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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Enzymen

In den meisten Publikationen Uber die Biokatalyse findet man die Aussage, dass die
chemische Industrie durch die Biokatalyse inhdrent bessere Verfahren zu erwarten hat. Dabei
sollte alerdings nicht Ubersehen werden, dass seit 200 Jahren verschiedenste Verbindungen
von Arzneimitteln bis zu Haushaltsreinigern ohne Biokatalysatoren effizient hergestellt
werden. Daher besteht kein Grund zu der Annahme, dass die Chemie in den néchsten
Jahrhunderten nicht ebenso erfolgreich sein wird. Die grof3en Vorteile chemischer Verfahren
snd Einfachheit, Geschwindigkeit (gesteigert durch den Einsatz von Hitze und Druck) und
niedrige Kosten, warum also sollten Biokatalysatoren interessant sein? Die genannten
Vortelle der chemischen Verfahren kommen manchmal nicht zum Tragen, wenn fur das
gewiinschte Produkt regio- oder stereospezifische Reaktionen erforderlich sind, wenn Edukte
oder das Produkt instabil sind oder wenn Verunreinigungen durch Nebenreaktionen ein ernst-
haftes Problem sind. Biokatalysatoren sind attraktiv, weil zu ihren Eigenschaften Chemo-,
Regio- und Stereoselektivitét, eine beeindruckende Katalyseeffizienz und die Fahigkeit zur
Reaktion in wéassrigen Medien gehoren.

So besitzen Enzyme eine hohe Chemo- und Regioselektivitét, die Voraussetzungen fur die
Steuerung der komplexen Vorgange in einer Zelle sind. Enzyme beschleunigen Reaktionen
um Faktoren von wenigstens einer Million. Ohne sie wirden die meisten Reaktionen in
biol ogischen Systemen nicht in wahrnehmbarem Umfang ablaufen.

Eine erhebliche Bedeutung hat die Biotechnologie in der Qualitétsverbesserung von
Nahrungsmitteln in Bezug auf Struktur und Geschmack (Uhlig, 1991) sowie in der
Herstellung von Aminosauren erlangt. Aufgrund der hohen Spezifitdt und Selektivitdt werden
Enzyme in zunehmendem Malke in die klassische Organische Chemie integriert. Fur
Pharmaka und Agrochemikalien sind enantiomerenreine Wirkstoffe zunehmend gefordert, um
unerwiinschte Nebenwirkungen auszuschlief3en, wie im bekanntesten Fall beim Contergan,
bei dem das (R)-Enantiomer beruhigend, das (S)-Enantiomer aber teratogen wirkt (Faber,
1997). Die Synthese von enantiomerenreinen Verbindungen ist daher von besonderem
Interesse.

Dass Enzyme nicht immer bel industridlen Prozessen zum Einsatiz kommen, liegt
hauptséchlich daran, dass Enzyme unter harten industriellen Bedingungen eingesetzt werden
sollten, die zu deren Denaturierung fuhren. Dazu gehéren vor allem hohe Temperaturen und
die Anwesenheit organischer Lésungsmittel. Dennoch haben biotechnologische Verfahren es

ermoglicht, einige klassi sche chemische Prozesse zu ersetzen.
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1.2 Enzymein der Industrie

Wegen der strengen Umweltauflagen fir die chemische Industrie suchen die Grof3-Industrien,
aber auch mittelstandige Betriebe nach umweltfreundlichen Methoden. Dadurch entwickeln
sich biotechnologische Verfahren rasch und es werden immer mehr Enzyme in der Industrie
eingesetzt.

Die Pharmaindustrie hat enorme Aufwendungen in die Herstellung enantiomerenreiner
Wirkstoffe gesteckt, um pharmakologisch wirksame Substanzen in der geforderten Reinheit
zu erhalten. Mittlerweile wird die Forderung nach enantiomerenreinen Wirkstoffen auch fir
die Entwicklung neuer Agrochemikalien intensiv geprift (Ernst& Y oung, 1998). Zu erwarten
ist, dass dieses Qualitatskriterium eingehalten werden muss, sobald der Stand der Technik
dies zul &sst.

Industriell genutzte Enzyme sind z.B. die bel der Fruchtsaftklérung verwendeten Pektinasen
oder die as enzymatische Wirkstoffkomponenten in  Waschmitteln und in der

Textilverarbeitung zum Einsatz kommenden Lipasen, Proteasen, und Cellulasen (Tabelle 1)

(Jaag, 1968).

Tabelle 1: Industriell genutzte Enzyme, ihr Ursprungsorganismus, aus dem sieisoliert werden und
mogliche Verwendungszwecke

Enzym Isoliert aus Nutzung bei

?-Amylase Bacillus subtilis, Aspergillus niger Starkeprodukte, Textilverarbeitung,

Aspergillus oryzae Brotherstellung, Fruchtséfte, Sirup,
Gemlisesifte

Bromelain Ananas comosus Fruchtsaftklarung,
Ananas bracteatus Fleischzartmacher

Cdlulasen Aspergillus niger Glucoseherstellung,
Trichoderma reesei Papierverarbeitung

Glucose-Isomerase Streptomyces spec Herstellung von Zuckersirup
Bacillus coagulans
Glucose-Oxidase Aspergillus niger Antioxidans

Auch in der organischen Synthese gewinnen Enzyme zunehmend an Bedeutung (Zaks, 2001).
Innerhalb der industriell genutzten Biokatal ysatoren kommt den Dehydrogenasen dabel in den

letzten Jahren, trotz des erforderlichen Zusatzes von Coenzymen, eine stérkere Bedeutung zu.
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(Carreaet al., 1996). Da Coenzyme kostenintensiv sind, wenn sie in aquimolaren Mengen in
der enzymatischen Synthese im industriellen Mal3stab eingesetzt werden, wurden eine Rethe
von Verfahren entwickelt, die Coenzyme in situ zu regenerieren (Kometani et al., 1994;
Leonida et al., 1998). Dabe stellen enzymatische Verfahren die effizienteste Methode zur
Coenzymregenerierung dar.

So stellen Dehydrogenasen ideale Biokatalysatoren fir asymmetrische Synthesen chirder,
enantiomerenreiner Substanzen aus prochiralen Vorstufen dar (Humme & Kula, 1989).
Einsatzgebiete sind derzeit vor alem die Produktion von Pharmazeutika, Feinchemikalien und
Lebensmittel zusatzstoffen (Drauz et al., 1994). Kommerziell gehandelte Enzyme wie zum
Beispidl Alkohol Dehydrogenasen, Phenylalanin Dehydrogenase (Hummel, 1997), D- oder L-
Lactat Dehydrogenasen oder D-Hydroxyisocapronsaure Dehydrogenasen (Lerch et al., 1989),
wurden fir die Prgparation von optisch aktiven Substanzen mit Erfolg eingesetzt (Hanson et
al., 2000).

Am Beispid der Synthese von enantiomerenreinen Aminosduren durch die enzymatische
reduktive Aminierung prochiraler ?-Ketosduren werden Aminosaure Dehydrogenasen wie die
Leucin Dehydrogenase (LeuDH) aus Bacillus sp. (Bommarius & Drauz, 1994; Bommarius et
al., 1995; Wichmann et al., 1981) und die Phenylalanin Dehydrogenase (PheDH) aus
Rhodococcus sp. M4 mit Erfolg eingesetzt (Hummel et al., 1987).

Eine Vidzahl neuer aliphatischen und aromatischen ?-Aminosaurederivate, kann aufgrund
der breiten Substratspektren der LeuDH und der PheDH mit hoher Enantiose ektivitét
hergestellt werden (Krix et al., 1997). Erfolgreich wurde die NAD-abhéngige Leucin
Dehydrogenase aus Bacillus sp. fur die Synthese optisch aktiver Aminosduren mit
ungewohnlichen Resten wie (S)-tert.-Leucin eingesetzt (Bommarius et al., 1995). Das meist
breite Substratspektrum dieser fur die chemische Synthese einsetzbaren Enzyme wirkt sich
vorteilhaft aus, da meistens die Enzyme flr mehr als ein Substrat verwendbar sein sollten.

Das bei Dehydrogenasen notwendige Coenzym beeintrachtigt die Synthese nicht, da NAD*
Uber einen langeren Zeitraum stabil (Janssen et al., 1987; Oppenhemer & Kaplan, 1974;
Wong & Whitesides, 1981) und durch die Regenerierung mit Formiat kostenglinstig
einsetzbar ist.
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1.3 Die Phenylalanin Dehydrogenase aus Rhodococcus sp. M4

Die Phenylalanin Dehydrogenase (PheDH) aus Rhodococcus sp. M4 katalysiert die oxidative
Desaminierung von L-Phenylalanin zum Phenylpyruvat und Ammonium, dabei wird das
Coenzym NAD" zum NADH reduziert (Abbildung 1) (Hummel et al., 1987).

e H
O—C| COOH H,N—C—COOH

CH; PheDH CH,

+ NH," + NADH + NAD" +H,0

Phenylpyruvat L-Phenylalanin

Abbildung 1. Reaktionsschema der Phenylalanin Dehydrogenase.

Das Enzym benétigt NAD™ als natiirliches Coenzym und wurde bei einigen gram-positiven,
aeroben Bakterien gefunden. Anfanglich wurde die PheDH in Brevibacterium sp (Hummel et
al., 1984) und spéter in anderen Bakterienstammen wie Bacillus, Sporosarcina (Asano et al.,
1987), Nocardia (de Boer et al., 1989), Thermoactinomyces (Ohshima et al., 1991), und
Rhodococcus (Hummel et al., 1987) gefunden. Die Phenylalanin Dehydrogenase gehort zu
einer grofRen Aminosdure-Dehydrogenasen-Familie, zu der die Glutamat Dehydrogenase,
Alanin Dehydrogenase, Leucin Dehydrogenase, und die selten vorkommende Lysin-
Dehydrogenase gehdren. Die PheDH kann fir die Synthese von optisch aktivem L-
Homophenylalanin, einem Baustein vom Angiotensin, fir die Behandlung von Bluthochdruck
(Hypertension) und Herzfehlern (Abrams et al., 1984; Ondetti & Cushman, 1981) und
ebenfalls fur die Herstellung von Allysin als Vasopeptidase Inhibitor (Hanson et al., 2000)
sowie zur industrigllen Synthese von L-Phenylalanin as Komponente von Aspartam
(Wichmann et al., 1981) verwendet werden. Ebenso kann das Enzym fir den Nachweis der
Phenylketonurie (Centerwall & Centerwall, 2000) mittels eines Biosensors eingesetzt werden
(Wendd et al., 1991; Wendéd et al., 1990).

Die Phenylalanin Dehydrogenase aus Rhodococcus sp. M4 ist im Gegensatz zu den octameren
Phenylalanin Dehydrogenasen aus Bacillus sphaericus (Okazaki et al., 1988) und
Sporosarcina urea (Asano et al., 1987) ein Tetramer von 39.5 kDa pro Monomer (Brunhuber
et al., 1994). Die Phenylalanin Dehydrogenase aus Thermoactinomyces liegt als Hexamer vor
(Takada et al., 1991). In Abbildung 2 ist der Reaktionsmechanismus der Phenylalanin
Dehydrogenase dargestellt (Brunhuber et al., 2000). Die reduktive Aminierung des Phenyl-
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pyruvats erfolgt Uber die Bildung von Iminophenylpyruvat, das in einem weiteren Schritt zu
L-Phenylalanin reduziert wird.
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Abbildung 2: Reaktionsmechanismus zur Aminierung von K etoséuren und die dabei beteiligten
Aminosauren in der NAD-abhéngigen Phenylalanin Dehydrogenase.
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Die Krigallisation und Aufkléarung der PheDH aus Rhodococcus sp. M4 wurde durch
Vanhooke et a (Vanhooke et al., 1999) ermdglicht. Baserend auf den Daten der
dreidimensionalen Struktur konnte die PheDH mittels 3D-Programm (Swiss PDB Viewer)
modelliert werden (Abbildung 3). Hervorgehoben sind die Aminosaure Lysin an Position 66
im aktiven Zentrum, die Lage des Substrates Phenylpyruvat und das Coenzym NAD".

Phenylpyruvat

Abbildung 3: Dreidimensionale Struktur der NAD-abhéngigen Phenylalanin Dehydrogenase aus
Rhodococcus sp. M4. Dargestellt ist das Enzym mit dem Substrat Phenylpyruvat ohne Coenzym und
Inhibitor. Die Pfeile zeigen auf die Aminosdure Lysin 66, die im aktiven Zentrum beteiligt ist, sowie auf
das Substrat im Substratkanal. Die tiefe Spalte ist ein typischer Substratkanal fur Aminosiure
Dehydrogenasen.
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Zur Veranschaulichung sind die betelligten Aminosduren im aktiven Zentrums mit den
Wasserstoffbindungen zum Substrat und Coenzym (NAD) in Abbildung 4 dargestdlit.

NAD*

Phenylpyruvat
Lysin 66

Abbildung 4: Die beteiligten Aminosiuren im aktiven Zentrum der PheDH. Die Aminosiure Lysin 66 ist
die Bindungsstelle zur Carboxylgruppe im Phenylpyruvat
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1.3.1 MalicenzymeausE. coli K12

Das NAD abhangige malic enzyme ist in der Natur weit verbreitet und katalysiert die
oxidative Decarboxylierung von L-Malat. Dieses Enzym gehtrt zur Klasse der
Oxidoreduktasen und kann fur die kolorimetrische Bestimmung von Malat und ebenfalls fir
die NADH-Regenerierung im Enzymreaktor eingesetzt werden (Nakamura et al., 1986).

Das malic enzyme wurde sehr umfangreich in verschiedenen Organismen, in Bakterien
(Sulfolobus solfataricus (Iwakura et al., 1978), Clostridium thermocellum (Lamed & Zeikus,
1981), Bacillus subtilis (Diesterhaft & Freese, 1973), Pseudomonas fluorescens (Knichel &
Radler, 1982), in Pflanzen Zea mays, Solanum tuberosum (Hauder et al., 1987; Willeford &
Wedding, 1987), und ebenfalls in hoheren Organismen, Rattenleber (Bagchi et al., 1987;
Magnuson et al., 1986; Winberry et al., 1983) untersucht.

Dasin dieser Arbeit klonierte NAD abhangige E. coli K12 malic enzyme zeigt Ahnlichkeit im
Molekulargewicht (50 kDa) zum malic enzyme aus Bacillus stearothermophilus (Kobayashi
et al., 1989) aber einen Unterschied zum NADP-abhéngigen malic enzyme aus E. coli (62
kDa) (Nakamura et al., 1986).

1.3.2 L-Phenylalanin-Synthese unter Coenzymregeneration

Verschiedene Wege fihren zur Produktion der Aminosiure L-Phenylalanin. Man kann dies
durch chemische Synthesen, Extraktion von Protein-Hydrolysaten, fermentative oder
enzymatische Methoden erreichen. Eine direkte Fermentation zur Produktion von L-
Phenylalanin ist mit Corynebacterium glutamicum (Nakayama et al., 1978) oder Bacillus
subtilis (McEvoy & Joyce, 1974) beschrieben. Dennoch konnten mittels der Phenylalanin
Dehydrogenase aus Rhodococcus sp. M4 in eénem Enzym-Membran-Reaktor 456 g L™.d™
L- Phenylalanin erzidt werden (Hummed et al., 1987). Die Synthese des L- Phenylalanins
wurde durch die PheDH unter Regeneration des Coenzyms NADH mit der Formiat
Dehydrogenase (FDH) katalysiert. Phenylpyruvat wird in diesem System durch reduktive
Aminierung mit Hilfe von PheDH in L-Phenylalanin umgewandelt. Gleichzeitig sorgt die
FDH fir die Regenerierung des NADH durch Formiat (Abbildung 5) (Hummel et al., 1987).
Fur die Regenerierung des NADH im industriellen Mal3stab wird bis dato die NAD-abhangige
Formiat Dehydrogenase eingesetzt (Kula & Wandrey, 1987; Shaked & Whitesides, 1980).
Das Verfahren konnte grofdtechnisch angewandt werden (Kragl et al., 1992).
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Regeneration des Coenzymes NADH

Formiat L-Phenylalanin + H,0O

NAD *
FDFi(:::i/ ﬂj:::> PheD
NADH
co,

Abbildung 5: Schema zur Synthese von L-Phenylalanin unter Regeneration des Coenzyms NADH mittels
Formiat Dehydrogenase.

Phenylpyruvat + NH,"

1.3.3 Expression rekombinanter Proteine

Die Mdglichkeit, Proteine, die normalerweise entweder gar nicht oder nur in extrem geringen
Mengen verflgbar waren, in grof?en Mengen herzustellen, beeindruckte Wissenschaftler,
Arzte und Geschaftdeute gleichermalien. Im Jahre 1976 hidt die Gentechnik Einzug in die
Biotechnologie. Erstmals wandte man die Verfahren der DNA-Klonierung, Oligonucleotid-
synthese und Genexpression in enem enzelnen Experiment an, bei dem man en
menschliches Protein durch die Expression einer rekombinierten DNA gewann. Es handelte
sich um den aus 14 Aminosauren bestehenden Peptidneurotransmitter Somatostatin (Itakura et
al., 1977). Das Gen des entsprechenden Proteins wurde in einem Plasmid kloniert und in E.
coli exprimiert. Wenig spéter gelang die Expression des menschlichen Insulins (Nossal,
1980), das zur Behandlung des Diabetes dient und zum ersten kommerziell genutzten Produkt
der Gentechnik wurde.

Solche Mesterleistungen beruhten auf Erfolgen in allen Bereichen der Molekularbiologie,
unter anderem der Oligonucleotidsynthese, der Isolierung der DNA-spaltenden und
verknipfenden Enzyme, der Charakterisierung bakterieller Plasmide und der Erforschung der
Genexpression.

Eine Vidfat an Expressonsplasmiden ist kommerzidl erhaltlich. Die Minimal-Ausstattung
solcher Plasmide besteht aus eéinem Promotor, einer Ribosomenbindungsstelle, dem Origin of
Replication, und einem Selektionsmarker. Dennoch fuhrt der Abbau oder die chemische
Modifizierung des Antibiotikums durch das Produkt des Resistenzgens oder den Wirtsstamm
oft zur Reduktion der Plasmidkopienzahl in der Zelle und beglnstigen die Entstehung
heterogener Organismenpopulationen (Bentley et al., 1993).
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Fur die Verbesserung solcher Systeme wurden spezielle DNA-Segquenzen bezlglich
Plasmidstabilitdt, mRNA-Stabilitdt, effizienter Trandationsinitiation, und rechtszeitiger
Transkriptionstermination entwickelt (Balbas & Bolivar, 1990). Beispiele solcher Sequenzen
bilden Repressorgene, Terminatoren, Antiterminatoren, Sekretionsgene und Reportgene
(Stader, 1995). Die Stahilitdt des Fremdgens oder Plasmids (Segregationsstabilitat), wird
durch hohe Kopienzahl, par-Sequenzen und Selektionsmarker geférdert (Balbas & Boalivar,
1990). Durch die Einfuhrung einer par-Sequenz kann die Segregationsstabilitét eines
Expressionsvektors erhoht werden (Zurita et al., 1984). Einflul Uben auRerdem die
Transkriptionsaktivitdt des Fremdgens und die genetischen Eigenschaften des
Wirtsorganismus (Stader, 1995) sowie die Zusammensetzung des Kulturmediums aus (Mason
& Bailey, 1989).

Die Klonierung des Gens der cDNA eines Proteins ist nur der erste von vielen Schritten, um
gentechnisch en Protein fir medizinische oder industrielle Anwendungen herzustellen. Der
néchste Schritt besteht darin, das Gen in eine Wirtszelle einzuschleusen und es darin zu
exprimieren. Die bekanntesten Expressionssysteme sind die Bakterien E.coli und Bacillus
subtilis, die Hefe, sowie kultivierte Insekten- und Saugetierzellen. Welches System geeignet
ist, hangt von den Projektzielen und den Eigenschaften des zu produzierenden Proteins ab.
Bakterienzellen sind einfache Systeme mit kurzer Generationszeit, hoher Ausbeute und
niedrigen Kosten. Die Zdllen, insbesondere von B. subtilis, lassen sich induzieren und
schleusen das Produkt in das Kulturmedium aus, was die Reinigung des Proteins
aul3erordentlich vereinfacht. Allerdings haben prokaryotische Zellen auch einige Nachteile.
Manche Proteine werden zwar extrem stark exprimiert (e kénnen mehr als 20 % der Masse
aller Bakterienproteine ausmachen), aber oft falten sie sich nicht korrekt, und bilden dann
unldsliche Einschlusskorper (inclusion bodies) (Hibino et al., 1994). Diese Proteine kann man
zwar durch Extraktion gewinnen, sie sind allerdings in aller Regel biologisch inaktiv. Kleine
Proteine lassen sich unter Umstanden in ihre aktive Form UberfUhren (Babbitt et al., 1990;
Huang et al., 1993), bel grofRen Produkten ist das jedoch normalerweise nicht méglich. Ein
zweites Problem ist, dass Fremdproteine fir Bakterien manchmal toxisch sind wie z.B.
Aminosdure-Oxidasen, sodass Kulturen, die das Protein herstellen, nicht in hoher Dichte
wachsen konnen. Diese Schwierigkeit l&sst sich oft durch einen induzierbaren Promotor
umgehen. Wenn die Kultur dicht gewachsen ist, schaltet man den Promotor an, der daraufhin

mit der Transkription des Gens fir das toxische Fremdprotein beginnt.
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Drittens fehlen den Bakterien jene Enzyme, die Proteine in Eukaryotenzellen nach der
Trandation modifizieren, indem sie ihnen beispiel sweise Phosphatgruppen oder Zuckerreste
anhangen. Derartige chemische Modifikationen sind héufig notwendig, damit die Proteine
Aktivitét zeigen. Eine Moglichkeit zur posttrandationalen Modifikation besteht darin, die
modifizierenden eukaryotischen Enzyme zu reinigen und mit ihnen bakteriell exprimierte
Proteine nachtraglich abzuwandeln.

1.4 Protein-Design
1.4.1 Gezielte Mutagenese

Die Nutzung von Mikroorganismen und der daraus gewonnenen Enzyme erhalten neue
Aspekte durch die Gentechnik, mit denen sowohl neue Produkte herstellbar werden, als auch
erhebliche Verbesserungen in Ausbeute und Qualitdt bei konventionellen Produkten zu
erwarten sind.

Mittels NMR-Techniken und RoOntgenstrukturanalyse wurde die Ermittlung der
dreidimensionalen Struktur eines Proteins ermdglicht, und durch den Einsatz von
Computertechnik gezielt Veranderungen vorgenommen.

