktivitdt [umol min™ mi™]
Coc GC-Gehalt [%]
d Schichtdicke [cm]
E Menge an aktiven Zentren [mol ] bzw. Enzymmenge [mg ']
F Feed [h]
f Verdiinnungsfaktor [-]
Ko Wechselzahl [s]
o Gleichgewichtskonstante [-]
k"cat maximale Wechselzahl der Hinreaktion [mol Produkt s mol”" Enzym]
KI. Inhibitionskonstante fir die Hinreaktion [mol I']
/(I.A Inhibitionskonstante von A fiir die Riickreaktion [mol I'"]
/(I_B Inhibitionskonstante von B fiir die Riickreaktion [mol I']
KiKO Kompetitive Inhibitionskonstante von Q fiir die Hinreaktion [mol I'"]

KI.SA SubstratiiberschuRinhibitionskonstante von A fiir die Hinreaktion [mol I'']

KI.SB SubstratiiberschuRinhibitionskonstante von B fiir die Hinreaktion [mol I'"]

KM Michaelis-Menten-Konstante fir die Hinreaktion [mol I']
KMA Michaelis-Menten-Konstante fiir A fiir die Hinreaktion [mol I]
/(MB Michaelis-Menten-Konstante fiir B fir die Hinreaktion [mol I"]
KMP Michaelis-Menten-Konstante fiir P fiir die Riickreaktion [mol I'"]
KMO Michaelis-Menten-Konstante fir Q fiir die Riickreaktion [mol 1]

k’cat maximale Wechselzahl der Riickreaktion [mol Produkt s mol™ Enzym]

/P Anzahl der Basen des Primers [-]

m Erhaltungsstoffwechselkonstante [g Substrat g Biomasse h™']
M, Molekulargewicht [g mol™]

m, Zugefiittertes Substrat [g]
Nar Anzahl der AT-Basen des Primers [-]
Neg Anzahl der GT-Basen des Primers [-]

So Substratkonzentration bei Inokulation [g Substrat ']
SF Substratkonzentration im Feed [g Substrat I'"]
t Zeit [h]

t Zeit bei Beginn der Zufiitterung [h]

tr/z Halbwertszeit [min]

T50 Inaktivierungstemperatur [°C]

Tm Schmelztemperatur [°C]
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Abkiirzung

Erkldrung

Fliissigphasenvolumen [l]

Reaktionsgeschwindigkeit [mol s '] bzw. [umol min™ mg™ Protein I'']

Maximale Reaktionsgeschwindigkeit [umol min™ mg™ Protein]

Biomassekonzentration [g Biomasse I']

Ausbeutekoeffizient [g Biomasse g Substrat]

8.3 Einheitenverzeichnis

Tabelle 50: Einheitenverzeichnis.

Einheit Erkldrung
°C Grad Celsius
A Ampere
Da Dalton [g mol]
g Gramm
g Erdbeschleunigung [9,81 m s7|
h Stunde
I Liter
M Molaritét [mol ]
m Meter
min Minute
mol 6,02 - 107 Teilchen
S Sekunde
u Unit [umol min™]
vV Volt
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