Uber die gezidte Verkniipfung dieser Strukturaufklarung mittels Computertechnik mit den
neuen Kenntnissen der Biochemie und der Molekularbiologie konnen wirtschaftlich
interessante Enzyme untersucht und modifiziert werden. So wurden Enzymvarianten
hergestellt, die sich durch Uberlegene Eigenschaften, wie z.B. hohere Aktivitéat, bessere
Stabilitét, erweitertes Substratspektrum oder Coenzymspezifitat auszeichnen (Galkin et al.,
1997; Slusarczyk et al., 2000). Einige veranderte Enzyme kdnnen so technisch interessante
Chemikalien bis zu 10000x besser umsetzen, als die natiirliche Form des Enzyms (Wilkinson
et al., 1984). Statt tausender von Proteinen auf mogliche Wirksamkeit zu testen, versucht man
mit Hilfe des Protein-Designs eine neue malgeschneiderte Struktur am Computer zu
entwerfen. Diese  neumodifizierten Enzyme werden dann mit molekularbiol ogischen
Methoden hergestellt und hinsichtlich Struktur und neuer Eigenschaften untersucht. Fir den
Einsatz eines erfolgreichen rationalen Designs missen vorab tiefgehende Informationen Uber
Struktur und Reaktionsmechanismus vorliegen. Abbildung 6 zeigt den Zyklus, wie er
normal erwei se durchgefihrt wird.
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/ molekulares Modell

Raumstruktur

RKSA

N

Kristalllsatlon
Elgenschaften

Proteinisolierung— P rotein “_\ »

Expression

Modifikation

Prim arstruktur /

W ildtyp Klonierung

DNA- ynthese \_/ )

Genbank

DNA-Isolation \_/

Abbildung 6: Protein-Design Zyklus zur gezielten Mutagenese eines Enzyms
(RKSA = Rontgenstrukturanalyse)

Die Uberlegung, dass durch die Senkung der Entfaltungsentropie mittels ausgewahiter
Aminosaurensubgtitutionen die Konformation des T4-Lysozyms stabilisiert werden kann,
haben Mathews et al. (Matthews et al., 1987) durch die Erzeugung einer Doppel mutante
nachgewiesen und somit die Thermostabilitét dieses Proteins erhoht. In einer folgenden
Arbeit wurde durch die Einfihrung von zwei Disulfidbriicken an definierten Stellen im
Lysozym, das heif3t Austausch von vier Aminosduren, die strukturell ginstig fur ene
Ausbildung lagen, die Thermostahilitét von 41°C auf 58°C erhoht, wobei das neu entstandene
Enzym die volle Aktivitét besal’ (Matsumuraet al., 1989).

Vacca et a. (Vacca et al., 1995) konnten durch den Austausch von Tryptophan 140 gegen
Histidin mittels gezielter Mutagenese die Resktionss bzw. Substratspezifitdt der
Agpartataminotransferase verandern. Dadurch kann Alanin siebenmal schnédller as durch das
Wildtypenzym racemisieren, wahrend die Aktivitét des Muteins gegentiber Alanin sechsfach
abnahm.

Die benctigte exakte Aufklarung der Struktur eines Enzyms ist ein Nachteil der gezielten
Mutagenese, da sich die Strukturen bekannter Proteine nicht auf andere mit &hnlichen

Sequenzmotiven Ubertragen lassen.
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1.4.2 Zufallsmutagenese

Die Methode der ,Zufallsmutagense® (random mutagenesis), bel der ein grof3er Pool an
Veranderungen in en Enzym engefihrt wird, it eine gute Alternative zum rationalen
Protein-Design. Um das Screening der durch die Zufallsmutagenese hergestellten
Enzymvarianten- Bibliothek ermdglichen zu koénnen, sind geeignete und effektive
Selektionsmechanismen notwendig. Mit geeigneten Methoden konnen die gewinschten
Eigenschaften detektiert werden. Es wird eine Art kinstlicher Evolution herbeigefiihrt
(Arnold & Moore, 1997), be der man den Selektionsdruck zur Verbesserung der
Eigenschaften zu Hilfe nimmt (Bornscheuer et al., 1998; Bornscheuer et al., 1999).

Diese Methode wurde zur Erhéhung der Temperaturstabilitét (Bryan et al., 1986) bzw. der
pH-Stabilitdt (Cunningham & Wels, 1987) von Enzymen oder zur Erhéhung der Resistenz
(Oliphant & Struhl, 1989) erfolgreich angewandt. Durch den Austausch von Asparagin 218
gegen Serin konnte die Thermostabilitdt der Serin-Protease Subtilisn aus Bacillus
amyloliquefaciens im Vergleich zum Wildtyp um das vierfache gesteigert werden (Bryan et
al., 1986). Hier erfolgte die Mutagenese durch Zugabe von Natriumbisulfit, das zur
Desaminierung von Cytosin zu Uracil fuhrte. Das Screening nach diesem Mutein erfolgte
Uber ein geeignetes Subtilisinsubstrat und einen pH-Indikator auf Agarplatten, so dass beim
Abbau des Substrates eine pH-Senkung stattfand und sich somit die Farbe des Indikators
anderte. Zhou et a. verwendeten fir die Erhthung der Thermostabilitét des Subtilisins die
Polymerase- Ketten- Reaktion (PCR) (Zhou et al., 1996), konnten damit alerdings die
gleichen Punktmutationen wie Bryan et al. nachweisen. In einer anschlief3enden gezielten
Mutagenese wurde eine weitere Aminosaure substituiert und somit eine Doppel mutante
erzeugt, die sowohl thermostabil als auch oxidationsresistent ist. Arnold et al. bewirkte eine
Verbesserung der Thermostabilitét der Bacillus subtilis-Protease — Subtilisin E und erhidlten
somit eine @nliche Thermostabilitdt wie bel der Thermoactinomyces vulgaris- Thermitase
(Zhao & Arnold, 1999). Mit der ,error-prone” Methode konnte ebenfalls die Aktivitét vom
Subtilisin E auf das 16 fache erhdht werden (You & Arnold, 1996).

Die gerichtete Evolution als erfolgreiches Konzept zeigen die folgenden Beispide:

p-NB-Esterase: 3 Mutationen / hthere Aktivitét in org. Lésungsmittel (Moore et al., 1997)
Subtilisn E: 8 Mutationen / 1000 x hthere Halbwertszeit bel 65°C (Zhao et al., 1998)
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Die Zufallsmutagenese hat folgende Vortelle:

1. keine Strukturinformation nétig
2. schnellerer Optimierungsprozef3
3. mehrere unspezifische Mutationen/Generationen sind méglich

1.5 Hochzelldichte-Fermentation (HZD)

Um die durch kontinuierliche Zufthrung ein oder mehrerer Nahrstoffe wahrend der
Fermentation auftretende Katabolit-Repression und Anreicherung toxischer Substanzen
vermeiden zu konnen, erfolgt die Kultivierung rekombinanter Mikroorganismen in der Regel
mittels der fed-batch-Technologie.

Die HZD-Fermentation dient zur Verbesserung der Produktivitét mikrobieller Systeme, der
Reduktion von Produktions- Investitionskosten und Kulturvolumina (Knorre et al., 1991).
Ebenso konnen Sauerstoffverbrauch und die Warmeentwicklung durch die Limitierung der
Wachstumsrate  kontrolliert werden (Riesenberg, 1991). Dennoch fihren die
Subgtratlimitation und -inhibition, Limitierung der Sauerstoffversorgung und Wéarmetransfer,
CO, —Konzentration sowie die Bildung metabolischer Nebenprodukte zu Problemen bei der
HZD-Fermentation (Riesenberg et al., 1991).

Metabolische Nebenprodukte: Die Bildung von Nebenprodukten héngt von der
Zusammensetzung des Mediums, dem Wirtsstamm und der spezifischen Wachstumsrate ab
(Pan et al., 1987). Unvollstandig oxidierte Nebenprodukte wie Acetat, Lactat, Pyruvat,
Ethanol und Isobutyrat werden von E. coli Kulturen, deren Dichte Gber 40 g Biomasse pro
Liter Medium betragt, akkumuliert (Landwall & Holme, 1977; Paalme et al., 1990). Dieser
Effekt ist durch die Bildung von Salzen im Medium zu beobachten (Jensen & Carlsen, 1990).
Nach Lee et al. fuhrt insbesondere das Nebenprodukt Acetat zur Inhibition des Wachstums,
infolgedessen wird die Produktion des heterologen Proteins vermindert (Lee, 1996).

CO,-Konzentration: Verminderte Wachstumsrate sowie die Bildung metabolischer
Nebenprodukte konnen bel CO,-Partialdriicke oberhalb 0,3 atm beobachtet werden (Pan et
al., 1987).
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Saugrstofftransfer: Da das Wachstum rekombinanter E.coli-Zdlen unter aeroben

Bedingungen erfolgt, sollte der Sauerstoff-Partialdruck nicht unter 10 % sinken. Dennoch
wachst das Problem der Sauerstoff-Transferrate bel grof3en Fermentervolumina aufgrund der
Lodichket von Sauerstoff in Wasser, die auf maximal 200 mmol O pro Liter limitiert ist
(Riesenberg, 1991).

Subdgtratinhibition: Die Inhibierung des Wachstums wird durch Substratkonzentrationen
oberhalb bestimmter Grenzwerte verursacht. Hefeextrakt oder Pepton, die komplexe

Verbindungen darstellen, sind nur in geringer Konzentration 16dich (Riesenberg & Guthke,
1999).

Fermenter-Durchmischung: Bel mange hafter Durchmischung grof3er Fermenter sind Zdllen,
die sich nahe der Nahrstoff-Injektionsstelle befinden, erhthten Nahrstoffkonzentration

ausgesetzt, wahrend an anderen Stellen Nahrstoffmangel herrschen kann. Sowohl der Mangel
als auch der Uberschuss bewirken eine Verringerung der Zellausbeute (Neubauer et al., 1995)

2 Problemstellung und Ziel setzung

Das erste Zid der vorliegenden Arbeit war, sowohl die NAD-abhéngige Phenylalanin
Dehydrogenase (PheDH) aus Rhodococcus sp. M4 als auch das malic enzyme aus E.coli K12
zu klonieren. Die Klonierung dieser zwei Enzyme im gleichen Plasmid sollte die Grundlage
fur die reduktive Aminierung von ?-Ketosduren und gleichzeitig die Regeneration des
Coenzyms mittels Ganzzell-Biotransformation ermdglichen. Ein weiteres Zie war die
Erweiterung des Substratspektrums der PheDH durch Mutagenese.

Der Faktor, der die Effektivitat der NADH-Regeneration im Produktionsprozef3 herabsetzt, ist
die schwache Aktivitdt und die mangeinde Stabilitét des Ublicherweise verwendeten
Regenerationsenzym Formiat-Dehydrogenase (FDH). Die erforderliche Nachdosierung des
Coenzyms wéhrend des Prozesses erhdht die Produktionskosten signifikant. Um die
Wirtschaftlichkeit des Verfahren zu erhdhen, wird in dieser Arbeit das malic enzyme aus E.
coli K12 als eine Alternative zur FDH fir die Regeneration kloniert und GberprUft.

Die Klonierung des zweiten Enzyms — die rec-PheDH - soll eine Grundlage fur die
Mutagenese schaffen. Die Erweiterung des Substratspektrum der PheDH, wird mittels
gezidter Mutagenese bzw. Zufallsmutagenese durchgefihrt. Die Sequenz der PheDH wird
mit bekannten Aminosdurensequenzen verglichen und die Bindungsstellen sowie die
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Interaktionen zwischen den Aminosaurenresten im aktiven Zentrum der PheDH zum Substrat
bestimmt. Mit Hilfe der Kristalllisationsdaten der PheDH wird die PheDH modelliert und ein
Proteindesign durchgefuhrt.

Eine weltere Zidsetzung dieser Arbeit war, Einblicke in den Reaktionsmechanismus der
PheDH und Aufschluss tiber die Struktur—Funktionsbeziehungen dieses Enzyms zu gewinnen.
Hierbel sollte das aktive Zentrum der PheDH mit dem der Lactatdehydrogenase verglichen
und eventuelle Mutagenese durchgefiihrt werden.

Fur die Erweiterung des Substratspektrums werden Mutationen in der PheDH mit Hilfe
verschiedener Methoden eingefiihrt, um somit die Konstruktion einer neuen Amin-
Dehydrogenase fur die Herstellung von aromatischen Aminen aus aromatischen Ketonen zu

erreichen.
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3 Materid

Gerate
Analytik-Apparaturen
Gaschromatograph
HBLC-System

GC-9A

NMR-ARX500

Robocycler

Bildverarbeitung

Eagle Eye |, Videosystem
Fraktionssammler Frac 100
Disintegration
Schwingkugelmuhle
Disintegrator S

Ultraschallgerét

Dialyse und Ultrafiltration
Ultrafiltrationskammer 8050, 8010
Fermentation

20 L-Bioreaktor Biostat
Contifuge 300 MD
Elektrophorese

Gel elektrophorese GNA 100
Gelelektrophorese Horizon 11.14
Prep Cdl

Klvetten

Mikrokivetten (50 ul), Quarzglas

Halbmikrokivetten (1 ml), optisches Glas
Fluoreszenzhal bmikrokvetten(1 ml), Quarzglas

Photometer
UV/Vis-Spektralphotometer 16 A

UV/Vis-Spektral photometer DU 650

Fluoreszenzphotometer LS50 B

Shimadzu

Gynkotek (Germering)
Shimadzu (Diissel dorf)
Bruker

Stratagene

Stratagene (Heidelberg)
(Pharmacia)

(Retsch)
IMA

Branson

Amicon

Braun
Heraeus Christ

Pharmacia (Freiburg)
Life Technologies (Eggenstein)
Biorad

Hellma (Mullheim/Baden)
Hellma (Mullheim/Baden)
Hellma (Mullheim/Baden)

Shimadzu (Duisburg)
Beckmann (Duisseldorf)
Perkin Elmer (Dusseldorf
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Zentrifugen
Eppendorf-Zentrifuge 5415 C
Kihlzentrifuge Sorvall RC-5B

Vacuumzentrifuge
+Kuhifalle

Chemikalien

Eppendorf (Hamburg)
Du Pont Instruments
(Bad Homburg)
(Univapo 150 H)
(Unicryo MC1L)

Alle nicht aufgefiihrten Chemikalien fir Losungen und Puffer waren mindestens von

analytischer Qualitdt (p.a) und wurden in der Regel von Fluka, Sigma, Roth oder Merck

bezogen.

Na&hrmedienbestandteile waren von Merck oder Difco, die Coenzyme von Bts.

Enzyme fir die Molekularbiologie wurden von NEB, Pharmacia, Biozym, Stratagene oder

Roche bezogen. Die Chemikalien fur molekularbiologische Untersuchungen waren von

hochster Qualitét. Die genannten Chemikalien wurden in , ultra pure® Qualitdt eingesetzt.

Acetonitril

EDTA
Acrylamid
Bis-Acrylamid
APS

Nucleotide/Nucleinsauren
dATP, dGTP, dTTP, dCTP

DNA-M olekulargewichtsmarker:

A. DNA-Marker IV [Boehringer]
B. DNA-Marker VI [Boehringer]
C. DNA-Marker VII [Boehringer]
D. DNA-Leiter [Gibco]

Applied biosystems
(Weiterstadt)
Pharmacia (Freiburg)
Biorad (Munchen)
Biorad (Munchen)
Biorad (Munchen)

Pharmacia (Freiburg)
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Enzyme

BamHI, Ncol Stul, EcoRlI, Hindlll,pStl, Ndel, Smal Biolabs

RNaseA Roth (Karlsruhe)
Tag-DNA-Polymerase (10 U/ul) Finnzyme

Ligase Roche

Alkalische Phosphatase Promega (Heidelberg)

Mikroorganismen
E. coli BL21
E. coli DH5?

E. coli HB101

E. coli IM105

E. coli IM109

E. coli XL1-Blue

Vektoren
pKK223-3
pTRC99a
puC18
pET-16b

[hsdSgal (?clts857 ind1Sam7 nin5 lacUV5)]

[supE44 ?lacU169 ?80lacZ?M15) hsdR17 recAl gyrA96 thi-
1relAl]

[SupE44 hsdS20 (g- me-) recA13 ara-14 proA2 lacYl galK2
rpsL20xyl-5mtl-1]

[SUbE endA sbcB15 hsdR4 rpsL(str') thi ? (lac-proAB)
F(traD36proAB" lacl? lac?ZM15)]

[recAl sup E44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi ?(lac-proAB
F (traD36proAB” lacl® lacz?M15)]

[SUpE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac F'[proAB” lacl®
lacZ?M15 Tn10(tet")]

[4,584kb, ColE1-Replicon, Piac, Amp']

[4,176 kb, Col E1-Replicon, Py, lacl?, AmpF]
[2,686 kb, ColE1-Replicon, lacZ’, lacl, AmpF]
[5,711 kb, His.Tag, T7, Amp]

Kitsfur die Molekularbiolgie

Sure clone Kit Pharmacia
Plasmid Praparation Qiagen
DNA Extraktion Qiagen
Auto Read Sequencing Kit Pharmacia

Rapid DNA Ligation Kit Roche
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4 Methoden
4.1 Molekularbiologie

4.1.1 Isolierung der genomischen DNA

Sowohl die genomische DNA von Rhodococcus sp. M4 fir die Isolierung der Phenylalanin
Dehydrogenase al's auch die des E. coli K12 fir malic enzyme, wurden nach van Soolingen et
al. isoliert (van Soolingen et al., 1991). Dafir wurden Kulturen mit einer einzelnen Kolonie
angeimpft und bel 30°C und 120 rpm bis zu einer optischen Dichte ODgy ca. 0.7 wachsen
gelassen.

Die Kultur wurde fir 30 min bel 80°C erhitzt und dann abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
10 ml TE-Puffer resuspendiert. Nach dem Resuspendieren wurden die Zdlen mit 0.5 ml
Lysozym (10 mg/ml) behandelt, und fiir 30 min bei 37°C inkubiert.

1.5 ml 10 %iges SDS und 120 ul Protease K (10 mg/ml) wurden zugeftgt und fir 10 min bei
65°C inkubiert. Durch diese Behandlung konnten die Proteine denaturiert und ausgefallt
werden. Um die restlichen Proteine und Lipide zu féllen, wurde die Losung mit 1 ml 5 M
NaCl und 1.5 ml N-Cetyl-N,N,N-trimethylammonium Bromid/NaCl, (4.1 g NaCl, 10 g N-
cetyl-N,N,N-trimethylammonium Bromid in 100 ml H,O), versetzt. Der ganze Ansatz wurde
gut vermischt und fir 20 min bel 65°C inkubiert.

Die DNA wurde durch ein &quivalentes Volumen von CHCI3 / Iscamyl Alkohol (24:1) nach
Zentrifugation extrahiert. Der Vorgang wurde zweimal durchgeftihrt, um die DNA vollstandig
zu isolieren.

Die DNA aus der wassrigen Phase konnte durch 0.6 Val. Isopropanol bei -20°C fir 30 min
geféllt werden. Danach wurde sie abzentrifugiert und das erhaltene DNA-Pdlet mit 2 ml
70%igem kalten Ethanol gewaschen.

Da Ethanol spétere Reaktionen inhibieren konnte, wurde die DNA durch Zentrifugation im
Vakuum (vacuum speed univapo) getrocknet.

Zum Nachweis der Reinheit der DNA konnen zwei Methoden elngesetzt werden:

1. Absorption be 260 und 280 nm
2. durch Geleektrophorese ( 0.5 % Agarose)
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4.1.2 Auftrennung von DNA-Fragmenten Uber Elektrophorese

Die Agarose wurde durch Aufkochen in der gewinschten Konzentration (0,8-1.2 %) in
IXTBE-Puffer gelést und nach dem Abkihlen auf ca 60°C mit /20000 Volumen an
Ethidiumbromid (10 mg/ml) versetzt und in horizontale Kammern gegossen. Die Proben
wurden vor dem Auftragen mit 1/6 Volumen Probenpuffer gemischt. Die Elektrophorese
erfolgtein einer mit 1xTBE-Puffer gefiillten Kammer. Die Ethidiumbromidfluoreszenz wurde
im UV-Durchlicht (312 nm) mit dem Videosystem ,Eagle Eye |1* (Stratagene) aufgezeichnet.

6X Probenpuffer: 30 % Glycerin, 0,25 % Bromphenol blau

TBE-Puffer: 90 mM Tris-HCL, 90 mM Borsdure, 2 mM EDTA, pH8,2

Als GroRenstandard fur die DNA- Gelelektrophorese wurde die kB-Leiter der Fa. Gibco
benutzt.

10X TBE-Puffer:

Tris 121.12 g
Borsaure 51.32¢g
EDTA 3.72¢g
Probenvorbereitung:

Die zu trennende DNA-L6sung wurde mit einfach DNA-Probenpuffer [Endkonzentration] pH
8.0 versetzt.

DNA-Probenpuffer [6fach]:
6XTBE; 50 % (v/v) Glycerin; 0.25 % (w/v) Bromphenolblau

4.1.3 Ethanolfallung

Zur Konzentrierung und Reinigung von DNA-Ldsungen wurden diese mit 2 Vol. Ethanol und
1/10 Vaol. 3 M Natriumacetat, pH 4.8 versetzt, 30 min. bei —20°C inkubiert und 20 min. bei
4°C und 13000 rpm abzentrifugiert. Die sedimentierte DNA wurde zweimal mit 70 % Ethanal
(v/v) gewaschen, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in Aqg. bidest oder TE-Puffer,
pH8.0 (50 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA) resuspendiert.
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4.1.4 Polymerase Ketten Reaktion [PCR]

Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) bietet die Mdglichkeit, gezielt spezifische DNA-
Fragmente zu amplifizieren. Durch entsprechende Gerédte [Robocycler, Stratagene] ist die
Reaktion komplett automatisiert. Durch Zugabe von genomischer DNA oder Plasmiden
zusammen mit fur ein DNA-Stiick spezifischen Primern wird dieses DNA-Stiick durch die
Tag-Polymerase [Thermus aquaticus] amplifiziert. Da die Tag-Polymerase die hohen
Denaturierungstemperaturen von 94°C Uberstent und diese Temperatur fur die Aufspaltung
der doppestrangigen DNA bendtigt wird, ist es moglich, Uber viele Zyklen ene
Amplifikation zu erreichen. Innerhalb jedes Zyklus erhdht sich exponentiell die Zahl des
Template, da jedes neu gebildete Template Ausgangsmaterial fir das nachste wird. Ein
Zyklus besteht aus einem Denaturierungsschritt [94°C], einem Annealingschritt, in dem die
Primer an das Template binden [Temperaturvariabel] und einem Amplifizierungsschritt
[72°C], bei dem die Polymerase aktiv ist.

Der Reaktionsansatz aus:

10 mM TrispH 8.3
50 mM KCl
1.5mM MqgCl,

jeweils 200 pM dATP, dCTP, dTTP, dGTP

20-40 pmol  jedes Oligonucleotid-Primers

25U Tag-Polymerase pro 100 pl Ansatz

10 ng Plasmid-DNA als PCR-Template

Die PCR Amplifikation wurde auf einem automatischen DNA-Thermal-Cycler (Robocycler,
Fa. Stratagene) nach folgendem Programm durchgeftihrt.

&5 min Denaturierung bel 94°C (zu Anfang des Programms 1x)

#&51.2 min Annealingsschritt, in dem die Primer an das Template binden

#&1.5 min Extenson (Verlangerung der Primer durch die Tag-Polymerase) bei 72°C
[ Temperaturvariabdl].

&1 min Denaturierung bei 95°C

& &Zyklisches Wiederholen der letzten drei Schritte (25-30x)

&5 min Extenson (nach Abschlu3 der PCR, um ene vollstandige Verlangerung
eventuell vorher abgebrochener DNA-Produkte zu gewahrleisten)



Methoden 23

4.1.5 Berechnen der Schmelztemperatur der Primer

Die Schmel ztemperatur Tm der Primer wurde nach Thein und Wallace (Thein & Wallace,
1988) abgeschétzt:

Schmel ztemperatur T,[°C] = 2x(Basenzahl A+T)+3x(Basenzahl G+C)

Diese Bezeichnung gilt fir Primerlangen ?24 bp.

Fur Primerlangen ?14 bp gilt [MWG-Biotech]:

Schmel ztemperatur Tm [°C] = 69.3°C + 0.41 x (GC-Gehalt [%]) — 650 / Primerlange

Annealingtemperatur Ta[°C] = Tm + 3°C

4.1.6 Isolierung von DNA- Fragmenten aus Agarosegelen

Die aus dem Ge ausgeschnittenen DNA-Banden kdnnen auch Uber spezielle Membransaulen
aus dem Gel duiert werden. Das dreifache Volumen des Gelstiickgewichts an Puffer QX1
[keine Herstellangaben] wird hinzugegeben, und die Probe unter einmaligem Schiitteln 10min
bel 50°C inkubiert. Die Losung wird auf eine Qiaguick-Zentrifugationssaule gegeben und
60sec bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Filtrat wird verworfen und die Saule durch erneute
Zentrifugation mit 0.75 ml Puffer PE gewaschen und durch nochmalige Zentrifugation Reste
des Puffers von der Membran der Saule entfernt. Abweichend von den Herstellerangaben
wurde jedoch zur Elution 50 pl H,O (pH 8.0) verwendet. Die eluierte DNA wurde Uber
Einengen in der Vakuumzentrifuge auf die gewinschte Konzentration gebracht und
weiterverarbeitet. Eine zweite Methode zur Isolierung der DNA- Fragmente erfolgte ebenso
nach einem Qiagen Kit, mit dem man die komplette PCR-Ldsung mit funffachem Puffer PB
[keine Herstellungsangaben] verdinnt und in eine Qiaquick Saule pipettiert. Die Saule wird
zusammen mit einem Auffanggefal? 60 sec bel 13000 rpm zentrifugiert. Die DNA kann nun
mit 0.75 ml PE-Puffer [Ethanol] gewaschen. Dabel werden durch nochmalige Zentrifugation
(60 sec., 13000 rpm) samtliche Reste des PE entfernt. Anschlief3end wird die DNA mit 50ul
ImM Tris bzw. H,O pH 8.0 [1min, 13000 rpm] von der Sdule euiert und Uber

Vakuumzentrifugation auf das gewiinschte Volumen zur Weiterverarbeitung eingeengt.
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4.1.7 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA

Linearisierte Plasmide, deren Religationsrate aufgrund des Vorliegens komplementérer Enden
besonders grof3 war, wurden unter Verwendung Alkalischer Phosphatase an ihren 5’ -Termini
dephosphoryliert. Dazu wurden 40ul des Restriktionsansatzes mit 1U alkalischer Phosphatase
aus Shrimps (Shrimp Alkaline Phosphotase, SAP, Boehringer Mannheim) versetzt, mit dem
zugehorigen, Zn?*-haltigen Reaktionspuffer und Ag. bidest. auf ein Endvolumen von 50l
gebracht und 30 min. bel 37°C inkubiert. Eine weitere Unit des Enzyms wurde nach Ablauf
dieser Periode zugefiigt und die Inkubation um zusétzliche 30 min. verlangert. Das Enzym
wurde mit einem Vol. Phenol-1soamylalkohol-Chloroform (25:24:1; v/viv) aus dem Ansatz
extrahiert und die dephosphorylierte Vektor-DNA durch Ethanolféllung gereinigt.

4.1.8 Ligation

Die Ligation der geschnittenen und isolierten Gene erfolgte sowohl mit Hilfe der T4-DNA-
Ligase der Firma Roche as auch mit dem ,sure clone kit“ der Fa. Pharmacia. Je nach
Schnittenden wurde fur Ligationen mit Uberhéngenden Enden (sticky-ends) ein molares
Verhéltnis von Vektor zu Insert von 1:3 bzw. glatten Enden (blunt-end) von 1.5 gewahit.

Nach vorschriftmafdiger Reaktion mit Klenowenzym und Phosphonuclecotidkinase (zur
Auffillung und Phosphorylierung der PCR-Enden) wurden die Fragmente von den Proteinen
mittels Agarosegel aufgereinigt.

Genfragment 1-16 pl [50-200 ng]
Klenow-Fragment 1l
10 x Puffer 2u
Polynucl eotidkinase 1l

Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert, dann ein aquivalentes Volumen an Phenol-
Chloroform zugegeben, intensiv vermischt [Vortex] und zur Phasentrennung bei 13000 rpm
2min abzentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und auf ein Agarosegel auf-
getragen. Das Genfragment wurde aus dem Gd isoliert. Anschlief3end wurde eine Ligation
der glatten Enden durchgefihrt.

Ligation nach , sure clone kit Pharmacia"

Genfragment 50-200 ng
pUC18 Vektor 50 ng
2 x Ligationspuffer 10 ng

DTT 1pl
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Ts-Ligase 1l

H,O ad 20 ul

Das Reaktionsgemisch wurde fur 4 h bei 16°C inkubiert und dann kompetente E.coli Zellen
[verschiedene Stdmme] mit dem ligierten Plasmid transformiert.

Ligation nach “rapid ligation kit Roche”

Genfragment 6 pl (200 ng)

Plasmid (geschnitten) 2 ul (50 ng)

Dilution Puffer (keine Herstellerangaben) 2l

Ligation Puffer (keine Herstellerangaben) 10 pl

Ts-Ligase 1pl

Das Reaktionsgemisch wurde fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann kompetente
E. coli Zdlen [verschiedene Stdmme] mit dem ligierten Plasmid transformiert.

4.1.9 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Die Herstellung kompetenter E. coli XL1 Blue und JM 105 sowie HB101 erfolgte nach der
Methode von Hanahan (Hanahan, 1983). Die Lagerung erfolgte bei —80°C.

Aus dem konservierten E. coli Stamm, wurden 5 ml LB-Medium 5 % angeimpt und Uber
Nacht wachsen gelassen. 200 pl davon werden in 300 ml LB-Medium Uberimpft, das dann bis
zu ene ODssp 0.5 bei 37°C inkubiert wird. Die Kultur wird dann in eine SS34-
Zentrifugenbecher Uberfuhrt, 15 min auf Eis gekihlt und dann bel 4°C abzentrifugiert. ( 5000
rpm, 10 min. ).

Die Zdlen werden mit ener Losung von 100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM Kaium-
Acetat pH 5.8, 10 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin resuspendiert und erneut fur 1h auf Eis
gestellt. Anschlief3end werden die Zellen nochmals abzentrifugiert und in einer Ldsung von
10 mM MOPS pH 7.0, 10 mM RDbCl, 15 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin aufgenommen und
15 min auf Eis inkubiert. Diese Zellsuspension wird dann in Aliguots von 100 ul schock-
gefroren (flissiger Stickstoff) und bel -80°C aufbewahrt.
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4.1.10Transformation

Die Standardtransformation wurde nach dem Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983)
durchgeftihrt. Hierzu wurden 100-200 pl kompetenter E. coli —Z€ellen auf Eis aufgetaut und 40
ng DNA aus dem Ligationsansatz zugegeben. Die Plasmidzellsuspension wurde 30 min auf
Eis gekuihlt und anschlieffend fir 90 sec auf 42°C erwarmt und sofort wieder auf Eis gekuhlt.
Nach Zugabe von 300 pl LB - Medium wurden die Zellen zur Regeneration etwa 45 min bei
37°C inkubiert. Anschlief3end wurden 200 pl dieser Kultur auf einer Antibiotikahaltigen LB-
Platte ausgestrichen und tber Nacht bel 37°C inkubiert.

4.1.11Schndlisolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (modifiziert nach
Birnboim und Daly)

Fur die Schnellisolierung von Plasmiden werden die Zellen einem osomotischen Schock
ausgesetzt und die Proteine danach ausgeféllt, wobel die Zellen mit osmotischen Losungen
behandelt werden, die zum Platzen der Zdlen fuhren (Birnboim & Daly, 1979).

1.5ml einer Ubernachtkultur werden abzentrifugiert und mit 100pl Lsg. A + 100 ug/ml RNase
sowie 200 pl Lsg. B versetzt (fur 5 ml UN-Kultur werden alle Mengen bis zur |sopropanol-
Féllung vervierfacht).

Der Ansatz wird dann 5 min auf Eis gelegt, gefolgt von 150 pl Lsg. C. Nach der Zugabe von
Lsg. C wird der Ansatz wieder auf Eis fur 15 min inkubiert und anschlief3end fir 10 min bei
13000 rpm abzentrifugiert.

Der Uberstand (400ul) wird mit 260ul Isopropanol versetzt und bei -20°C firr 30min absetzen
gelassen. Danach wird der Ansatz fur 5 min bei 13000 rpm abzentrifugiert und 2x mit
70%igem kaltem Ethanol gewaschen. Uber der Speedvacuumzentrifuge werden die Plasmide
getrocknet und in 50 pl TE-Puffer resuspendiert und bei -20°C aufbewahrt.

Lsg. A: 50 mM Glucose
10 mM EDTA
2.5 mM TrispH 8.0
Lsg. B: 02M NaOH
1 % SDS

Lsg. C: 3 M NaAC pH 8.0 (mit HCI titriert)



Methoden 27

4.1.12Plasmidisolierung [Biorad]

Fur die saubere Plasmidreinigung wurde das Quantum Prep? (Plasmid Miniprep kit [Biorad)])
verwendet. Die bindende Matrix ist ein Silicon dioxid exoskeleton aus Diatome.

Fur die Reinigung der Plasmide wurden 2 ml transformierte Zellen bei 13000 rpm fir 30 sec.
abzentrifugiert und den Uberstand entfernt. Dazu wurden 200ul Cell-Resuspension zu-
pipettiert und gut resuspendiert (Vortex).

Auf die Zelsuspension wurden 250 pl Cell-Lysis-Solution zugegeben und gut vermischt.
Nach der Behandlung mit der Lyse-Lésung wurden 250 pl ,Neutralization Solution®
zugegeben und vorsichtig vermischt (nicht vortexen).

Die Zdlen wurden dann abzentrifugiert (5 min bel 13000 rpm).

Die wal¥rige Phase wurde entfernt und mit 200 ul Matrix-Suspension vermischt. Die Lésung
wurde dann in einen Spin-Filter angebracht und bel 13000 rpm fur 5 abzentrifugiert.

Der Bodensatz wurde entfernt und der Ansatz (im Spin-Filter) wurde mit 500ul ,, Wash-
Solution* durch Zentrifugation gewaschen. Der Waschvorgang wurde 2x wiederholt.

Der Bodensatz wurde wieder entfernt und die Plasmid-DNA mit 56°C heif3em deionisiertem
H>O durch Zentrifugation fur 30 sek. euiert.

Die Plasmid-DNA wurde bel -20°C aufbewahrt.

4.1.13Plasmidisolierung [Qiagen]

Um die Plasmide aus den Bakterienzellen zu isolieren, wurde der Plasmid-Praparations-Kit
der Fa. Qiagen verwendet. Dieser beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse in Verbindung
mit einer Anionenaustauschchromatographie. Zur Vermeidung der Koprézipitation storender
Salze wurde die anschlief3ende Isopropanol- Fallung bet Raumtemperatur durchgeftihrt und
auch das 2 malige Ethanolwaschen (70 %) erfolgte bei Raumtemperatur. Nach der Trocknung
in der Speed-Vac wurde das erhaltene Pellet in 10 yl 1 mM Tris, pH 8.0 aufgenommen. Die
genaue Konzentration wurde mittels Restriktion eines 1l Aliquots gelelektrophoretisch
bestimmt.
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4.1.14Restriktion

Analytische Restriktionen erfolgten in eénem Volumen von 30 pl, préparative in einem
Volumen von 50pl. Die fur die einzelnen Restriktionsenzyme nétigen Puffer-Konzentrationen
folgten den Herstellerempfehlungen. Die DNA-Menge fur den préparativen Verdau lag in
einem Bereich von 3-4 pg/Ansatz. Die Vektoren wurden noch zusétzlich 1h mit 5 Units
alkalischer Phosphatase bei 37°C inkubiert, um die 5 -Phosphatgruppe zu entfernen und so
die Religation des Vektors zu verhindern.

4.1.15Sequenzierung

Die DNA- Sequenzierung erfolgte per Auftrag durch die Firma SequiServe, Vaterstetten, oder
mittels eines Automated Laser Fluoreszenz- (A.L.F.) Sequenzierautomaten (Fa. Phasrmacia )
in einem 6 %igen Polyacrylamidgel. Die Sequenzreaktion nach Sanger et al. (Sanger et al.,
1977) mittels T7- DNA-Polymerase wurde gemal3 Herstellerangaben durchgeftihrt [ AutoRead
™ Sequencing Kit, Fa. Pharmacia]. Pro Sequenzierung wurden 7 pg hochreine Plasmid-DNA
bendtigt. Sie erfolgten mit den im Kit enthaltenen vektorspezifischen Primern (pUC universal

und reversal). Die Daten der Sequenz wurden mit dem Programm DNASIs ausgewertet.

4.1.16Gezielte Mutagenese

Die gezielte Mutagenese erfolgte nach dem Prinzip der tiberlappenden PCR (Ho et al., 1989).
Hierbei werden Primer verwendet, die zwel DNA- Fragmente mit Uberlappenden Enden
erzeugen. In einer zweiten PCR hybridiseren diese Fragmente. Das Uberlappende 3'-Ende
jeden Stranges dient als Primer fUr die Synthese des Gegenstranges. Werden nun in die
Oligonucleotiden Mutationen eingefihrt, finden sich diese auch 100 % im Produkt wieder.

In einer zweiten PCR hybridisieren diese Fragmente, das Uberlappende 3'-Ende jeden
Stranges dient als Primer fur die Synthese des Gegenstranges.

Das resultierende Fusionsprodukt wurde durch weitere PCR mit den ,auf3eren” Primern, die
den gesamten Bereich einschlief3en, amplifiziert.

Vortell dieser Methode ist, dass weder auf das Vorhandensein einer Restriktionsschnittstelle
geachtet werden muss, noch das gesamte Plasmid amplifiziert wird. Das Prinzip der PCR-
Mutagenese ist in Abbildung 7 dargestellt.
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1.Produkt * \
* 2.Produkt
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Abbildung 7: Prinzip der gezielten M utagenese mittels Giberlappender Fragmente.

4.1.17Zufallsmutagenese

Fur die Herstellung verbesserter Enzymvarianten existieren zwei Strategien:

1. Asexuelle Evolution (Kuchner & Arnold, 1997), dabel wird durch zuféllige
Mutagenese, die moglichst auf das fir das gewinschte Protein codierende
Ausgangsgen beschréankt wird, eine Enzymbibliothek hergestellt und anschlief3end auf
verbesserte Eigenschaften durchmustert. Die in der ersten Generation gefundenen
besten Enzyme konnen in folgenden Mutationsrunden optimiert werden. Dies setzt
jedoch eine weitere Verbesserung der Varianten der ersten Generation durch
Einflihrung neuer und Deletion sich al's negativ erweisender Mutationen voraus.

2. Die sexuelle Evolution hingegen geht von einem Pool homologer Ausgangsgene aus.
Diese konnen aus einer asexuellen Evolution hervorgegangen oder nah verwandten
nattrlichen Sequenzen sowie Enzymvarianten abgeleitet sein, die durch rationales
Design hergestellt wurden. Das Prinzip dieses DNA shuffling oder gene shuffling
(Stemmer, 1994) baset auf einem partidlen DNAsel-Verdau und einer
nachfolgenden Rekombination der Bruchstiicke durch eine Polymerasekettenreaktion
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(PCR). Nachteilig sind die nicht immer gegebenen Verfligbarkeiten homologer Gene,
die Kontrolle des DNAse-Verdaus zur Herstellung von Bruchstiicken optimaler Grolie
und Probleme mit der Ligationseffizienz bel der PCR (Bornscheuer et al., 1998).

Die wohl wichtigste Methode zur asexuellen Evolution ist die Fehlerhafte Polymerase-
kettenreaktion (error-prone PCR) (Riceet al., 1992).

Durch Eingtellung nicht-optimaler Reaktionsbedingungen in der PCR kann die Fehler-
haufigkeit der Polymerase gesteigert werden

& eDie Einflulgrof3en in der ,error prone PCR* sind:
& efehlerrate der Tag- Polymerase
eeKonzentration der Tag-Polymerase

& &=molare Verhdtnisse der Desoxynukleotide
eeKonzentration der Ziel- DNA (Template)
#&PCR- Zyklenzahl

&€ [MgCl,]

&C [MnCl ]
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Die Vorgehensweise der asexuellen Evolution ist in

beschrieben.

‘ Zielgen

I

—

Erzeugen von Diversitat durch Zufallsmutagenese

!

Screnning der ,, random library*

Gene selektierter
Klone

|

A\

Neue Varianten durch
in vitro Rekombination

{

Screening der |, library

@
N

salektierter
Klone

N

Abbildung 8: Vorgehensweise der Zufallsmutagenese

4.1.18 Séttigungsmutagenese

Der ausgewdhlte Aminosdurerest wird gegen mogliche andere Aminosauren ausgetauscht,

dafir werden die Mutageneseprimer so synthetisiert, dass theoretisch alle Triplettkombination

moglich sind (Derbyshire et al., 1986).

PCR-Protokoll:

10 mM TrispH 8.3
50 mM KCl
1.5mM MqgCl,

jeweils 200 uM dATP, dCTP, dTTP, dGTP
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20-40 pmol  jedes Mutagenese-Primers

25U Polymerase-pfu — Stratagene pro 100 pl Ansatz

20 ng Plasmid-DNA als PCR-Template

Die PCR-Amplifikation wurde auf einen automatischen DNA-Thermal-Cycler (Robocycler,
Fa Stratagene) nach folgendem Programm durchgeftihrt.

&3 min Denaturierung bel 94°C (zu Anfang des Programms 1x)

&1 min Annealingsschritt, in dem die Primer an das Template binden.
#eExtension bel 72°C (Zeit hangt von der Grofie des Plasmids ab. 1 min/ kb)
&1 min Denaturierung bei 95°C

& &ZyKlisches Wiederholen der letzten drei Schritte (25x)

&6 min Extension (nach Abschlul? der PCR)

4.2 Biochemische Methoden

4.2.1 Zdlaufschlufld und Rohextraktgewinnung

Da das Protein in kleinen Mengen fur den qualitativen Nachweis gebraucht wurde, wurden
die Zdlen durch eine Schwingkugelmihle aufgeschlossen [Retsch]. Dafir wurde en
Verhdltnis von Zelen zum AufschluRpuffer [ 0.1 M Kpi pH 7.0, 1 mM MgCl; , 10 Tropfen
Ucolup/L) von 1:3 eingesetzt, und 1,2g Glasperlen (0.3 ? ) pro 600 pl dieser Lésung zu-
gegeben.

Die Eppendorfgeféie wurden in die Schwingkugelmihlenzylinder gestellt und dann die
Zdlen in der Schwingkugelmuhle fur 10 min. disintegriert. Anschlief3end wurden die Proben
5 min. auf Eis abgekihlt und danach 3 min. bel 13000 rpm abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde abpipettiert. Der Aufschlu® wurde ein zweites Mal wiederholt, indem
die Aufschlufpuffer auf die Eppendorfgeféle verteilt und die restlichen, nicht
aufgeschlossenen Zellen durch die Schwingkuge mihle disintegriert worden sind.

Um die grof3e Zahl an Mutanten schnell und effektiv zu Uberprifen, wurden die Kolonien in
klenem Maldstab (1,2 ml) angeziichtet und mit der unten geschilderten Methode
aufgeschl ossen.

Die Transformanten der Zufallsmutagenese wurden einzeln mit Zahnstochern abgepickt und
in 150 pl LB-amp angeimpft. Das Wachstum der Vorkultur erfolgte Uber Nacht. 50 pl aus
dieser Vorkultur wurden in 1,2 ml LB-amp als Hauptkultur angeimpft und nach einem
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Wachstum von etwa 5 h (ODego 0,7) wurden die Kulturen mit 1 mM IPTG induziert, um die
Expression zu starten.
Die Zelen werden nach dem folgenden Protokoll geerntet:

#1,2 ml Kultur abzentrifugieren

2600 pl Uberstand wegwerfen und den Rest resuspendieren

#&50 Yl Lysis-Puffer dazu und noch mal resuspendieren

#£30-45 bei 37°C schitteln

#eAus dem Ansatz der lysierten Zellen werden 50l zur photometrischen

Messung bendétigt

Lysis-Puffer:
0,2 % Triton X-100 10 ml
20 mM EDTA 40 ml

200 mM Kpi-Puffer 50 ml pH 7.0

4.2.2 Aktivitdtstest fur die Phenylalanin Dehydrogenase

Die Bestimmung der enzymatischen rekombinanten PheDH erfolgte mittels photometrischer
Tests anhand der Extinktionsabnahme bei 340 nm. Dies basiert auf dem Verbrauch von
NADH im Zuge der Umsetzung der Ketosdure Phenylpyruvat (Hummel et al., 1987)

Phenylpyruvat + NADH + NH;” ——— L-Phe+ NAD" + H,0

Die Extinktsionsabnahme bei 340nm wurde Uber 1min verfolgt. Die Berechnung der Aktivitat
as U/ml (U entsprecht 1 pmol Substratumsatz/min) erfolgte Uber das Lambert-Beersche
Gesetz. Der Aktivitatstest wurde bei 30°C und bei pH 8.5 durchgefihrt

Der Testansatz setzte sich wie folgt zusammen:

TrigHCI 01 M
(NH4)2SO4 0,15 M
Phenyl pyruvat 3 mM
NADH 0.3 mM

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl Enzym gestartet.
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4.2.3 Screening und Aktivitétstest in Titerplatten

Die Aktivitdtbestimmung der hergestellten Muteine in Bezug auf Phenylaceton bzw
Phenylpyruvat wurde photometrisch in Titerplatten durchgefuhrt.

Dafur wurden Mutanten durch eine schnelle Methode isoliert (4.2.1) und auf Aktivitat
Uberprft.

Vorkultur im 150pl-Mal3stab

v

Hauptkultur und Expression im 1 ml- Mal3stab

v

Zdlernte und Permeabilisierung

v

Bestimmung der Aktivitét

v

Sdlektion aktiver Mutanten

Abbildung 9: Schema zum Screeningsvorgang

Reaktionsansatz:

120 pyl  Substratansatz
50 pl Rohextrakt

Messung bei 340 nm

Substratansatz:
100 mM (NH,)2S0,
100 mM (Tris-Puffer) pH-Wert 8.5
3 mM Phenylpyruvat bzw. Phenylaceton
0,3 mM NADH

Fur die Reaktion wurden 120 pl davon verwendet und mit 50 pl Rohextrakt gestartet.
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4.2.4 Aktivitdtstest fur das NAD-abhéngige malic enzyme

HEPES pH 7.5 0.1M
L-Malat 2 mM
NAD* 0.5 mM
Enzym (Rohextrakt) 10 wl

4.2.5 Gekoppelte enzymatische Synthese

Das Reaktionsmedium fur die kontinuierliche Produktion des L-Phenylalanin wurde

folgendermal3en zusamenpipettiert:

01 M (NHy4)2S0,

01 M Hepes (pH 8.0)
30 mM Phenyl pyruvat
60 mM Malat

2 mM MqgCl,

159/l BSA

2 mM NAD"

Das gesamte Volumen des Reaktionsmediums betragt 10 ml und wurde mit 50 U PheDH und
70 U malic enzyme gestartet. Die L-Phenylalaninkonzentration wurde zu unterschiedlichen
Reaktionszeiten mittels HPLC bestimmit.

4.2.6 Bestimmung des L-Phenylalanin mittels HPLC

Die Derivatiserung der Proben fur die HPLC-Analytik wurde wie folgt durchgefihrt:
OPA-Derivatiserungsansatz: 140 pl Na-Borat-Puffer + 40 pl Probe bzw. Standard + 20 pl
OPA/IBLC-Reagenz. Die Mischung wurde sofort kréaftig gerdhrt.

OPA/IBLC oder IBDC: 260 mM IBLC oder IBDC + 170 mM OPA werden in Na-Borat-
Puffer (0,1 M, pH 10,5) gel6st.

Na-Borat-Puffer: 0,1 M NaB4O; -10 H,0 in Wasser gelGst und mit NaOH auf pH 10,5
eingestellt.
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4.2.7 Bestimmung der Acetatkonzentration

Die Bestimmung der Acetatkonzentration in Fermenterldsungen erfolgte tiber HPLC auf einer
Aminex HPX 87 H Saule (Biorad) mit einem Fluf? von 0,5 ml/min unter Verwendung von
0,2N Schwefelsdure als Laufmittel. Das Injektionsvolumen betrug 100 pl und die Temperatur
40°C, die Detektion erfolgte bei einer Wellenlange von 215nm. Die absoluten Acetat-
konzentrationen der Proben, aus denen die Biomasse durch Zentrifugation abgetrennt worden

war, wurden anhand einer Eichung mittels Acetatl 6sung ermittelt.

4.2.8 Ganzzell Biotransformation

In 200 ml Reaktionsansatz wurden 1 g rekombinante Zellen fur die Produktion von L-Phenyl-
alanin verwendet.

Reaktionsansatz fur L-Phenylalanin-Synthese:

0,1M (NH4)2S04
0,1M HEPES-Puffer pH8.5
0,1 M Malat
2mM MgCl,
2 mM NAD"
40 mM Phenyl pyruvat

Die Synthese erfolgte bel 30°C unter langsamen Rihren. Fur kleinere Ansdtze wurden die
Zelmengen entsprechend abgewogen.

4.2.9 Proteinaufreinigung

Das durch den Aufschlul® erhaltene Rohextrakt wurde auf eine DEAE-Sepharose-FF Saule
(Volumen 7.1 ml, Flu3 1 ml/min.) aufgetragen. Die Saule wurde vorher mit 5 fachem Saulen-
volumen eines 0.1 M Kpi-Puffers (8.94 g K;HPO,4 + 0.21 g KH,PO.) gesptilt. Anschlief3end
wurde die Konzentration von NaCl Uber einen linearen Gradienten bis auf 100 % zum
Eluieren erhoht.

Dadurch wurden die Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen anionischen Bindungsstérke
bel verschiedenen Natriumchloridkonzentrationen euiert und in Fraktionen aufgefangen. Die
Fraktionen wurden anhand des Aktivitatstests auf PheDH-Aktivitédt Uberprift. Digienigen mit
der hochsten Aktivitét wurden vereinigt, und fur weitere Untersuchungen aufbewahrt.
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4.2.10Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt wurde photometrisch nach Bradford (Bradford, 1976) bestimmit.

Diese Methode beruht auf der Farbverschiebung des Farbstoffes im Gegenwart von Proteinen.
Es bildet sich ein blau gefarbter Komplex, der bei 595 nm detektiert werden kann.

Die Proteinbestimmung nach Bradford ist sehr empfindlich und fir geringe Proteinmengen
geeignet. Dasin der Reaktion eingesetzte Bradfordreagenz wurde selbst hergestel|t:

100 mg Coomassie Brillant Blue G-250 wurden mit 50 ml Ethanol versetzt und Uber Nacht
geruihrt. Danach erfolgte die Zugabe von 100 ml 85 %iger Phosphorsaure, und anschlief3end
wurde die Losung auf 1 L mit Wasser aufgefillt. Die fertige Losung wurde einige Zeit
gerihrt, anschlief3end filtriert und unter Lichtabschlufd aufbewahrt.

Testansatz:
900 pl Bradfordreagenz
100 pl Proteinldsung

Die Proben wurden 5 min. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end bel 595 nm

gemessen.

4.2.11Entsalzen von Proteinl Gsungen

Die Entsalzung von Proteinen erfol gte entweder Uber Gelfiltration oder Ultrafiltration. Hierbel
wurden 2.5 ml der Proteinlésung auf eine vorher mit dem gewtnschten Puffer aquilibrierte
PD10 Sephadex G 25 Saule [Pharmacia] aufgetragen. Die Proteine wurden anschlief3end
durch Elution der PD10 mit 3.5 ml des gewlnschten Puffers wiedergewonnen und damit

umgepuffert.

4.2.12Konzentrierung von Proteinlsungen
Die Enzympréparate wurden, je nach Bedarf, mittels Ultrafiltration aufkonzentriert. Es
wurden entweder YM20-Membranen in Rihrzellen [Fa. Amicon] oder Zentrifugations-

rohrchen [Fa. Centricon] verwendet.
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4.2.13SDS-Polyacrylamidgel e ektrophorese (SDS-PAGE)

Die Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) gehért zu den in der biochemischen Analytik
meistverwendeten Elektrophoresemethoden. Sie verwendet als Trager polymerisiertes und
guervernetztes Acrylamid, dessen Porengrol3e in einem weiten Bereich variierbar ist.

Diese Methode liefert scharf getrennte Banden und dient bei entsprechender Eichung zur
Bestimmung der molaren Masse bzw. des stoke'schen Radius von nichtglobuléren
Makromol ekuilen.

Die Gddichte, auch Gelkonzentration genannt, wird durch die Gréfzen T und C bestimmt. T
ist gleich dem Prozentanteil an Acrylamid und Methylen-bis-Acrylamid am Gesamtvolumen,
C ist der prozentuade Antell von N,N,-Methylen-bis-acrylamid (dem quervernetzenden
Agens). Die Gele wurden nach Laemmli (Laemmli, 1970) gegossen.

Verwendete Stamml sungen:

Trennpuffer 15M Tris/HCI pH 8.8
Sammel gel puffer 0.5M TrigHCI pH 6.8
SDS 10 % (w/v)

Glycerin 85 % (w/v)

APS 10 % (w/v)

Sammel gel zusammensetzung:

Sammel gel puffer 0.125 M

Acrylamid 5%

SDS 0.10 % (w/v)

APS 0.02 % (w/v)

TEMED 0.25 % (W/v)

Elektrophoresepuffer pH 8.0
Tris 0.025M
Glycerin 0.192M
SDS 0.1 % (wiv)
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Probenpuffer:
Glycerin 10 % (v/v)
SDS 2 % (wlv)

Tris/HCI pH 6.8 0.063 M
Bromphenolblau 0.1 % (wiv)

?-Mercaptoethanol 10 % (v/v)
Um eine Denaturierung zu erreichen, wurden die Proben mit 20 pl Probenpuffer versetzt und
4 min bei 95°C aufgekocht. Anschlief3end wurden die Proben auf Eis abgekihlt.

4.2.14Farbung
Slberfarbung von Proteinen (Blum et al., 1987):

Das Gel wurde in eine Fixierlésung Uberfihrt und unter stdndigem Schitteln (3x30 min.)
fixiert. Nach der Fixierung wurde das Gel 10 min mit 20 % (v/v) Ethanol inkubiert und direkt
10 min mit Millipore Wasser gewaschen. Nach dem Waschen wurde das Gel silbergefarbt.
Um das Ge zu férben und sichtbar zu machen, wurde es fir 1min in der Senstivierungs-
[6sung (0.02 % (w/v) Natriumthiosulfat x H,O) geschittelt, dann kurz mit Wasser gespuilt und
anschliel?end 20-30 min in der Farbeldsung [2 % (v/v) AgNOs , 750 pl/L (v/v) 37 % HCHO]
inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurde das Gel wieder kurz mit Wasser gespilt und dann
entwickelt [6 %(w/v) Na,COs, 500 I/l (v/iv) 37 % HCHO, 0.0005 % (w/v) Natriumsulfat x
H.Q].
Die Fixierreaktion wurde abgestoppt, sobald die Banden sichtbar waren.
Fixierl6sung

40 %(v/v) Ethanal, vergallt (Methylethylketon)

10 %(v/v) Essigsaure konz.

Coomassie Farbung:

Férbel 6sung 0.1 % Coomassie blue R-250 (w/v)
40 % Ethanal, vergdlt [Methylethylketon] (v/v)
10 % Essigsaure (V/v)

Entfarber 40 % Ethanol, vergéllt [Methylethylketon] (v/v)

10 % Essigsaure (V/v)
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Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel fir 20 min in der Farbeldsung inkubiert und
anschlief3end die Banden mit Hilfe des Entfarbers [mehrmals wechseln] unter Schiitteln
sichtbar gemacht. Um einen klaren Hintergrund zu erzielen, konnte das Gel nach Einsatz des
Entfarbers Giber Nacht in 0.5 M NaCl oder Wasser inkubiert werden.

4.3 Mikrobiologische Methoden
4.3.1 Verwendete Organismen

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Stamm Rhodococcus sp. M4, sowie mit E.coli
XL1-blue, E.coli k12, HB101, IM105, SG13009, UT5600 und BL21 gearbeitet.

4.3.2 Anzuchtbedingungen und Medien

Rhodococcus sp. M4
Fur den Rhodococcus sp. M4 wurde das M4-Medium (Hummel et al., 1987) nach folgender

Zusammensetzung verwendet:

KH,PO4 49

L-Phenylaanin 109

Hefeextrakt 19

HVK 2ml

Thiamin/HCI (nach dem Autoklavieren) 200 pg add 1L H,O

Der pH-Wert des Mediums wurde auf 7.5 mit NaOH eingestellt.
Als Vorkultur wurden 200ml dieses Mediums mit einer eéinzelnen Kolonie des Rhodococcus
sp. M4 angeimpft. Die Zellen wurden fir 48h bis zur stationéren Phase unter aeroben Beding-
ungen (Kolben mit Schikanen) bel 120 rpm und 30°C kultiviert.

Davon wurde die Hauptkultur 5 %ig angeimpft und unter gleichen Bedingungen kultiviert.

E. cali
Fur den E. coli wurde das LB-Medium (Luria-Bertani) nach folgender Zusammensetzung

verwendet:
Bacto-Trypton 1%
Bacto-Y east Extrakt 0.5%

NaCl 0.5% pH 7.5
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Fur feste Nahrboden wurde 1.5 % Bactoagar (Difco) zugesetzt. Der Selektionsdruck wurde
durch Zugabe von Ampicillin (100 pg/ml) nach dem Autoklavieren eingestelit.

Die Anzucht von E. coli erfolgte bei 37°C as Schittelkultur in den entsprechenden Medien.
Vorkulturen wurden in Reagenzglésern, grofiere Kulturen in Schittelkolben mit Schikanen

inkubiert.

4.3.3 Plattenkulturen
Die Inkubation fester Medien erfolgte aerob bei 37°C, bis Einzelkolonien erkennbar waren.
Bewachsene Platten wurden bis zu vier Wochen bel 4°C gelagert.

4.3.4 Schittel kolbenkulturen

Flussgmedien wurden mit Einzelkolonien, Glycerin-Stocks oder 0,1-10 Vol.-% anderer
Flussigkulturen beimpft und auf einem Rundschittelgerét mit einer Frequenz von 110-160
rpm bel geeigneter Temperatur inkubiert.

4.3.5 Konservieren von mikrobiologischen Stdmmen
Von alen Stdmmen wurden 1 ml einer stationdren Kultur mit 5 % DM SO [steril] versetzt und

in entsprechenden, sterilen Kryorohrchen (Nunc) bei -80°C konserviert.

4.3.6 Fermentation der rekombinanten PheDH in Hochdichte Medium (HZD)

5L bzw. 20 L HZD-Medium wurden mit 1 % exponentiell wachsender HZD am, Fl Gssigkul tur
beimpft und bei 37°C inkubiert. Rihrerdrehzahl und Sauerstoffeintrag wurden so angepasst,
dass ein Sauerstoffpartialdruck von 20 % nicht unterschritten wurde. Die maximalen Werte
betrugen 800 rpm Riihrerdrehzahl und 5 L-min™ Lufteintrag. Bei Bedarf wurde ein Uberdruck
von bis zu 1 bar angelegt. Die Einstellung des pH-Werts auf 7.0 erfolgte unter Verwendung
von 25 %igem Ammoniakwasser und 1 N Phosphorsdure. Sobald die vorgelegte C-Quelle
erschopft war, wurde FeedlGsung computergesteuert zugesetzt. Die Induktion der Expression
erfolgte innerhalb der Feedphase durch IPTG. War der Sauerstoffpartialdruck irreversibel

unter 20 % gesunken, wurde die Fermentation abgebrochen.
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Batch-M edium-Zusammensetzung

Nr. |LGsung Substanz Endkonz. V End Konz- VSamm m
(D) (mi) Faktor  (ml) (9)
1 HZD-Grundlsg. NH,CI 0,2 10000 10 1000 2
(NH,),SO,4 2 10000 10 1000 20
pH=6,9 KH,PO, 13 10000 10 1000 130
K,HPO, 10 10000 10 1000 100
NaH,PO,-H0O 6 10000 10 1000 60
2 Glucose-Lsg. Glucose-1H,0 6 10000 80 125 60
3 MgSO,-Lsg. MgSO,-7H,0O 1 10000 200 50 10
4 Hefeextrakt-Lsg. Hefeextrakt 3 10000 100 100 30
5 Na2-EDTA-Lsg. Na2-EDTA 0,0084 10000 5000 2 0084
6 Vitamin-Lsg. 428 DSM Riboflavin(Vit. B2) 0,0005 10000 200 50 0,005
Thiamin-HCI(Vit.B1) 0,05 10000 200 50 05
pH=7 Nicotinsaure 0,0025 10000 200 50 0,025
PyridoxinHCI(VitB6) 0,0025 10000 200 50 0,025
erst Folsiure bel pH=7 Ca-Panthotenat 0,0025 10000 200 50 0,025
[6sen, dann die anderen bei | Biotin 0,000005 10000 200 50 0,00005
pH=12 |6sen Folsaure 0,00001 10000 200 50 0,0001
Cyanocobalamin(B12 0,00005 10000 200 50 0,0005
7 CaCl,-2H,0 0,04 10000 250 40 04
ZnSO,-7H,0 0,002 10000 250 40 0,02
CuCl-2H,0 0,001 10000 250 40 0,01
Spurenelemente-Lsg. MnSO,-1H,0 0,01 10000 250 40 01
In 5N HCI CoCl-6H,0 0,007 10000 250 40 0,07
H3BO3 0,0005 10000 250 40 0,005
AlCl;-6H,0 0,01 10000 250 40 01
Na,M00,-2H,0 0,002 10000 250 40 0,02
FeSO,-7H,0O 0,04 10000 250 40 04
8 Thiamin-Lsg. Thiamin-HCI(Vit.B1) 0,1 10000 2000 5 1
9 Ampicillin-Lsg. Ampicillin 01 10000 2000 5 1
10 [IPTG-Ls. IPTG 0,119145 10000 1000 10 1,191

(Endkonz.=0,5 mM
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Fed-Batch-M edium- Zusammensetzung
Nr. | Lésung Substanz Endkonz. V End Konz. V Stamm m
(9 (i) faktor (mt) (@

1 HZD-Grundlsg. Stammlsg von Batch 4000 10 400
2 | Glucoselsg. Glucose 600 4000 1,28 3124 2400
3 | MgSOsLsg. Stammisg von Batch 12 4000 16,6666 240 48
4 Hefeextrakt-Lsg. Stammlsg von Batch 18 4000 16,6666 240 72
5 Vitaminlsg428DSM Stammlsg von Batch 4000 200 20
6 Spurenelemente-Lsg. Stammlsg von Batch 4000 250 16
7 | Thiamin-Lsg. Thiamin-HCI (Vit.B1 1 4000 40 4
Batch-Medium: Im Fermenter

HZD-Grundlsg. 1000 mi

Glucose-Lsg. 125 mi

MgSOs-Lsg. 50 mi

Hefeextrakt-Lsg. 100 mi

Na2-EDTA-Lsg. 1ml

Vitamin-Lsg. 428 (DSM) 50 mi

Spurenelemente-Lsg. 40 ml

Thiamin-Lsg. 5.ml

Ampicillin-Lsg. 5ml

IPTG-Lsg. 10 ml

Antischaum 4 ml

Inokulum 100 ml

ad Aqua dest 8510 ml

Gesamt 10000

Fed-Batch-M edium: Im Fermenter

HZD-Grundlsg. 400 ml

Glucose-Lsg. 3044 ml

MgSOs-Lsg. 240 ml

Hefeextrakt-Lsg. 240 ml

Vitamin-Lsg. 428 (DSM) 20 ml
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Spuremelemente-Lsg. 16 mi
Thiamin-Lsg. 40 mi
Gesamt 4000 ml

Die rekombinaten Zellen wurden bei einer ODggo von 60 mit 1 mM IPTG induziert. Unter
Sauerstoff- sowie pH-Regulation sind die Zellen bis zu einer ODgoo Von 170 gewachsen.

4.3.7 Bestimmung der optischen Dichte

Mikrobielle Zelen, die in enen Lichtstrahl gebracht werden, bewirken enen
Intensitétsverlust, der unter Beriicksichtigung des Lambert-Beer’ schen Gesetzes beschrieben
werden kann (Bergter, 1983): E=?.c.d. Bea konstanten Extinktionskoeffizienten (?) und
konstanter Kivettenschichtdicke (d) besteht fir definierte Bereiche eine direkte proportionale
Beziehung zwischen Extinktion und Zellkonzentration (c) (Bursch et al., 1970).

Innerhalb einer Population wachsende Zellen kann tber spektrophotometrische Messung der
Extinktion im Wellenldngenbereich von 550 nm bis 610 nm die zeitabhéngige Zunahme der
Zdlkonzentration bestimmt werden. Dies erleichtert die Reproduzierbarkeit wachstums-
abhangiger Versuchsergebnisse, erfordert jedoch konstante Versuchsbedingungen, da der
jeweilige Extinktionskoeffizient von Grole, Form, Brechungsindex und Wachstums-
bedingungen der untersuchten Spezies abhangig ist. Aussagen Uber absolute Zdl-
konzentrationen sind unter mikroskopischer Bestimmung der Zellzahl erstellt worden.

Bel jeder OD gy Wurden die Zellsuspensionen durch Zugabe vom Medium soweit verdinnt,
dass die Extinktion unterhalb von 0,5 lag. Dariiber besteht keine lineare Beziehung mehr

zwischen Extinktion und Konzentration.
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5 Ergebnisse

5.1 Klonierung der Phenylalanin Dehydrogenase (PheDH)
5.1.1 Pr@paration genomischer DNA

Das phedh-Gen aus Rhodococcus sp. M4 (Hummel et al., 1987) wurde mittels PCR mit
genomischer DNA als Templat amplifiziert. Die genomische DNA wurde nach der Methode
von van Soolingen (van Soolingen et al., 1991) aus dem Stamm Rhodococcus sp. M4 isoliert.
Diese Methode beinhaltet die enzymatische Vorbehandlung der Zellwand mit Lysozym und
die Fallung der Proteine mit CTAB und Proteinase K als Denaturierungsmittel. Die Zugabe
von CHCl3/Ispamylalkohol (23:1) fuhrt zur Abtrennung der genomischen DNA.

Das DNA-Pdlet wurde mit kaltem 70 %igem Ethanol gewaschen und in TE-Puffer bei 4°C
aufbewahrt. (bel —20°C Lagerung wirde die DNA beim Auftauen durch die Scherkréfte
gespalten).

Die Reinheit sowie die Ausbeute der DNA wurde durch ein 0.5 %iges Agarose Gd mit
Ethidiumbromid Gberprift. Aus Abbildung 10 geht hervor, dass die nach dieser Methode
praparierte genomische DNA hochmolekular und intakt war.

genom. DNA

1ul =70ng

Abbildung 10: genomische DNA aus Rhodococcus sp. M4 nach Elektrophoreseim 0.5 %igem Agarosegel.
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5.1.2 Klonierung des PheDH-Gens mittels PCR

Die benctigten Primer fur die 5'- und 3'-Enden des zu klonierenden phedh-Gens wurden aus
der verdffentlichten DNA-Sequenz (Brunhuber et al., 1994) abgeleitet.

5 Primer (5’ Phe-for)
5 ATG AGT ATC GAC AGC GCA CTGAAC

3 Primer (5'Phe-rev)
5 CTA CTA GGC AGT CGC TGT CGT TGT

An den 3Primer wurden hinter die letzte Aminosdure des C-Terminus 2 Stopcodons
angeflgt, um eine effiziente Termination der Transkription zu gewéhrle sten.

Fur die PCR wurde eine Verdinnungsreihe des DNA-Templates durchgefihrt, um die
optimale Ausgangskonzentration zu bestimmen. Dafir wurden zwel Versuchsreihen
angesetzt. Die PCR-Ansdtze wurden 7 min bel 94°C denaturiert, anschlief3end wurden 30
Zyklen wie aus Tabelle 2 ersichtlich durchgefihrt. Die verwendeten Ansatzgrofen sind in
Tabelle 3 dargestdlit.

Tabelle 2: PCR-Zyklen

Zyklusschritt Zeit [min]  Temperatur [°C]
Annealing 2 65
Polymerisation 15 72
Denaturierung der Strange 2 9

Tabelle 3: PCR Protokoll zur Amplifizierung des PheDH-Gens. Variiert wurde die Konzentration der
Template-DNA.

Template DNA 5-ende 3 -ende dNTP  Puffer Tag-Polymerase DMSO H,0

100 ng/pl 1l 1l 2ul 10ul 1l 3 81ul
70 ng/ul 1 1 2ul 10ul 1 3 81l
30 ng/ul 1 1 2ul 10ul 1 3 81l

Durch die Verwendung der obengenanten Primer (5 Phe-for und 5 Phe-rev), die aus der N-
terminalen bzw. C-terminalen Sequenz abgeleitet wurden, konnte ein spezifisches 1.1 kb-
Fragment bel einer Annealing-Temperatur von 65°C amplifiziert werden (Abbildung 11). Um

eventuelle Fehler, die bei Verwendung der Tag-Polymerase auftreten konnen zu minimieren,
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wurde zur Klonierung des PheDH-Gens in der PCR eine DNA-Polymerase mit , proof
reading’ -Funktion (high fidelity®- Polymerase) (Roche), Fehlerrate 1.3* 10 verwendet.

Load
16 kb b

1 2 3

Abbildung 11: Ergebnisder PCR Reaktionen, die Abbildung zeigt ein Fragment mit einer Grol3e von etwa
1100 bp, als Marker wurde die Gibco KB-Leiter verwendet. Von den PCR-Ansétze wurden 7 pl auf ein
0.8 % Agarosegel aufgetragen, 1-3 entsprechen den Ansitzein Tabelle 2.

5.1.3 Klonierung des PheDH Gensin den pUC-18

Das phedh- Gen wurde in die ,, multiple cloning site" des pUC18-Vektors Uber glatte Enden
an der Smal- Redtriktionsschnittstelle (CCCGGG) kloniert. Das Verhéltnis zwischen Vektor
und Insert lag bei 1:3. Fir eine erfolgreiche Ligation wurden 200 ng DNA e ngesetzt.

Der Vektor wurde an der Smal -Schnittstelle geschnitten und um eine Religation des linearen
Plasmids zu verhindern, wurden die 5'-Phosphatgruppen abgespalten. Die Dephosphory-
lierung wurde durch alkalische Phosphatase (SAP, Shrimp Alkaline Phosphatase)
durchgefuhrt, und in die Ligation eingesetzt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Vektorkarte des pUC18 -PheDH

Der Vektor enthdlt folgende Strukturelemente:

&e@n regulierbares Promotor/Operator Element bestehend aus dem tac-Promotor und

einer lac Operon Sequenz lac Z’, die das Gen fir die [3-Gal actosi dase komplementiert

&e@n Gen fur die 3-Lactamase, die dem plasmidenthaltenden Stamm Ampicillinresistenz

gewahrt

&egine multiple cloning site, die das Einklonieren von Fremd-DNA [hier PheDH] erlaubt

& eden Replikationsursprung ori

Tabelle 4: Ligationsansatz zur Klonierung der PheDH im pUC18-Vektor

Genfragment 50-200ng 10 ul
pUC18-Vektor 50 ng

2X Ligationspuffer 0

DTT 1pl
T4-Ligase 1l

H,O ad 20

Das PCR-Fragment wurde 5 -phosphoryliert und der 3 Uberhang mittels Klenow-Fragment

erganzt, so dass glatte Enden entstanden. Nach Reinigung der DNA aus dem Enzymansatz
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wurde eine Ligation durchgefiihrt und in kompetente E. coli XL1 Blue Zdllen transformiert.
Nach Ausplattierung auf einer LBanp Agarplatte wurden ca. 150 Kolonien erhalten.

5.1.4 Seguenzierung des phedh-Gens

Von den durch die Transformation erhaltenen Kolonien wurden exemplarisch 20 Kolonien
ausgewahlt und tber Nacht in 5ml LBanp, Medium inkubiert. Aus der hochgewachsenen
Kultur wurde eine Schnellisolierung der Plasmid-DNA durchgefuhrt. Mit der isolierten
Plasmid-DNA wurde eine Restriktionsanalyse mit Sacl und BamHI durchgefuhrt, die auf
einem 0.8 % Agarosegel el ektrophoretisch aufgetrennt wurde.

Die Sequenz der PheDH aus Rhodococcus sp. M4 ist in Abbildung 13 dargestellt.

ATGAGTATCGACAGCGCACT GAACT GCGACGEGGAAAT GACGGT CACCCGATTCGACCG
GGAGACTGGTGCCCATTTCGI CATTCGACT CGAT TCGACCCAACT CGGACCGEECEECCG
GAGGCACCAGAGCCGCACAGT ACT CACAGCT GGCGGACGCCCT CACCGACGCCGGECAAA
TTGECCEEEECEATGACGT TGAAGAT GGCAGT GAGCAACCT TCCGAT GGGCGEEEECAA
ATCCGT CATTGCGCT TCCTGCGCCGCGT CATTCGAT CGATCCGAGCACGT GGGCACGCA
TCCTCCGAAT CCACGCCGAGAACAT CGACAAGT TGT CCGECAACT ACT GGACCGGACCG
GACGT CAACACCAAT TCGGCAGACATGGATACT CTGAACGACACCACCGAGI TCGTGTT
CGGACGGT CGCT CGAACGCEECEECECEEET TCGAGCGCGT TCACCACCGCCGT TGECG
TGTTCGAGGCGAT GAAGGCGACCGT CGCGCACCGT GEECTGEECTCACTCGACGGTTTG
ACGGT CCTGGT CCAAGGACT GGEEECAGT CGGAGGAT CATTGGCAT CCCTGECCGCCEA
AGCGGGT GCGCAACT CCTGGT GECAGACACCGACACCGAGCGAGT AGCGCACCCTGITC
CGT TGGECCACACAGCGEGET TGCCCTCGAGGACGT TCTGTCCACCCCGTGTGATGTCTTC
GCACCCT GCGCAAT GEECGECGT CATCACCACCGAGGT GGCGCGAACACTCGACTGI TC
CGTI CGT GECCGEGET GCCGCCAACAACGT CAT CGCCGACGAGECCGCCTCGGACATCCTGC
ACGCCACGCGGAATTCTGTACGCT CCCGACT TCGT GGCCAACGCCGECGGT GCCATCCAC
CTCGTAGECCGEGAGGT TCTCAEGT TGGT CCGAGT CGEGT TGT CCACGAACGAGCAGI TGC
CATAGGCGACACCCTGAAT CAGGT CTTCGAGAT CTCCGACAACGACGECGT CACCCCGG
ACGAGGECCGECCCGCACT CTCGCT GGACGEECECGCCCECGAGECCT CGACAACGACAGCG
ACTGCCTAGTAA

Abbildung 13: DNA-Sequenz der Phenylalanin Dehydrogenase aus Rhodococcus sp. M4 mit zwel
Stopcodons.



Ergebnisse 50

5.1.5 Expression desrecPheDH-Gensin E.coli
5.1.5.1 Klonierung der PheDH im Expressionsvektor PET16b

Zur Klonierung des recPheDH-Gens in enen Expressonsvektor wurden durch
entsprechendes Primerdesign Restriktionsschnittstellen an beiden Enden des Gens eingefiihrt.
Diese Vorgehensweise ermoglicht eine Klonierung des Gens in der gewiinschten Orientierung
downstream des Promotors. Auf3erdem kann durch die Wahl der Restriktionsschnittstelle am
5-Ende des Gens der Abstand des Startcodons ATG zum Promotor und damit auch zur
Ribosomenbindungsstelle auf dem Plasmid beeinflusst werden. Die verwendeten
Expressionsvektoren pET1la und pET16b tragen eine Ndel Restriktionstelle vor dem
Startcodon des lacZ-Gens. Daher wurde an das 5'-Ende des recPheDH-Gens eine Ndel-
Restriktionsschnittstelle eingefligt. An das 3'-Ende des Gens wurde eine BamHI -Restriktions-
schnittstelle hinter dem Stopcodon angehangt.

Der pET16b-Vektor enthalt neben einem starken Promotor einen His-Tag upstream der MCS.
Durch die Klonierung der PheDH uUber die Schnittstellen Ndel/BamHI wird der His-Tag am
3'-Ende des Gens angefligt, sodass die exprimierte PheDH einen His-Tag am N-Terminus
besitzt. Dafiir wurden folgende Primer fir eine PCR konstruiert:

5 -For Ndel-Schnittstele
CGGCATATGAGTATCGACAGCGCACTG

5 -Rev BamHI-Schnittstdle
GCGGATCCCTACTAGGCAGTCGCTGTC

Mit den konstruierten Primern wurde das Insert aus dem rec-pUC18 amplifiziert und in die
Expressionsvektoren pET-16b und pET-11a an der Ndel/BamHI ligiert. Die Strategie zur
Expression der PheDH ist in Abbildung 14 dargestellt.
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PCR zur Einfuhrung der Restriktionsschnittstellen Ndel und BamH1 an das 5'-
und 3'-Enden des PheDH-Gens

v
» Blunt-end”-Klonierung in den Klonierungsvektor pUC18 zur Amplifizierung
des recPheDH-Gens
v
Restriktion der recPheDH mit Ndel und BamH1 aus puC18
v
Ligation des recPheDH-Ndel/BamH1-Fragments in den Express onsvektor
pPET16b-Ndel/BamH1 und pET11a-Ndel/BamH1
v
Transformation in E.coli XI1Blue, BL21

v
Uberoriffuna der Exoression in einer 100 ml-Kultur

Abbildung 14: Fliel3schema zur Klonierung desrecPheDH-Gensin die Expressionsvektoren PET 11a oder

PET 16b

Nach der Vermehrung der rekombinanten Vektoren (pET-16b und pET-11a) im BL21-Stamm
wurde eine Schnellisolierung des Plasmids durchgefiihrt und dieses mit Ndel/BamHI zum

Nachweis des PheDH-Gens verdaut. Das Ergebnisist in Abbildung 15 dargestellt.

' -
1 2 3 4 5 6
- - — 1: KB-Leiter
& 2: rec-pET16b-Plasmide
. d mit eénem Insert von ca. 1.1 kb verdaut
mit Ndel/BamHI
— 3+4+5 rec-pET11averdaut mit Ndel
1.6 kb — und BamHI
1.0kb S 6: PET16b verdaut nur mit Ndel
& ] \
PheDH-Gen
' 1068 bp

Abbildung 15: Agarose-Ge zur Uberpriifung der Restriktion der recpET-16b-und 11a-Vektoren. Bei

einer Grofle von etwa 1100 bp tritt eine Bande des geschnittenen Insertsauf Bahn 2 pET-16b und Bahn 5

pET-11a. AlsMarker wurde eine KB-Leiter (Gibco) verwendet Bahn 1. Der Ansdtze wurden mit
Ndel/BamHI behandelt.
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5.1.5.2 Expression der PheDH im PET-System

Die Induktion der rekombinanten Stémme erfolgte bei einer ODggo Sowohl mit 0.5 als auch
1.5 mM IPTG bel 37°C. Das SDS-Ged (Abbildung 16) zeigte eine breite Bande bel 39 kDa,
die der PheDH entspricht. Es wurde aber keine Enzymaktivitdt nachgewiesen. Eine Analyse
des exprimierten Proteins auf einem SDS-Ge (125 %ig) zeigte die Bildung von

Einschlusskdrpern (inclusion bodies).

197.400 Da
66.200 Da

39.200 Da

26.600 Da

3 )
.3 ! 414400 Da
3 4 5

Abbildung 16: SDS-Gel zur Uberpriifung der Expression. Bei einer Grofe von etwa 39 kDa tritt eine
Bande auf. Bahn 1. Rohextrakt ausdem rec-pET16b in E. coli BL 21 das Rohextrakt wurde nicht
abzentrifugiert. Bahn 2: Uberstand des abzentrifugierten Rohextrakts ausrec-pET16b in E. coli BL21.
Bahn 3: Rohextrakt aus dem rec-pET11ain E. coli BL21. Bahn 4: Uberstand des abzentrifugierten
Rohextrakts ausrec-pET11ain E. coli BL21. 5: Marker

Um die Bildung von inclusion bodies zu minimieren, wurde das PheDH-Gen in weitere
Plasmide ohne His-Tag (pTRC99a, pBtac, pKK223-3) kloniert. Auch die Klonierung in diese
Vektoren fuhrte zu incluson bodies. Die Induktion der rekombinanten Zellen durch
niedrigere |PTG-Konzentrationen bzw. die Anzucht bel erniedrigten Temperaturen (bis 25°C)
konnte dieses Problem nicht I6sen. Ein weiterer Ansatzpunkt war die Manipulation auf
genetischer Ebene. Incluson bodies konnten durch eine schwéachere Transkription bzw.
Trandation verhindert oder zumindest minimiert werden. Diesem Gedanken folgend wurde
die PheDH enerseits in einen anderen Expressionsvektor mit schwéacherem Promotor
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umkloniert. Anderersaits wurde der Abstand zwischen dem Startcodon und der

Ribosomenbindungsstelle variiert.

5.1.5.3 Klonierung des PheDH-Gens in pkk223-3

Die optimale Expression e nes Enzyms erreicht man normalerweise, wenn das Startcodon des
dazugehodrigen Gens zwischen 7 und 9 bp von der Ribosomenbindungsstelle entfernt ist
(Esipov et al., 1999; Tedin et al., 1997). Diese Klonierungsstrategie wurde fur die PheDH in
dieser Arbeit auch mit mehreren Vektoren, pTRC99A, pET16b, pET1la und pBtac,
durchgefuhrt. Die Klonierungen fihrten in alen Félen zu einer starken Expression des
Proteins, das aber, wie oben dargestellt, in unlédicher Form (incluson bodies) vorlag.
Unlddliche Proteine konnen durch eine zu schnelle Expression gebildet werden, die den
Proteinen nicht genligend Zeit und Raum zur Faltung lésst. Fir die Vermeidung der Bildung
von unléslichen Proteinen wurden physikalische bzw. biochemische Methoden (Temperatur,
Induktion, Schittelgeschwindigkeit) (Shin et al., 1997; Xu et al., 1994; Yang et al., 1997)
wahrend des Wachstums variiert. Dafur wurden die rekombinanten Zellen bae 25°C bzw.
30°C inkubiert sowie eine Inkubation bei einer Schiittelgeschwindigkeit von 80 rpm, die
eindeutig niedriger liegt al's tblicherweise mit 140 rpm, durchgefuhrt. Durch diese Parameter
konnte das Wachstum negativ beeinflusst werden, das aber nicht zur Vermeidung der
»inclusion bodies* fuhrte. Eine Induktion mit verschiedenen IPTG- Konzentrationen (0,1mM-
1,5 mM) erzielte ebenso keine positiven Ergebnisse.

Wie bereits oben angedeutet kann durch entsprechende Manipulation auf genetischer Ebene
eine schwéchere Transkription bzw. Trandation erreicht werden, was zu einer langsameren
und schwécheren Expression fuhrt. Diesen bleibt dann genug Zeit und Raum zur Faltung und
man erhdt zwar weniger, dafir aber aktives Enzym. Um dies zu erreichen, erfolgte die
Klonierung an der Smal-Schnittstelle im Expressionsvektor pKK223-3 mit ener , nicht
optimalen* Entfernung von 14 bp des Startcodons zur Ribosomenbindungsstelle. Dadurch ist
die Trandation schwacher mit dem bereits oben erklérten Effekt. Zusétzlich dazu besitzt das
verwendete Plasmid pKK223-3 einen schwécheren Promotor als beispielsweise die oben
verwendeten pET Systeme, was zu einer weiteren Abschwachung der Expression fihrt. In
Abbildung 17 ist die Vektorkarte dargestelIt.
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Abbildung 17: Vektorkarte des pKK-223-3recPheDH. Das PheDH-Gen wurde an der Smal-Schnittstelle
im Expressionsvektor pK K-223-3 mit eéinem Abstand zur Ribosomenbindungsstelle von 14bp ligiert.

Der Vektor enthdlt folgende Strukturelemente:

&e@n regulierbares Promotor/Operator Element bestehend aus dem tac-Promotor.
Dadurch kann die Expression Uber IPTG, das den Repressor des lac-Operons
inaktiviert, induziert werden

eeabwérts der Klonierungsstelle den rrnB Transkriptionsterminator, der das Ende der
Transkription signalisiert

egine , multiple cloning site’ fur die Insertion von Fremd-DNA [hier rec-PheDH],
dadurch wird das lacZ-Gen inaktiviert und eine blau-weil3-Selektion rekombinanter
Klone ermdglicht

#eden Replikationsursprung [Ori] und das Gen fir die ?-Lactamase, die die
Ampicillinresistenz bereitstel It

#edie lacZ Ribosomenbindungsstelle
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Um die Klonierung des PheDH-Gens an einer ,nicht optimalen® Entfernung des Startcodons
zur ribosomalen Bindungsstelle durchfuhren zu konnen, wurde das recPheDH-Gen in die
» multiple cloning site” des pKK223-3 Expressionsvektors Uber glatte Schnittstellen an der
Smal Restriktionsschnittstelle [CCCGGG] ligiert. Dabel wurde zundchst der Vektor mit dem
Restriktionsenzym Smal geschnitten und anschlief3end mit einer alkalischen Phosphatase
inkubiert, um eine 5'-Dephosphorylierung zu erreichen. Das amplifizierte recPheDH-Gen
wurde mit dem Klenow-Fragment aufgefillt und mittels Agarosege sauftrennung gereinigt.
Die bendtigten Primer fur die5'- und 3'-Enden sind:

5 Primer (5’ Phe-for)
5 ATG AGT ATC GACAGC GCA CTGAAC

3 Primer (5'Phe-rev)
5 CTA CTA GGC AGT CGC TGT CGT TGT

An den 3-Primer wurden hinter die letzte Aminosdure des C-Terminus 2 Stopcodons
angefugt, um eine effiziente Termination der Trandation zu gewahrle sten.

Die Vektor-DNA konnte Uber Phenol/Chloroform Fallungen wiedergewonnen werden und
wurde fur die Ligation mit dem aufgereinigten recPheDH-Gens eingesetzt. Fur die
anschlief3ende Transformation wurden kompetente E. coli HB101 bzw. JM-105 Zelen
hergestellt (Hanahan, 1983) und verwendet.

Einige der Transformanden wurden Uber Nacht in 5 ml LBan, inkubiert, und aus der
hochgewachsenen Kultur Plasmid-DNA isoliert. Mit den durch Schnellisolierung
gewonnenen Plasmiden wurde eine Restriktionsanalyse mit EcoRI durchgefihrt. 5 pL des
Ansatzes wurden auf einem Agarosegd (0,8 %) eektrophoretisch aufgetrennt (Abbildung
18).

In der ,, multiple cloning site" des pKK223-3-Vektor befindet sich vor der Smal-Schnittstelle,
Uber die die PheDH kloniert wurde, eine EcoRI-Schnittstelle. Da sich im Gen an Position 821
ebenfalls eine EcoRI-Schnittstelle befindet, fuhrt ein Verdau mit EcoRl zu einem Fragment
von etwa 830 bp.
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- PKK-223-3
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Fragment aus dem
PheDH-Gen ca.800 bp

Abbildung 18: rec-pKK223-3-PheDH verdaut mit EcoRI. 1. KB-Marker, 2-6 recPhe-pK K 223-3 verdaut
mit EcoRI (verschiedene Konzentrationen). Nach einer Restriktionsanalyse taucht eine Bande mit der
erwarteten Groéf3e von ca. 800bp auf.

5.1.5.4 Expression der recPheDH im pKK223-3

Das beschriebene Expressionssystem wurde zunédchst in weitere E. coli Stdmme (Tabelle 5)
transformiert und hinsichtlich ihrer Expressionsrate sowie der nachweisbaren spezifischen
Aktivitdt im zellfreien Rohextrakt untersucht. Das Ergebnis der Expressionsuntersuchung ist
in Tabelle 5 dargestellt. Es wurden zwei weitere Stamme ausgewahlt [IM105 und UT5600]
und in 100 ml Kulturen [+amp] kultiviert. Beim Erreichen einer ODgg Von 0.5 wurden sie mit
1 mM IPTG induziert. Nach 7 h wurde die Expression abgebrochen und die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Aus den Daten wird ersichtlich, dass in allen untersuchten
Stdmmen ene Expresson der NAD-abhangigen Phenylalanin  Dehydrogenase aus
Rhodococcus sp. M4 nachzuweisen war. Die hochsten spezifischen Aktivitdten im zellfreien
Rohextrakt konnten mit dem E. coli JM105 erzielt werden. Infolgedessen wurde dieser
Stamm fir alle weiteren Untersuchungen und fir die Klonierung und Expression der
Mutanten verwendet.
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Tabelle5: Expressionsresultate der rekombinanten E.coli Stamme. Die Aktivitaten wurden im Rohextrakt
» 30 %iger Aufschluss® gemessen.

Aktivitat U/ml Spez. Aktiv U/mg
Rohextrakt im Rohextrakt
Rhod.sp. M4 100 U/ml 7
UT5600 420U/ml 46
HB101 550 U/ml 61
JM 105 2000 U/ml 250

5.1.6 Optimierung der Induktionsparameter

Zur Optimierung der Expression der recPheDH in E. coli wurden neben der Auswahl eines
geeigneten Vektor-Wirt-Systems die Induktionsparameter variiert, um eine effiziente

Proteinexpression zu erzielen.

Einerseits wurde die Induktorkonzentration zwischen 0 und 3 mM IPTG (?-D-Isopropylthio-
galaktosid) bei einem konstanten Induktionszeitpunkt (ODego= 0.6) variiert (Abbildung 19).
Die Untersuchung fuhrte zu dem Ergebnis, dass mit einer IPTG-Konzentration zwischen
0.7mM und 1.2 mM ene optimale Expression zu erzilen war. In der Kontrollexpression ohne
| PTG-Induktion konnte nur geringe PheDH-Aktivitét (35 U/ml) im Rohextrakt nachgewiesen
werden. Folglich unterdriickte der lac I-Repressor die Expression des PheDH-Gens im
nichtinduzierten Zustand fast vollstdndig. Dies ist von Vortell, da die Expresson des
Fremdproteins eine Belastung des Zellstoffwechsels bedeutet und zu einer erheblich
geringeren Zellausbeute flhrt.
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Abbildung 19: Variation der IPTG-K onzentration bei der Induktion von pkk-223-3-PheDH/ JM 105. Die
Kulturen wurden mit verschiedenen | PTG-K onzentrationen zwischen O und 3 mM induziert. Die
spezifische Aktivitat wurde im Rohextrakt gemessen.

Dartiberhinaus wurde der Zeitpunkt der Induktion nach Inokulation variiert, wobel alle
Kulturen mit 1 mM IPTG induziert worden sind. Die Zellen wurden 24 h nach Inokulation
geerntet und die spezifischen Aktivitdten in den zellfreien Rohextrakten bestimmt. Die
Ergebnisse der Induktionsuntersuchungen sind in Abbildung 20 und Abbildung 21 dargestelit.
Es zeigt sich, dass der Zeitpunkt der Induktion einen grof3en Einfluss auf das Wachstum der
Zdlen hat.
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Abbildung 20: Wachstumsverhalten fur E. coli nach der Induktion

Bel der Betrachtung des Verlaufs der ODgoonm im untersuchten Zeitraum falt auf, dassin der
Kultur, die zum Zeitpunkt der Inokulation mit 1 mM IPTG induziert worden ist, nur eine
geringe Zunahme der ODgponm zU betrachten war (Abbildung 20). Hingegen zeigt die
Kontrollkultur ohne IPTG eine deutliche Zunahme der Zédlldichte.

Eine Variation des Induktionszeitpunktes fir die Erziedlung der maximalen Induktion wurde
durchgefuhrt (Abbildung 21). Aus Abbildung 21 ist zu entnehmen, dass die maximale
Induktion des pKK223-3-PheDH im E. coli IM105 3 %2 h von der Inokulation erzielt werden
konnte. Dieser Zeitpunkt entspricht einer ODgoo Von 0,5-0,55, d.h. die Zellen befanden sich
wahrend der IPTG- Zugabe am Anfang der |ogarithmischen Wachstumsphase.
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Abbildung 21: Variation desInduktionszeitpunktesin Expressionskulturen von pkk-223-3-PheDH/
JM 105. Die Kulturen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit 1 mM IPTG induziert. Die spezifische
Aktivitat wurdeim Rohextrakt gemessen.

5.1.7 Reinigung der recPheDH aus E. coli IM105

Die Reinigung der recPheDH aus E. coli-Rohextrakten erfolgte in Anlehnung an das
Reinigungsprotokoll der PheDH aus Rhodococcus sp. M4 (Humme et al., 1987). Zun&chst
wurden die Bakterienzellen durch Disintegration mit Glasperlen aufgeschlossen. Im Anschluf3
daran erfolgte ein zusétzlicher Reinigungsschritt zu den Literaturangaben durch eine
Hitzedenaturierung der Begleitproteine in Gegenwart von 5 % (w/v) L-Phenylalanin und
Entfernung des L-Phenylalanin mittels Gedfiltrationschromatographie. Die nach dieser
Methode préaparierte recPheDH-Fraktion konnte Uber Anionenaustauschchromatographie an
DEAE-Sepharose FF bis zur Homogenitét gereinigt werden. Abbildung 22 (Bahn 1+2) zeigt
die Auftrennung der gereinigten recPheDH in enem SDS-Polyacrylamidge nach
Silberfarbung.
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66.2 kDa —— 2+3 recPheDH nach DEAE-Sepharose FF
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Abbildung 22: SDS-PAGE (12.5 %, Silberfarbung) zur Uberpriifung der Reinheit der recPheDH nach
DEAE-Sepharose FF—Chromatographiegel. 1 Marker, 2+3 recPheDH nach DEAE-Sepharose FF, 4 Roh-
extrakt aus E.coli.

Mit dem vorliegenden Reinigungsprotokoll (Tabelle 6) konnte die recPheDH bis zur
Homogenitét gereinigt werden. Im Gegensatz zur Reinigung der PheDH aus Rhodococcus sp.
M4 (Hummel et al., 1987) und PheDH aus Rhodococcus maris K-18 (Misono et al., 1989),
die 3 bzw. 8 Schritte erfordert, waren bei der Reinigung der rec-PheDH nur zwei Schritte

notig.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Reinigung der recPheDH aus E.coli-Rohextrakt

Reinigungsschritt Aktivitat Proteingehalt Spez. Aktivitdt Ausbeute Reinigungs

[U/ml) [mg/ml] [U/mg] [%] faktor
Rohextrakt 2000 8 250 100 1
Hitzedenaturierung 2300 6.6 348 86 14
+ Sephadex G25
DEAE-Sepharose FF 121 0,16 756 58 3
Aufkonzentrierung 4500 7 690 51 3

(Centriprep 10)



Ergebnisse 62

5.1.8 Substratspektrum und Ky-Werte

Die Phenylalanin Dehydrogenase katalysiert die oxidative Desaminierung von L-Phenylalanin
und mehrerer anderer L-Aminosauren und die reduktive Aminierung von Phenylpyruvat und
P-Hydroxophenyl pyruvat. Das Enzym bendtigt NAD™ als natiirliches Coenzym.

Verschiedene Aminosduren und 2-Ketosduren sind als Substrate fur die Wildtyp-PheDH vom
Rhodococcus sp. M4 bekannt (Tabelle 7) (Hummel et al., 1987). In dieser Arbeit wurden die
biochemischen Eigenschaften (Tabelle 8) der Wildtyp-PheDH mit der Rec-PheDH verglichen
und eine 100 %ige Ahnlichkeit festgestellt. Das bedeutet, dass beide Enzyme identische
Eigenschaften besitzen.

Tabelle 7: Untersuchte Substrate der Rec-PheDH.

Substrat Vinax | Km

Phenylpyruvat 100 |1.620*
p-Hydroxyphenyl pyruvat 5 |2320°
Indol pyruvat 3 |7910°
2-K eto-4-methyl mercaptobutyrat 33 |21.10°

A: Reduktive Aminierung: Der Wert des Vimaist relativ zum Phenylpyruvat
als 100

Substrat Vimax | Km

L-Phenylalanin 100 |7.220*
L-Tyrosin 12 (3.420°
L-Tryptophan 2 17207
L-Methionin 4 48’5.0-4

B : Oxidative Desaminierung: Der Wert des Vmaxist relativ zum L-Phe

Tabelle 8: Kinetische Parameter fir die Rec-PheDH

Reduktive Aminierung

KM  (PPy) 0.13 mM
Kl (PPy) 7.34mM
KI (Phe) 2.96 mM
KM (NADH) 0.13mM
KI  (NADY 1.27 mM
KM (NH4% 387 mM
Oxidative Desaminierung
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KM  (Phe) 087 mM
Kl (Phe) 17.85 mM
Kl (PPy) 007 mMm
KM  (NAD) 027 mM
Kl  (NADH) 0.002 mM

5.1.9 Temperaturstabilitat

Es wurde eine Desaktivierungskinetik zur Ermittlung der Temperaturstabilitdt durchgefihrt.
Die Proben wurden bel Temperaturen zwischen 20 und 50°C inkubiert und in bestimmten
Zeitintervallen (1 h, 2% h, und 36 h) zur Bestimmung der Restaktivitdt Aliquots entnommen.
In Abbildung 23 ist die Bestimmung der Aktivitét nach 36 h bei verschiedenen Temperaturen
dargestd|t.

100 * *

90 - —e—rec-PheDH V\O\‘

—m— WT-PheDH \ \
80 N N\
70 \ \
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N N

50
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Abbildung 23: Temperaturstabilitét der rec-PheDH im Vergleich zur WT-PheDH im Rohextrakt.

Nach 36 h konnten bei 37°C noch 90 % Restaktivitdt der rec-PheDH gemessen werden. Im
Vergleich dazu wurden nur noch 56 % Restaktivitét bei einer 36 stiindigen Inkubation der rec-
PheDH bei 50°C ermittelt. Die Wildtyp-PheDH zeigte nach 36h bei 30°C nur noch etwa 50 %
Restaktivitat .
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5.1.10Temperaturoptimum

Die Reaktionstemperatur wurde direkt in der Kivette gemessen. Die Ansdtze wurden auf die
jewelligen Messtemperaturen (20-50°C) temperiert, anschlief3end das Enzym hinzugegeben
und die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit gemessen.
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Abbildung 24: Temperaturoptimum der recPheDH im Vergleich zur WT-PheDH, Enzym-Pré&parate aus
dem Rohextrakt JM 105. 100 % bei der rec-PheDH entsprechen 270 U/mg, und im WT-PheDH 24 U/mg.

Die optimale Temperatur sowohl fir die rec-PheDH als auch fir WT-PheDH liegt bel 50°C,
die Enzymtests und Synthesereaktionen wurden jedoch aus Stabilitétsgrinden bei 30°C
durchgefihrt.

5.1.11pH-Optimum

Die meisten Enzyme zeigen bel einem charakteristischen pH-Wert ihre maximale Aktivitét,
oberhalb und unterhalb dieses Wertes nimmt die Aktivitét ab.

Eine mogliche Erklarung fur die Abhangigkeit der Enzymaktivitét ist, dass saure und basische
Aminosduren pH-Wert-abhéngig ionisert oder nicht ionisiert vorliegen. Ausserdem
beeinflusst die Protonenkonzentration bei Beteiligung von H® an der Reaktion ihr
thermodynamisches Gleichgewicht. Fur die Bestimmung des pH-Optimums der rec-PheDH
wurde der Enzymtest bei verschiedenen pH-Werten von 5.0-11 durchgefthrt. Dabel wurde
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der TrigHCI-Puffer im Bereich von pH-Wert 7-10 mit NaOH bzw. HCl eingestellt. Fur
niedrige sowie extrem hohe pH-Werte wurde der Puffer Glycyl-Glycin benutzt. Dieser besitzt
in diesen Bereichen eine hohe Kapazitét.
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—&— WT-PheDH
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Abbildung 25: pH-Optimum der rec-PheDH flr die reduktive Aminierung. 100 % bei der rec-PheDH
entsprechen 190 U/mg, und im WT-PheDH 16 U/mg. Die M essung wurde bel 30°C durchgefihrt.
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5.2 Hochzelldichte Fermentation (HZD)
5.2.1 Zufuhrung von Nahrstoffen, Nebenproduktbildung und Wachstum

Der als konservierte 1 ml Kultur bei —80°C gelagerte rekombinante Stamm E. coli JM 105
wurde als Vorkultur in 400 ml LB amp-Medium bei 37°C 18 h inkubiert. Damit wurde ein
10L Fermenter (Hochzelldichte Medium) 4 %ig angei mpft.

Die Form der Nahrstoffzufiihrung ist ein kritisches Parameter bei der HZD-Fermentation, da
nicht nur die maximal erreichbare Zelldichte, sondern auch die Zellproduktivitéat beeinflusst
wird (Lee, 1996). Denkbar sind sowohl konstante als auch kontinuierlich veranderbare

Fitterungsraten.

Beide Mdoglichkeiten der Néhrstoff-Zufihrung wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf
Wachstumsrate, erreichbare End-Zelldichte und Acetatbildung des PheDH- Produktions-
stammes E. coli IM105 (rec-pKK-223-3-PheDH) untersucht. Die Ergebnisse sind in den
Abbildung 26 und 27 dargestdl|t.
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Abbildung 26: Wachstumsverhalten und Acetatbildung durch E. coli JM 105 [rec-pK K -223-3-PheDH] bei
linearer Erhohung der Glucosezufuhr in HZD-Medium mit Hefeextraktzusatz bei 30°C. Die
Acetatbildung wurde mittels HPL C bestimmt.
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Abbildung 27: Wachstumsverhalten und Acetatbildung durch E. coli JIM 105 [rec-pK K 223-3-PheDH] in
HZD-Medium mit Hefeextraktzusatz bei 30°C und exponentieller Erhéhung der Glucosezufuhr.

Anders als die erreichte End-Zdldichte wahrend der Nahrstoffzufiihrung Uber 14 Stunden,
waren unterschiedliche Konzentrationen des gebildeten Acetats bei den zwel verschiedenen
Zufihrungssystemen zu beobachten. Wahrend Acetat bel linearer Zufihrung der C-Quelle
sténdig gebildet wurde, war bel exponentieller Zuflhrungsstrategie kein Acetat nachweisbar.
Daher wurden weitere Experimente mit exponentieler Zufihrung der C-Quelle durchgefihrt.

Nach Literaturangaben von Riesenberg (Riesenberg, 1991) und Fieschko (Fieschko, 1989)
erfolgt die Bildung wachstumsinhibierender Nebenprodukte wie Acetat in komplexen
Medien, bei Wachstumsraten oberhalb von 0,2 h™ (Riesenberg et al., 1991) und in definierten
Medien bei Wachstumsraten oberhalb von 0,35h™. Mit abnehmender spezifischer
Wachstumsrate steigt die Expression des rekombinanten Proteins (Fieschko, 1989). Daher
war fur die Kultivierung des Expressionsstammes JVI 105 e ne spezifische Wachstumsrate von
0,2 h™* angebracht.
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5.2.2 Bestimmung des Induktionszeitpunkts

Abbildung 28 zeigt den Einfluss des Induktionszeitpunkts auf die Systemproduktivitét. Dies
wurde mittels zweler Experimente abgeschétzt, die die Zunahme der Volumenaktivitét an
PheDH und die Plasmidkopienzahl nach Induktion am Anfang bzw. in der Mitte der
Futterungsphase bestimmten. Die Ergebnisse wiesen daraufhin, dass é&hnlich zu Versuchen in
Schittelkultur eine signifikante Abhangigkeit der recPheDH-Expression vom Induktions-
zeitpunkt bestent.
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5 1000 B Induktion nach 5 h
£ 800
=
<
€ 600
[¢D)
£
S 400
>
200
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Abbildung 28: Entwicklung der PheDH-Volumenaktivitat in Abhangigkeit vom Induktionszeitpunkt
wahrend der Zufltterungsphase.

Die Entwicklung der Plasmidkopienzahl, erkennbar an der Zunahme der Plasmidmenge aus
Pré&parationen gleicher Zelkonzentration wurde im Agarosegel Uberprift (Abbildung 29).
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2.0kb

1.6 kb

Abbildung 29: 0.8 %iges Agarosegel zum Nachweis der K onzentrationszunahme an rec-pKK-223-3 bei
Induktion 1h nach Beginn der Glucose-Zufiihrung wéhrend der Fermentation.

Aus Abbildung 29 ist die Erhdhung der Plasmidkopienzahl zu entnehmen. Eine Abnahme der
Menge an Plasmiden war bei einer Induktion in der Mitte der Zufitterungsphase Abbildung 30
Zu beobachten.

Abbildung 30: Zu- und Abnahme der Plasmidkopienzahl bei Induktion 5 h nach Beginn der
Glucosezufiihrung.
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5.3 Klonierung des malic enzymes

5.3.1 Pré&paration genomischer DNA

Das malic enzyme- Gen wurde mittels PCR mit genomischer DNA a's Template amplifiziert.
Die genomische DNA aus E. coli K12 wurde durch enzymatische Vorbehandlung der
Zdlwand mit Lysozym und Fallung der Proteine mit CTAB gewonnen. Die Reinheit der
DNA wurde durch ein 0.5 % Agarose Gel Uberprift. Die préparierte genomische DNA war
hochmolekular und intakt.

Das DNA-Pellet wurde in TE-Puffer bei 4°C aufbewahrt.

5.3.2 Genisolierung und Klonierung des malic enzymes im recPhe-pKK-223-3
Fur die Amplifikation des malic enzymes aus der genomischen DNA des E. coli K12, wurde
der 5 Forward-Primer aus der bekannten N-Terminus-Sequenz abgeleitet (Mahagjan et al.,
1990; Stols & Donnelly, 1997). Da der C-Terminus des NAD-abhangigen malic enzymes aus
E. coli K12 (zum Zetpunkt der Durchfihrung dieser Arbeiten) nicht verdffentlicht war,
wurde mit Hilfe des 5'Forward Primers ein Einzelstrang ampilifiziert, und die genomische
DNA, die als Template im PCR-Ansatz vorlag, mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut.
Somit konnte der Einzelstrang erhalten und gewonnen werden, das dann fur eine zweite PCR
verwendet werden konnte. Da die Tag-Polymerase ca. en Kb pro Minute amplifiziert, wurde
eine Elongationszeit im PCR-Zyklus von 1,7 min gewahlt. Somit konnte ein ca. 1,6-1,8 Kb
grol3er Einzelstrang, der der Grof3e des malic enzymes entspricht, amplifiziert werden. In
einer zweiten PCR wurden drel Anséize vorbereitet, bel denen as Primer sowohl der 5'-
Forward-Primer als auch je ein 5'-Reverse-Primer (siehe unten) Verwendung fanden.

1 5 -Forward: N’-Malic-pst
5 CTGCAGAGCCCAGGGATGGATATTC 3

2 5 -Reverse A
TTATTATTATTATTA

3: 5 -Reverse B
CTACTACTACTACTA

4: 5 -Reverse C
TCATCATCATCATCA
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Konzentration jeweils 100 pmol/pl

Die Primer fir den C-Terminus wurden aus den Stopcodons abgel eitet. Da das Stopcodon des

malic enzymes zum Zeitpunkt der Klonierung nicht bekannt war, wurden 3 verschiedene

Primer, denen die 3 Stopcodons entsprechen, konstruiert (2-4). Mit einer Kombinationen aus

dem bekannten 5’ -Forward-Primer (1) und je einem Reverse-Primer (5’ -ReverseA-C) wurden
3 PCR-Ansétze durchgefiihrt (Abbildung 31).

5' 3
genom. DNA
3 5
Denaturierung
94°C
5' 3
, Annealing
5'-Forward 59°C
3 5
Amplifizierung
72°C
1,7 min
5 3
Verdau der

genomischen DNA und
Gewinnung des Einzelstranges

5' 3

Annealing

Kein Produkt

-~ 50°C

5-Rev C , 5-Rev A
5 3
-~
5'-Rev B

Kein Produkt

malic enzyme

Abbildung 31: Neue PCR-Strategie zur Amplifikation des malic enzymes. Eswurde ein Einzelstrang
amplifiziert, der als Template fur eine zweite PCR dient.
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Dadas Triplett fur die Stopcodons mehrmalsim Gen vorkommt, wurden durch diese Methode
be der Amplifikation des Einzelstranges entsprechend mehrere Fragmente amplifiziert.
Aufgrund der bekannten Grol3e des malic enzyme-Gens konnte ein Fragment aus dem Gel
isoliert und fur die Ligation eingesetzt werden. Die restlichen Banden sind Teilfragmente vom
malic enzyme.

Mit dieser vollkommen neuen Methode konnte ein doppelstrangiges Fragment amplifiziert
werden, das dann an der Smal-Schnittstelle im pUC18 blunt ends ligiert und sequenziert

wurde.

1 ATGGATATTC AAAAAAGAGI GAGTGACATG GAACCAAAAA CAAAAAAACA GCGTTCCCTT
61 TATATCCCTT ACGCTGECCC TGTACTGCTG GAATTTCCGT TGITGAATAA AGGCAGIGCC
121 TTCAGCATGG AAGAACGCCG TAACTTCAAC CTGCTGEGEGT TACTGCCGGA AGTGGTCGAA
181 ACCATCGAAG AACAAGCGGA ACGAGCATGG ATCCAGTATC AGGGATTCAA AACCGAAATC
241 GACAAACACA TCTACCTGCG TAACATCCAG GACACTAACG AAACCCTCTT CTACCGICTG
301 GTAAACAATC ATCTTGATGA GATGATGCCT GITATTTATA CCCCAACCGT CGGCGCAGCC
361 TGTGAGCGIT TTTCTGAGAT CTACCGCCGI TCACGCGECG TGITTATCTC TTACCAGAAC
421 CGGCACAATA TGGACGATAT TCTGCAAAAC GTGCCGAACC ATAATATTAA AGTGATTGIG
481 GIGACTGACG GIGAACGCAT TCTGGEGEECTT GGTGACCAGG GCATCGECGG GATGGECECATT
541 CCGATCGGTA AACTGTCCCT CTATACCGCC TGTGECGECA TCAGCCCGEC GTATACCCTT
601 CCGGTGGTGC TGGATGICGG AACGAACAAC CAACAGCTGC TTAACGATCC GCTGTATATG
661 GCCTGECGTA ATCCGCGTAT CACTGACGAC GAATACTATG AATTCGITGA TGAATTTATC
721 CAGGCTGTGA AACAACCCTG GCCAGACGIG CTGITGCAGT TTGAAGACTT TGCTCAAAAA
781 AATGCGATGC CGITACTTAA CCGCTATCCC AATGAAATTT GITCTTTTAA CGATGACATT
841 CAGGGCACTG CGGECGGTAAC AGTCGGCACA CTGATCGCAG CAAGCCGCGC GECAGGTGGT
901 CAGITAAGCG AGAAAAAAAT CGTCTTCCTT GGCGCAGGIT CAGCGGGATG CGGCATTGCC
961 GAAATGATCA TCTCCCAGAC CCAGCGCGAA GGATTAAGCG AGGAAGCGGEC GCGGCAGAAA
1021 GICTTTATGG TCGATCCCTT TGECTTGCTG ACTGACAAGA TGCCGAACCT GCTGCCTTTC
1081 CAGACCAAAC TGGTGCAGAA GCGCGAAAAC CTCAGTGACT GGGATACCGA CAGCGATGTIG
1141 CTGICACTGC TGGATGIGGT GCGCAATGTA AAACCAGATA TTCTGATTGG CGICTCAGGEA
1201 CAGACCGGEEC TGITTACGGA AGAGATCATC CGTGAGATGC ATAAACACTG TCCGCGICCG
1261 ATCGTGATGC CGCTGTCTAA CCCGACGICA CGCGIGGAAG CCACACCGCA GGACATTATC
1321 GCCTGGACCG AAGGTAACGC CGCTGGTCECC ACGEECAGCC CGITTAATCC AGIGGTATGG
1381 AAAGATAAAA TCTACCCTAT CGCCCAGIGI AACAACGCCT TTATTTTCCC GGGCATCGGEC
1441 CTGGGIGITA TTGCTTCCGG CGCGTCACGT ATCACCGATG AGATGCTGAT GTCGGCAAGT
1501 GAAACCCTGG CGCAGTATTC ACCATTGGTG CTGAACGGECG AAGGTATGGT ACTGCCGGAA
1561 CTGAAAGATA TTCAGAAAGT CTCCCGCGCA ATTGCGITTG CGGTTGGCAA AATGGCGCAG
1621 CAGCAAGGCG TGECGGTIGAA AACCTCTGCC GAAGCCCTGC AACAGGCCAT TGACGATAAT
1681 TTCTGECAAG CCGAATACCG CGACTACCGC CGTACCTCCA TCTAA

Abbildung 32: DNA-Sequenz des malic enzymesausE. coli K12.
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1 MDI QKRVSDM EPKTKKQRSL Yl PYAGPVLL EFPLLNKGSA FSMEERRNFN LLGLLPEVWWE
61 TI EEQAERAW | QYQGFKTElI DKHI YLRNI Q DTNETLFYRL VNNHLDEMWP VI YTPTVGAA
121 CERFSEI YRR SRGVFI SYON RHNVDDI LON VPNHNI KVI V VTDGERI LGL GDQE GGVAE
181 PI GKLSLYTA CGGE SPAYTL PWLDVGINN QQLLNDPLYM GARNPRI TDD EYYEFVDEFI
241 QAVKQRWPDV LLOQFEDFAQK NAMPLLNRYR NEI CSFNDDI QGTAAVTVGI LI AASRAAGG
301 QLSEKKI VFL GAGSAGCA A EM | SQTQRE GLSEEAARK VFMVDRFG.L TDKMPNLLPF
361 QIKLVCQKREN LSDWDTDSDV LSLLDVWRNV KPDI LI GVSG QIGLFTEEI | REMHKHCPRP
421 | VNPLSNPTS RVEATPQDI | AWTEGNALVA TGSPFNPVWW KDKI YPI AQC NNAFI FPG G
481 LGVI ASGASR | TDEMLMBAS ETLAQYSPLV LNGEGWLPE LKDI QKVSRA | AFAVGKMAQ
541 QQGVAVKTSA EALQQAI DDN FWQAEYRDYR RTSI

Abbildung 33: Proteinsequenz des malic enzymes aus E. coli K12 abgeleitet von der DNA-Sequenz.

Die Proteinsequenz des malic enzymes aus E.coli wurde mit verschiedenen Sequenzen aus
der Datenbank ,National Center for Biotechnology Information” verglichen (Abbildung 34)
und hohe Homologie festgestellt. Dabel konnten unterschiedliche Sequenzbereiche der
einzelnen Proteine in der Datenbank der ,,National Center for Biotechnology Information” als
charakteristisch fur malic enzyme identifiziert werden. Eine starke Homologie findet man in
der Coenzym-Bindungsstelle des malic enzymes verschiedener Urspriinge.
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NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nmonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i
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NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Pasteurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i

NADP_Sal nmonel | a
NADP_Ecol i
Mih_Past eurel | a
NAD Brucel | a
NAD Ecol i
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VKAVTDA- LHVGPI LLGATRPAHI LTPSVTSRGVWNMIALAVVEAL QKNASNRRON

Abbildung 34: Alignment der Aminosauresequenz verschiedener malic enzymes. NADP- Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhi (Parkhill et al., 2001), Mdh Pasteurella multocida (M ay et al., 2001),
NAD-Brucella melitensis (DelVecchio et al., 2002), NADP-E.coli (Blattner et al., 1997).

5.4 Konstruktion eines Expressionsvektors mit heterologer Expression

Aus der Sequenz des amplifizierten Fragmentes (Abbildung 32) wurden Primer mit

integrierten Restriktionsschnittstellen und ein Codon fur die ribosomale Bindungsstelle

konstruiert. Nach der Amplifikation des malic enzymes aus dem rekombinanten pUC18

wurde das PCR-Fragment in den rekombinanten recPhe-pKK-223-3-Expressionsvektor hinter
der PheDH-Sequenz an der Pstl und Hindll1-Restriktionsschnittstellen kloniert (Abbildung 35

und Abbildung 37).

Ptar

Hindlll
Psti

I:>—

RBS ATG PheDH TAG RBS ATG ME TAA [

Abbildung 35: Konstruktion des Plasmidsfir eine heterologe Expression zur L-Phe Synthese mittels

Ganzzellumsetzung.




Ergebnisse 76

5 -Forward: N’-Malic-pst
5 CTGCAGAGCCCAGGGATGGATATTCAAAAA 3
Konzentration 100 pmol/ul

5 -Reverse: C'-Malic-Hin
5 AAGCTTTTAGATGGAGGTACGGCGGTAGTC 3
Konzentration 100 pmol/ul

In Tabelle 9 sind die Konzentrationen aufgefiihrt, die fur die Isolierung des malic enzyme-

Gens erforderlich sind.

Tabelle 9: PCR Protokoll zur Amplifizierung des malic enzymes aus dem rekombinanten pUC18-Plasmid.
Variiert wurden die Konzentrationen der Template-DNA.

Template DNA N’-Malic-pgt  C’-Malic-Hin dNTP Puffer  Tag-Polymerase H,O
recpUC18 Prim 1 Prim 2

50ng/pl 1l 1l 2ul 10ul 1l 83ul
25ng/ul 1 1 2ul 10ul 1 83l
10ng/pl 1l 1l 2ul 10ul 1l 83ul

Ein Zyklus besteht aus:

Denaturierungsschritt : 94°C
Annealingschritt: 59°C
Amplifizierungsschritt: 72°C
1: 10ng Template
2: 25 ng Template
— 3: 50 ng Template
1 cim— '1" '_2' *
1kb

Abbildung 36: PCR-Ausbeute des malic enzyme-Gens bel verschiedenen K onzentrationen an Template-
DNA (rec-pUC18).
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Abbildung 37: Vektorkarte des rec-pK K -223-3 PheDH-malic. malic enzyme wurde 3' zur PheDH an der
Pst1- und Hindll1-Schnittstelle mit eigener Ribosomenbindungsstelle kloniert.

Das neue Konstrukt des rekombinanten Plasmids wurde in kompetente E. coli-Zellen M 105
bzw. HB 101 transformiert.

Mit der Klonierung des malic enzyme 3’ zur PheDH an der Pst1- und Hindlll-Schnittstelle
mit eigener ribosomalen Bindungsstelle konnte eine Expression beider Enzyme gleichzeitig

erfolgen.

5.4.1 Coexpression der PheDH und des malic enzymes

Von den positiven Klonen wurden einige zur Expression ausgewahlt. Eine Einzelkolonie der
jewelligen Klone wurde in 5 ml LBayp -Medium tberimpft, und nach Erreichen von ODsgy =
0,6 mit 1 mM IPTG induziert. Die Induktion erfolgte Uber Nacht und die geernteten Zellen

wurden mit Ultraschall aufgeschlossen.
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Der rekombinante Stamm HB101 zeigt eine malic enzyme- Aktivitdt von 100 U/ml und
ebenso eine PheDH —Aktivitét von 130 U/ml. Die Aktivitét beider Enzyme im rekombinanten
Stamm JM 105 ist eindeutig héher und liegt bel ~ 600 U/ml fur malic enzyme und ~1200
U/ml fur die PheDH.

Die beiden rekombinanten Stamme wurden im 10 L Fermenter kultiviert und die Aktivitét
beider Enzyme bestimmit.

Tabelle 10: Aktivitatsbestimmung der exprimierten Enzymein einem 10 L Fermenter mit LB-Medium als
batch-Fermentation.

Aktivitat PheDH Aktivitat malic enzyme
(U/ml) (U/mg) (U/ml) (U/mg)
E. coli HB101 400 33 220 22
E. coli JM105 1300 118 640 71

Aus den Daten der Expression (Tabelle 10) ist zu entnehmen, dass der E. coli Stamm JM 105
deutlich bessere Aktivitét fur beide Enzyme zeigt, daher wurden alle weiteren Versuche mit
diesem Stamm durchgefuihrt.

Die Qualitdt der Expression héangt unter anderem vom Alter der kompetenten Zellen ab, die
dafir eingesetzt werden. Ebenso spielt die Behandlung in der Herstellung von kompetenten
Zdllen eine grof3e Rolle bel der Expression. Beide kompetente Stdmme, sowohl JM 105 als
auch HB 101, wurden gleichzeitig hergestellt. Daher sind Fehler, die auf o.g. Faktoren
zurtickzuftihren sind, ausgeschl ossen.

5.4.2 Optimierung der Aktivitat

Um die maximale Aktivitét der erhaltenen Rohextrakte ausschopfen zu konnen, wurden
mehrere Parameter untersucht und variiert.

Beide heterolog exprimierten Enzyme zeigen bei unterschiedlichen Bedingungen beste
Stabilitatselgenschaften. Von Interesse war es, die optimalen Eigenschaften fur beide Enzyme
im gleichen System zu ermitteln. Die nachfolgenden Versuche wurden mit Blick auf diese
Tatsache durchgefihrt.



Ergebnisse 79

& eOptimierung des Aufschlusspuffer
1 g Zdlen IMj05s wurdein 0,1 M Tris- bzw. 0,1 M Kpi-Puffer mit/ohne BSA (1,5 g/l) 30 %ig
aufgeschlossen. Der Aufschluss erfolgte mit Ultraschall bei 70 cont. Cycles. Zusétzlich zu den
Puffern wurden 1,5 g/l BSA zur Stabilisierung der Enzyme zugegeben.

Tabelle 11: Aktivitatsvergleich in Abhéngigkeit des Aufschlusspuffers

0,AM Tris 0,AM Kpi
-BSA + BSA - BSA + BSA
PheDH 520 U/ml 610 U/ml 730 U/ml 1100 U/ml
malic enzyme 430 U/ml 720 U/ml 320 U/ml 610 U/ml

Der Zusatz an BSA fiuhrte in beiden Falen zu einer Steigerung der Aktivitét. Ebenso
beeinflusste der Aufschlul3-Puffer die Aktivitéten. Hierbei war zu beobachten, dass der
geeignete Aufschlul3-Puffer fur die einzelnen Enzyme verschieden war. Der Kpi-Puffer war
fur die PheDH besser geeignet als fir das malic enzyme, da aber die Aktivitatsabnahme des
malic enzymes im Kpi-Puffer relativ gering war, wurden die rekombinanten Zellen nach der

heterologen Expression weiterhin in diesem Puffer aufgeschlossen.

& eAufschlussdauer zur Untersuchung der Stabilitét
Ebenso wurde die Aufschlussdauer Uberprift und der kritische Punkt zur Stabilitét der
Enzyme wahrend dieses Vorganges bestimmt. Aus den Daten in Abbildung 38 ist die
optimale Aufschlussdauer zu entnehmen.
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Abbildung 38: Stabilitatsbestimmung der PheDH bzw. des malic enzymes nach verschiedenen
Aufschlusszeiten mittels Ultraschalls. Die Zellen wurden nach einer 60-, 30-sekundigen Behandlung

zwischenzeitlich 30 Sekunden abgekiihlt.

Fur diesen Versuch wurde folgende Suspension verwendet:
1g rekombinante Zellen (IM105)

3ml  Kpi-Puffer 0,1 M

Bel langerer Behandlung der Zellen mit Ultraschall nimmt die Aktivitét der PheDH drastisch
ab, wogegen die Aktivitdt des malic enzymes erhalten bleibt. Die idealen Aufschluss
bedingungen fur einen 25 %igen Aufschlufd von 1 g rekombinantem E. coli IM 105 sind daher

4 x 30 s Ultraschallbehandlung mit zwischenzeitlich 3 x 30s Abkiihlung im Eisbad.

Bei langeren Behandlungen mit Ultraschall wird die Probe erhitzt, was zu einer Denaturierung

der Enzyme fuhren kann. Die Proteinmenge wurde bei diesem Versuch bestimmt und ist aus

Tabdle 12 zu entnehmen.
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Tabelle 12: Proteinbestimmung beider exprimierten Enzymen, PheDH und malic enzyme, nach Variation
der Aufschlusszeit. Die Zellen wurden nach einer 60-, 30-sekundigen Behandlung zwischenzeitlich
30Sekunden abgekihlt.

60sec x 2 30sec x 4 30sec x 8
Spez. Aktivitat: U/mg Spez. Aktivitat: U/mg Spez. Aktivitat: U/mg
PheDH 30 105 16
malic enzyme 20 90 110

Bel einer Reinigung des malic enzymes bis zur Homogenitét konnte eine spezifische Aktivitat
von 466 U/mg erreicht werden. Die Reinigungsschritte sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Aufreinigung desrekombinanten malic enzymes

Volumen(ml) Aktivitat(U) Protein(mg) Spez.Aktivitat(u/mg) Ausbeute(%) Faktor

Ultrazentrifugation 0.6 820 13 63 100 1
Hydroxyapatit 9 470 5 94 57 1.49
Q-Sepharose 7 496 21 236 60 3.74
Phenylsepharose 19 280 0.6 466 34 7.39

5.4.3 Km-Wertbestimmung

Fur das Substrat und das Coenzym des malic enzymes wurden die Ky-Werte bestimmt. Die
Ku-Werte wurden an homogenen oder partiel gereinigten rec-malic enzyme Proben
bestimmt.

L-Malat: 0,29 mM

NAD" 0,14 mM

5.4.4 Gekoppelte L-Phenylalanin Synthese unter Regeneration des Coenzyms
NADH

Wichtige Faktoren fir eine gekoppelte Reaktion sind das pH-Optimum sowie die

Temperaturstabilitdt der beiden Enzymen. Zusétzlich zu der Stabilitdt der Enzyme spielen

weitere Faktoren wie z.B. der Einfluss der verschiedenen Substrate auf die Enzyme eine

Roalle.
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In Bezug auf das pH-Optimum wurde eine Kinetik durchgefiihrt und die pH-Abhangigkeit der
Synthese bestimmt. In Abbildung 39 ist die Zunahme der Aktivitét bei steigendem pH-Wert
zu entnehmen, wobei fir die Synthese aus Griinden der Coenzymsstabilitét ein pH-Wert von
8.0 ausgewahlt wurde, in dem beide Enzyme zwar nicht die hdchste Aktivitét zeigen, aber bei
dem das Coenzym stabil bleibt.

pH-Optimum

—e— malic enz.
PheDH

S
o
©
=
=
X~
<

95 10 105

Abbildung 39: pH-Optimum von malic enzyme und der PheDH. Die Aktivitat beider Enzyme nimmt bei
Zunahme des pH-Wertes zu. Die Messungen wurden mit partiell gereinigtem Enzym durchgefuhrt. Far
die Phenylalanin Dehydrogenase wurde die reduktive Aminierung gemessen.
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Ein zweiter Faktor fur die gekoppelte Enzymresktion ist die geeignete Temperatur
(Abbildung 40), bei der beide Enzyme fur langere Zeit stabil erhalten bleiben. Daher wurde

ein weiterer Versuch zur Bestimmung des Temperaturoptimums durchgefihrt.

Temperatur-Optimum

—e— malic enz.
PheDH
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Abbildung 40: Temperaturoptimum. Die Messungen wurden bel pH 8,5 und in 0,AM HEPES-Puffer
durchgefihrt.

Wie aus Abbildung 40 zu entnehmen i, liegt das Temperaturoptimum beider Enzyme bel
50°C. Bei 30°C betragt die gemessene Aktivitét nur 60 % davon.

Das malic enzyme ist fir langere Zeit bei 45°C stabil. Da die PheDH aber bei diesem
Temperaturwert instabil wird (Abbildung 23), wurden die Synthesen bei 30°C durchgefiihrt,
damit die Stabilitdt beider Enzyme sowie des Coenzyms Uber léngere Zeit gewahrleistet
werden konnte.

Enzyme erreichen ihre optimale Aktivitét im jewells geeigneten Puffer. Beide Enzyme
wurden mit zwel verschiedenen Puffern in je einem Reaktionsansatz getestet (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Vergleich der PheDH- bzw. der malic enzyme-Aktivitat in verschiedenen Reaktionspuffern.
Die Aktivitaten sind in Prozent vom Optimalen zu sehen.

0,AM HEPES-Puffer (pH 8.0) 0,AM Tris-Puffer (pH 8.0)

PheDH 84 % 100 %

malic enz. 100 % 42 %

Dadie Aktivitat der PheDH in HEPES-Puffer nicht erheblich abnimmt, wurde die gekoppelte
Enzymreaktion in diesem Puffer durchgefihrt.

Mit der Bestimmung der Puffer-, pH- und Temperatur-Werte konnten geeignete Bedingungen
und Medien fur die Synthese von Phenylalanin durch eine gekoppelte Enzymreaktion mit
Regeneration des Coenzyms ausgewahlt werden.

Eingesetzt wurden 30 mM Phenylpyruvat, 100 mM Ammoniumsulfat, 100 mM HEPES-
Puffer, 70 mM L-Malat, 2 mM NAD", 2 mM Mg %, 25U PheDH (partiell gereinigt) und 30U
malic enzyme. Die Proben werden mittels HPLC analysiert (Abbildung 41).
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Abbildung 41: HPLC-Analytik zur Nachweisvon in situ Regenerationsystems gebildeten L-Phenylalanin.

Die Synthese wurde tiber mehrere Stunden verfolgt (Abbildung 42). Nach 4 h waren ca. 50 %
des eingesetzten Substrates Phenylpyruvat zu L-Phenylalanin umgesetzt.
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Abbildung 42: Bildungskinetik fur L-Phe. Die Bildung von L-Phewurdein situ durchgefiihrt.

5.5 Ganzzdlumsetzung

Ein wesentlicher Vortell der Ganzzellumsetzung liegt darin, dass auf die Prdparation,
moglicherweise Reinigung der Enzyme sowie den Zusatz an freilem Coenzym verzichtet
werden kann. Als neue Parameter, die bei ganzen Zellen berlicksichtigt werden missen,
kommen jetzt allerdings Transportprozesse durch die Zellmembran hinzu. Ein weiterer zu
beachtender Faktor im Vergleich zur Verwendung isolierter Enzyme betrifft die
Metabolisierung von Substraten.

Als Standard- Ansatz fir die Ganzzellumsetzung wurde folgendes Medium verwendet:

0.1M HEPES-Puffer (pH 8.0)
40 mM Phenylpyruvat

0.1M L-Malat

0.1M Ammoniumsul fat
2mM MgCl,

Die Umsetzung erfolgte bei 30°C und mit 1g rekombinanten E.coli-Zdllen. Das gebildete
Phenylalanin wurde mittels HPLC nachgewiesen (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Produktnachweis nach einer 5 stiindigen Umsetzung mit ganzen rekombinanten E. coli
Zdlen.

Die Bildung von L-Phe durch rekombinante E.coli —Zellen wurde tber 20 h verfolgt und die
Ausbeute bestimmt (Abbildung 44).

L-Phe Bildung (%)

T T T

8 10 12

Inkubationsszeit (h)

Abbildung 44: Ganzzellumsetzung zur Produktion von L-Phe. Die Bestimmung von L-Phe erfolgte mittels
HPLC.
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Eine Metaboliserung des entstandenen Produktes L-Phe konnte nach 20h Inkubation nicht

nachgewiesen werden.

5.6 Gezielte Mutagenese

Im Rahmen der Dissertation sollten weiterhin PheDH- Mutanten erzeugt werden, die ein
deutlich verandertes Substratspektrum als das der PheDH aufwei sen.

Als Ausgangsgen fir eine Mutagenese zur Amin- bzw. Lactat- Dehydrogenase wurde das
Phenylalanin Dehydrogenase - Gen aus den folgenden Grinden ausgewahlt:

&eGen ist verfligbar

& egutes Expressionsystem verfiigbar

& eEnzym zeigt eine hohe Aktivitét (>2000 U/ml, 250 U/mg)
&seRaumstruktur bekannt

& ebreites Substratspektrum

& eErgebnisse Ubertragbar auf LeuDH, AlaDH, GIuDH

In Abbildung 45 ist der Reaktionsmechanismus der PheDH katalysierten reduktiven
Aminierung von Phenylpyruvat dargestellt.

COOH PheDH COOH

NADH + NAD' .
Phenylpyruvat L-Phenylalanin
NH,* H,0

Abbildung 45: Reaktionsmechanismus der reduktiven Aminierung von Phenylalanin mittels PheDH.

Fur die Durchflihrung einer gezielten Mutagenese wurde die raumliche Struktur der PheDH
mittels Computereinsatz modelliert und die Position des Substrates bestimmt (Abbildung 3).

Zid ist die Erweiterung des Substratspektrums durch den Austausch von Lysin 66 durch
weitere Aminosauren, die sowohl in Gréf3e, Hydrophohizitét als auch Ladung variieren.

Durch eine gezielte Mutagenese von Lysin 66 gegen Isoleucin bzw. Arginin sowie Lysin 78
gegen Isoleucin wurde versucht, der Phenylalanin Dehydrogenase neue Aktivitaten auf
weitere Substrate (Tabelle 15) zu verlethen. Die Lysinreste an Position 66 und 78 sind im
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aktiven Kanal der PheDH lokalisiert. Interessant ist dieses, da Lysin 66 die Bindungsstelle fiir
die Carboxylgruppe und Lysin 78 fur die Ketogruppe im Substrat sind (Vanhooke et al.,
1999). Fur die Umsetzung ahnlicher Substrate, welche aber eine Methylgruppe anstatt
Carboxylgruppe besitzen, konnte der Austausch des basischen Lysins gegen eine neutrale

Aminosaure wie z.B. Isoleucin zum Erfolg fuhren.

Tabelle 15: Mdglichkeiten zur Substratumsetzung nach einer Mutagenese. Durch den Austausch des
Lysinsin Isoleucin (neutrale Aminosdure) konnte die Methylgruppe des Ketons akzeptiert werden und
somit das Keton zum Amin umsetzen. Eswird eine direkte Hydrierung der K etosaure zur Hydroxysaure
bel einer Mutagense desLysin 66 in Arginin erwartet.

Substrat Produkt
Keton = Substrat Amin
CHs CHs
O NH,
Reduktive Aminierung des Phenylacetons
K etosiure = Substrat Hydroxysaure
COOH COOH
O OH
Reduktion der Ketosaure Phenylpyruvat

5.6.1 Mutation desLysin 66

Um eine verénderte Phenylalanin Dehydrogenase herstellen zu kénnen, musste die Sequenz
auf DNA-Ebene veréndert werden. Die gezielte Mutagenese erfolgte nach dem Prinzip der
Uberlappenden PCR (Ho et al., 1989). Hierbei wurden Primer verwendet, die zwei DNA-
Fragmente mit Uberlappenden Enden erzeugten. In einer zweiten PCR hybridisierten diese
Fragmente, wobei das Uberlappende 3'-Ende jedes Stranges als Primer fur die Synthese des
Gegenstranges diente (Abbildung 46). Die Mutationen, die in die Oligonucleotid-Primer
eingefuhrt wurden, fanden sich zu 100 % im Produkt wieder. Das resultierende Fusions-
produkt wurde durch weitere PCR mit den ,8u3eren” Primern, die den gesamten Bereich
einschlief¥en, amplifiziert.
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Abbildung 46: Schema zur M utagenese mittels PCR nach der Methode der , overlapping extension”,
ausgetauscht wurde dasLysin 66 gegen I soleucin.

Mittels dieser Technologie wurde die Aminosdure Lysin 66 gegen Isoleucin ausgetauscht.
Das erhaltene mutierte DNA-Fragment wurde ,,blunt ends* in den pKK-223-3 an der Smal-
Schnittstelle kloniert (Abbildung 47). Die Auswahl dieses Plasmids und die Klonierung an der
Smal- Schnittstelle, die etwa 13 bp von der Ribosomenbindungsstelle entfernt ist, wurde zur
Vermeidung von inclusion bodies gewéhlt, da be Klonierungen der PheDH in anderen
Plasmiden solche aufgetreten sind (5.1.5.3).
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Abbildung 47: Klonierungsstrategie zur Einfihrung der Mutation PheDHK 661. Im ersten Schritt wurden
zwel Fragmente amplifiziert, die die gleiche M utation tragen; beim zweiten Schritt hybridisierten siezum
ganzen Gen. Somit konnte das amplifizierte Gen in den Expressionsvektor ligiert werden.



Ergebnisse 91

Auswahl der Primer
Dass Codons, die fur die gleiche Aminosdure codieren, in den enzelnen Spezies

unterschiedlich haufig verwendet werden, liegt an der unterschiedlichen Basenzusammen-
setzung in den DNAS verschiedener Organismen (Sharp et al., 1988). Selbst innerhalb eines
Organismus existieren zum Tell betr&chtliche Unterschiede zwischen der Codonnutzung in
Genen, die stark exprimiert werden, und solchen, die weniger haufig exprimiert werden.
Diese Unterschiede konnen zur Genregulierung genutzt werden. Es gibt z.B. fir selten
genutzte Codons in der E. coli-Zelle auch nur geringere Mengen der passenden tRNA. Das
hat zur Folge, dass mRNA von Genen mit viden ,seltenen* Codons auch verzogert
trandatiert wird (Grantham et al., 1981). Diesist bei mutierten Proteinen, die Uberexprimiert
werden sollen, nicht erwinscht.

Die ausgesuchten Codons wurden hinsichtlich dieses Kriteriums, wie oft dieses Codon in der
Wit-PheDH genutzt wird, GberprUft.

Fur den Austausch von Lysin in Isoleucin wurde das Codon ATT unter Beriicksichtigung der

Codon-Usage von E. coli verwendet.

Mutagenese-Primer
P1': GCT CAC TGC CAT AAT CAA CGT CAT CGC CccC
P2 : GGG GCG ATG ACG TTG ATT ATG GCA GIG AGC

AuRere Primer
Pl1 : ATC AAG GGG TAC ATC ATG AGI ATC GAC AGC
P2': TTA CTA GGEC AGI CGC TGT CGI TGI CGA GEC

Bei der Herstellung der beiden Teilfragmente der PheDH, die die gewlinschten Mutationen
tragen, bestand der Reaktionsansatz aus.

10 mM TrispH 8.3
50 mM KCl
1.5mM MqgCl,

jeweils 200 uM dATP, dCTP, dTTP, dGTP
20-40 pmol jedes Oligonucleotid-Primers

2.5 U Tag-Polymerase pro 100 pl Ansatz



Ergebnisse 92

10 ng Plasmid-DNA als PCR-Template (pKK-223-PheDH)

Die PCR Amplifikation wurde auf einem automatischen DNA-Thermal-Cycler (Robocycler,
Fa. Stratagene) nach folgendem Programm durchgefthrt:

&3 min Denaturierung bei 94°C (zu Anfang des Programms)

&1 min Denaturierung bei 94°C

&1 min Annealing der Primer bei 65°C

&1 min Extension (Verlangerung der Primer durch die Tag-Polymerase) bei 72°C

& &zZyklisches Wiederholen der letzten drei Schritte (25 x)

&5 min Extengon (nach Abschluss der Zyklen, um eine vollstandige Verlangerung
eventuell vorher abgebrochener DNA-Produkte zu gewahrleisten)

Nach der PCR wurden die erhaltenen Fragmente gelelektrophoretisch aufgetrennt und isoliert
(Abbildung 48). Die zweite PCR zur Uberlappung der Fragmente enthielt equimolare Mengen
beider Fragmente, wobei von dem kirzeren ca. 60ng eingesetzt wurden (die Menge des
grofReren Fragmentes wurde dementsprechend berechnet). Die Annealing- Temperatur richtete
sich nach der Schmelztemperatur der resultierenden Uberlappungsregion. Somit konnte ein
grof3es Fragment von 1,1 kb amplifiziert werden (Abbildung 49).

Alle hergestellten Muteine wurden sequenziert und die Mutationen bestimmt. Die gezielte
Mutagenese nach Ho et al. (Ho et al., 1989) fuhrte in den meisten Fallen sowohl zu niedriger
Ausbeute des gewiinschten Produktes als auch zu unerwiinschten Mutationen. Nach ener
Optimierung des PCR-Ansatzes in Bezug auf das Verhdtnis der zu fusionierenden
Fragmenten sowie der dNTP- Konzentrationen konnten sowohl gute Ausbeuten als auch
gewinschte Mutationen erreicht und unerwiinschte Mutationen vermieden werden.

Zur Einfuhrung der Mutationen wurde nicht das ganze PheDH-Gen (1068 bp) amplifiziert,
sondern nur ca. 891 bp bzw. 213 bp grol3e Fragmente und dann hybridisiert und amplifiziert.
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Abbildung 48: Agarosegelanalyse der PCR zur K66l- Mutagenese. Spur 1. kb-Leiter; Spur 2 unspezi-
fische Amplifikation der Teilfragmente;, Spur 3 und 4 sind gewlnschte Amplifikate nach einer
Optimierung der PCR- Bedingungen mit einer Gréf3e von ca. 200 bp bzw. 900 bp.

1,1 kb-
Fusionsprodukt

-

Abbildung 49: Sauberes PCR-Produkt nach der Fusion der beiden Fragmente (Abbildung 48; Bahn 3+4)
mit einer GroRevon 1.1 kb.

Die nach der zweiten PCR erhaltenen DNA-Fragmente, die die Mutation K66l enthalten

sollten, wurden in den Smal geschnittenen pUC18 bzw. pKK223-3 kloniert und vollstandig

sequenziert.
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Die rekombinanten Klone wurden mittels Restriktionsanalyse auf das Vorhandensein und die
richtige Orientierung des Inserts geprift. Mit eéinem positiven Klon wurde anschlief3end der

Expressionsstamm JM 105 transformiert und das PheDH-Mutein exprimiert.

5.6.2 Sequenzierung der K66l
Das neukonstruierte Mutein wurde sequenziert und den Austausch des Lysin 66 zu Isoleucin
bestimmt.

ATGAGTATCGACAGCGCACTGAACTGGGACGGGGAAATGACGGTCACCCGATTCGACCGGGAGAC
TGGTGCCCATTTCGTCATTCGACTCGATTCGACCCAACTCGGACCGGCGGCCGGAGGCACCAGAGC
CGCACAGTACTCACAGCTGGCGGACGCCCTCACCGACGCCGGCAAATTGGCGGGGGCGATGACGT
TGATTATGGCAGTGAGCAACCTTCCGATGGGCGGGGGCAAATCCGTCATTGCGCTTCCTGCGCCGC
GTCATTCGATCGATCCGAGCACGTGGGCACGCATCCTCCGAATCCACGCCGAGAACATCGACAAGT
TGTCCGGCAACTACTGGACCGGACCGGACGTCAACACCAATTCGGCAGACATGGATACTCTGAACG
ACACCACCGAGTTCGTGTTCGGACGGTCGCTCGAACGCGGCGGCGCGGGTTCGAGCGCGTTCACCA
CCGCCGTTGGCGTGTTCGAGGCGATGAAGGCGACCGTCGCGCACCGTGGGCTGGGCTCACTCGACG
GTTTGACGGTCCTGGTCCAAGGACTGGGGGCAGTCGGAGGATCATTGGCATCCCTGGCCGCCGAAG
CGGGTGCGCAACTCCTGGTGGCAGACACCGACACCGAGCGAGTAGCGCACGCTGTTGCGTTGGGC
CACACAGCGGTTGCCCTCGAGGACGTTCTGTCCACCCCGTGTGATGTCTTCGCACCCTGCGCAATG
GGCGGCGTCATCACCACCGAGGTGGCGCGAACACTCGACTGTTCCGTCGTGGCCGGTGCCGCCAAC
AACGTCATCGCCGACGAGGCCGCCTCGGACATCCTGCACGCACGCGGAATTCTGTACGCTCCCGAC
TTCGTGGCCAACGCCGGCGGTGCCATCCACCTCGTAGGCCGGGAGGTTCTCGGTTGGTCCGAGTCG
GTTGTCCACGAACGAGCAGTTGCCATAGGCGACACCCTGAATCAGGTCTTCGAGATCTCCGACAAC
GACGGCGTCACCCCGGACGAGGCCGCCCGCACTCTCGCTGGACGGCGCGCCCGCGAGGCCTCGAC
AACGACAGCGACTGCCTAGTAA

Abbildung 50: Gensequenz des K 66l1- M uteins.

5.6.3 Expression der PheDH-Mutante K66l

DaE. coli JM-105 sich als geeigneter Stamm fir die Expression der PheDH erwiesen hat,
wurde das neuhergestellte PheDH-Mutein ,pKK-223-K661“ in diesen Stamm transformiert
und zur Expression eingesetzt. Die Anzucht erfolgte in 250 ml LB-amp, induziert wurde mit
1ImM IPTG be einer ODsgo Von 0,6. Der Aktivitétstest dieses Muteins erfolgte sowohl mit
Phenylpyruvat (um die Restaktivitét der PheDH zu Uberprifen) als auch fur die gewiinschte
Aktivitdt mit Phenylaceton als Substrat.

Erwartungsgemald besitzt das Mutein keine Aktivitdt mehr gegenuber Phenylpyruvat as
Substrat. Da die Bindungsstelle Lysin66 im aktiven Zentrum der PheDH zur Carboxylgruppe
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des Phenylpyruvats (Abbildung 51a) durch eine Aminosaure mit neutraler Seitenkette
»1soleucin® ausgetauscht (Abbildung 51b) wurde, verlor die PheDH die Aktivitat auf
reduktive Aminierung des Phenylpyruvats.

Abbildung 51: Das aktive Zentrum der PheDH und der Effekt des Lysin 66 durch den Austausch in
Isoleucin. (A) Wechsewirkung zwischen Lysin 66 und der Carboxylgruppe des Substratesin der PheDH;
(B) Mutein K66l, Lysin wurde gegen Isoleucin ausgetauscht, das keine Wasserstoffbindung zur
Carboxylgruppe des Substrates bildet. Wasserstoffbindungen sind griin dargestellt.

Die Aktivitét des neukonstruierten Muteins wurde auf eine Aminierung des Phenylacetons
Uberprift. In Abbildung 52 ist der Mechanismus der reduktiven Aminierung dargestellt.

PheDH-Mut
CHs CHj
m 7N L
+ .
Phenylaceton NADH + NAD"+ L-Phenylpropylamin
+ NH,* H,0

Abbildung 52: Reaktionsmechanismusder reduktiven Aminierung von Phenylaceton.
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Eine Aktivitéat beziiglich des Phenylacetons konnte nicht nachgewiesen werden. Durch diesen
Austausch konnte zwar die Ladung der Bindungsstelle zum Substrat veréndert werden, aber
fur die Akzeptanz eines neuen Substrates, konnten neben der Mutagenese von Lysin 66 noch
weitere Aminosaurenaustausche notwendig sein. Da die raumliche Struktur &hnlicher Amin
Dehydrogenasen wie die der gewunschten nicht bekannt sind, war es nicht moglich die
weltere Optimierung durch gezielten Aminosdurenaustausch durchzufthren.

Das Mutein K661 trégt die gewinschte Mutation (5.6.2), trotzdem konnte keine Aktivitét
beziiglich Phenylaceton festgestellt werden. Dies kénnte konformationsbedingt sein, was zu
der Uberlegung fiihrte, die Sequenz dieses Muteins ungezielt mittels Zufallsmutagenese
(directed evolution) zu verdndern. Daher wurde dieses Mutein als Template benutzt und fur

die weitere Optimierung eingesetzt.

5.6.4 Herstellung weiterer Muteine

Aufgrund der Uberlegung, basische Aminosiuren durch neutrale auszutauschen, um eine
Aminosaure Dehydrogenase in eéine Amin Dehydrogenase umzuwandeln (zu diesem Zeit-
punkt war die Kristallstruktur noch unbekannt), wurden die Muteine R2101 bzw. R140l
hergestdl|t.

Bel der Expression der Mutante R210I konnte kein aktives Protein nachgewiesen werden. Da
Arginin bei dem benutzten pH-Wert eine positive Ladung aufweist und dadurch Interaktionen
mit anderen Aminosauren hervorruft, kann ein Abstol3ungseffekt bei Austausch gegen eine
neutrale Aminosaure (1soleucin) auftreten.

Es wurde eine verminderte PheDH-Aktivitat (83 % der urpriinglichen PheDH-Aktivitdt gegen
Phenylpyruvat) bel dem exprimierten Protein der Mutante R140l beobachtet. Durch diesen
Austausch konnte die Proteinfaltung verlangsamt und dadurch ein proteolytischer Abbau
begiinstigt werden. Vereinfacht: Das Mutein ist fir Proteasen angreifbarer. Die gewlinschte
Amin Dehydrogenase Aktivitéat gegentiber Phenylaceton war nicht nachzuweisen.

Das Mutein PheDH-R210I zeigt keine Aktivitét, weder die urspriingliche PheDH Aktivitat
noch eine neue Amin Dehydrogenase Aktivitdt. Obwohl Arginin 210 nicht im aktiven
Zentrum betelligt ist, fuhrt eine Deletion bzw. Substitution zum Verlust der PheDH-AKitivitét.
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5.6.5 Mutation von Lysin 66 zu Arginin und Lysin 78 zu Isoleucin

Ein Austausch von Lysin 66 gegen Arginin konnte theoretisch eine direkte Reduktion der
Ketogruppe von Phenylpyruvat verursachen und somit eine Ahnlichkeit zum Lactat
Dehydrogenase-Mechanismus fihren (Hart et al., 1987).

Dieser Fall einer direkten Reduktion der Ketogruppe ist bel Lactat-Dehydrogenasen zu
beobachten. Um einen @hnlichen Mechanismus wie bei der Lactat-Dehydrogenase und damit
eine Reduktion der Ketogruppe des Phenylpyruvats durch die PheDH zu erreichen, wurden
die Bindungsstellen zum Substrat beider Enzymen verglichen. In der Lactat Dehydrogenase
ist Arginin fir die Bindung der Carboxylgruppe verantwortlich (Luyten et al., 1989),
wogegen in der PheDH wie bel allen Aminosdure-Dehydrogenasen Lysin diesen Part
Ubernimmt.

Ein weiterer Unterschied ist, dass eine direkte Reduktion der Ketogruppe im Phenylpyruvat
nicht stattfinden kann, weil die Entfernung zwischen dem C4 des Nicotinamidrings und der
Ketogruppe am C° des Phenylpyruvat groRer als 6 A ist. Diese Entfernung wird durch die
Bindung von Lysin 78 sowie Lysin 66 an die Ketogruppe bzw. an die Carboxylgruppe des
Substrates, das dann umorientiert und von NADH entfernt wird, verursacht. Der dadurch
vergroflerte Abstand verhindert einen direkten Hydridtransfer. Infolgedessen entsteht im
ersten Schritt en Imin, das erst im néchsten Schritt reduziert werden kann (Vanhooke et al.,
1999). Anders as be der PheDH ist bei der Lactat-Dehydrogenase fur die Bindung zur
Ketogruppe des Substrates Histidin verantwortlich. Luyten et al. haben postuliert, dass durch
den Autausch der Aminosaure Arginin 171 (Bindungsstelle zur Carboxylgruppe im Substrat)
in der Lactat-Dehydrogenase gegen eine neutrale Aminosdure, die Reduktion des Substrates
vermieden werden kann. Dieser Austausch Arginin 171 gegen Tyrosin bzw. Tryptophan
fihrte nicht zur Verlust der LDH —Aktivitét. Uberraschenderweise war die Aktivitét in diesen
zwel Muteinen hoher as in enem Mutein mit dem Austausch der basischen Aminosiure
Arginin gegen das basische Lysin (Luyten et al., 1989).

Es besteht eine Ahnlichkeit in der PheDH zur LDH in Bezug auf die Bindung zur
Carboxylgruppe bzw. Ketogruppe des Substrates. Sowohl in der LDH als auch in der PheDH
sind die beteiligten Aminosduren basisch. Da nach Luyten et al. der Austausch der basischen
Aminosiure (Bindungsstelle fur die Carboxylgruppe im Substrat) keinen Einfluss auf die
Orientierung brachte, wurde in dieser Arbeit ebenso die Bindung zur Ketogruppe untersucht.
Durch die Mutation des Lysin 78 gegen Isoleucin konnte obiger Abstand verringert und die
Umorientierung des Substrates verhindert werden, so das eine Hydrierung der Ketogruppe
stattfinden konnte.



Ergebnisse 98

5.6.6 PCR der K66R- Mutanten und deren Klonierung

Zur Klonierung der PheDH Mutante K66R wurde das gesamte Ursprungsplasmid (pKK-223-
3-PheDH-Gen; Abbildung 53) mittels PCR amplifiziert (Deng & Nickoloff, 1992).

pKK-PheDH
Stop

PCR des gesamten
Plasmids mit Mutagenese-

primern
\
K66R PheDH-Gen
| Stop
* »
-

Verdau der methylierten
nicht-mutagenisierten parentalen

DNA mit Dpnl

und Transformation der nicked-dsDNA
in kompetente E.coliXI1-blue

Abbildung 53: Klonierungsstrategie der PheDH-M utanten am Beispiel der PheDH-K 66R. Das ganze
rekombinante Plasmid wird mittels M utagenese-Primer amplifiziert und in E.coli-Zellen transformiert.
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Beide Primer beinhalten die gewlinschte Mutation.

P1: GCT CAC TGC CAT TCT CAA CGI CAT CGC CCC
P2: GGG GCG ATG ACG TTG AGA ATG GCA GIG AGC

Im Anschluf an die PCR wird die parentale Template-DNA mit dem Restriktionsenzym Dpnl
abgebaut. Dpnl erkennt ausschliefdich methylierte DNA. Die verbliebene mutierte DNA wird
in kompetente E. coli XI1 Blue bzw. JM105 transformiert, wobel eventuelle Einzel-
strangbriiche vom bakteriellen Reparatursystem behoben werden. Der Anteill mutierter
Plasmideist ? 80 % (Stratagene).

Positive Klone wurden sequenziert und ein fehlerfreies mutiertes Plasmid zur Expression
eingesetzt.

5.6.7 Aktivitatsnachweis des PheDH-Muteins K66R und K78l

Die Muteine PheDH-K66R und K78l wurden in 200 ml Mal3stab kultiviert und die Ex-
pression erfolgte ausschliefdlich in E. coli IM105. Wahrend die Expression der rec-PheDH
(PKK223-3-PheDH) in E. coli IM105 zu einem Anteil von ca. 13 % PheDH des 16dlichen
Gesamtproteins fuhrte, betrégt der Antell der PheDH-K66R nur 10 % und der K781 etwa 4 %
des|ddichen Zdlproteins,

Das naturliche Substrat der wt-PheDH ist Phenylpyruvat, das mit Zusatz von
Ammoniumionen durch eine reduktive Aminierung zum Phenylalanin umgesetzt wird. Bel
der Aktivitatsbestimmung des Muteins PheDH-K66R bzw. K78l wurde neben der reduktiven
Aminierung auch ein Parallelversuch ohne Ammoniumzusatz durchgefihrt, um zu prifen, ob
eine direkte Reduktion stattfinden kann, was auf einen Reaktionsmechanismus analog der

Lactat Dehydrogenase hinweisen wirde.

mCOOH NADH WCOOH
o =
PheDH-K66R OH

Abbildung 54: Reaktionsmechanismus zur Umsetzung der K etosdure Phenylpyruvat zur Hydroxysaure
Phenyllactat.

Eine Verénderung der PheDH durch den Austausch des Lysin 66 in Arginin fuhrte nicht zur
drastischen Abnahme der PheDH-AKktivitét. Bei diesem Mutein K66R waren etwa 90 % der
PheDH Aktivitdt noch nachweisbar. Die gewtinschte Erweiterung des Substratspektrum durch
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gezielte Mutagenese, konnte nicht erreicht werden. Das basische Lysin wurde zwar durch die
Mutagenese durch die basische Aminosaure Arginin ausgetauscht, dies hat aber nicht zu

einem geanderten Reaktionsablauf (Reduktion statt reduktiver Aminierung) gefuhrt.

Durch den Austausch der basischen Aminosdure Lysin gegen eine neutrale Aminosaure im
Mutein K78lI, ist die urspringliche PheDH- Aktivitat verloren gegangen. Die gewlnschte
Aktivitdt mit einem direkten Hydridtransfer konnte ebenso durch diesen Austausch nicht

erreicht werden.

Tabelle 16: Zusammenfassung der hergestellten M utanten und deren neue Eigenschaften . (O) getestet

aber keine Aktivitét, ( -) nicht getestet. Die Restaktivitét bezieht sich auf der rec-PheDH.

M utante

K781

K 66 R

K 66 |

R2101

R 1401

Reduktive Aminierung

Phenylpyruvat
]
90 % Restaktivitat
]
]

83 % Restaktivitat

Reduktion

Phenylpyruvat
0]

O

Reduktion

Phenylaceton

0O O O O
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5.7 Zufallsmutagenese

In dieser Arbeit wurde bereit die gezielte Mutation der K661, K66R und K78l beschrieben.
Diese Austausche fuhrten zu keiner Erweiterung des Substratspektrums bzw. detektierbaren
Expression eines aktiven Enzyms. Da die gezielte Mutagenese nicht zu den gewtinschten
Aktivitéten gefuhrt hat, wurde eine Zufallsmutagenese durchgefiihrt. Als Template wurden
sowohl die rekombinante PheDH als auch in einer zweiten Versuchsreihe die Muteine K66l
und K66R als DNA-Template el ngesetzt.

Die error-prone PCR-Methode fur die Zufallsmutagenese wurde fur die Erzeugung der

Mutanten verwendet. Daftr wurde das folgende PCR-Protokol | verwendet:

10 10x Mutagenese Puffer inkl. MgCl,

10 10x Mutagenese-dNTP-mix

O-10p 5mM MnCl; (0-0.5 mM Endkonz.)

2 fmol Template-DNA (ca. 7.5 ng eines 5.7 kb Plasmid)

jed0pmol  upstream and downstream primer
1l Tag- Polymerase

ad 100ul Millipor- A-dest

Mit Mineraldl Gberschichten

Mutagenese Puffer:

70 mM MqgCl,

500 mM KCl

100 mM Tris-HCI, pH 8.3 bei 25°C
0,1 %(W/V) Gdatine

Mutagenese dNTP-mix (10x):

2mM dGTP
2mM dATP
10 mM dTTP
10 mM dCTP

Mit der Optimierung des PCR-Protokolls und dem Einsatz bestimmter Konzentrationen an
dNTPs bzw. MnCl;, konnten 2-4 Mutationen engefiihrt werden. Falsche Konzentrationen an
MqCl; fuhrten bel der PheDH-Amplifikation aufgrund des GC-Gehaltes zu unkontrollierter
Zahl an Mutationen.
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Es wurden etwa 12.000 Kolonien aus der Zufallsmutagenese sowohl gegen Phenylaceton als
auch Phenylpyruvat getestet. Die Aktivitdt gegen Phenylpyruvat wurde sowohl beziiglich
reduktiver Aminierung (mit (NH.)2SO4) as auch beziiglich einfacher Reduktion ohne
(NH4)2S0, Uberprift. Aufgrund der hohen Zahl an erzeugten Muteinen wurde ein schneller
Farbtest zum Screening der Klone entwickelt.

5.8 Entwicklung eines Farbtestes al's Screeningsmethode

Bel der Zufallsmutagenese produziert man eine grofe Zahl an Enzymvarianten, die einzeln
auf Aktivitdt getestet werden miissen. Eine einfache Methode ist eine Uberpriifung der
Enzymaktivitét direkt in den Zellen. Dafur wurde ein Farbtest entwickelt.

Er beruht auf der Aufnahme und Umsetzung von Farbstoffen durch ganze lebende
Mikroorganismen. Das Ausstreichen bzw. Sprihen von Farbstoffl ésungen auf Agarplatten mit
Bakterienkolonien fuhrt zur Aufnahme dieses Farbstoffes, der dann umgesetzt wird. Durch
den Farbumschlag, der durch die folgende Umsetzung verursacht wird, konnen positive
Zdlen erkannt werden.

NAD" bzw. NADP" -abhéngige Enzyme sind durch diese Methode nachweisbar.

Eine Mischung aus INT und PES (siehe unten) wird auf eine Agarplatte, die die zu
untersuchenden Bakterien enthalt, gegeben. Das Substrat befindet sich im Agar. Fir die
Induktion ist IPTG erforderlich. Nach Zugabe der Farbstoffldsung wurde die Agarplatte mit
Ol beschichtet (um die Re-Oxidation des gebildeten reduzierten Tetrazoliums zu vermeiden)
und fir 4 Stunden bei 30°C inkubiert. Der Farbstoff wird dadurch aufgenommen und um-
gesetzt. Der Farbumschlag ist ein Nachweis fur die Aktivitét des Enzyms.

Substrat (L-Phenylalanin) 20 mM

INT (oder TNBT) 25 mg

PES 2 mg/ 100ml Puffer

TEApPH 7.0 50 mM
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Produkt NADH PES Formazan

PheDH

Edukt NAD PESH, INT (Tetrazolium)

Abbildung 55: Reaktionsschema zum Verlauf des Farbtests.

Abbildung 56: Farbtest auf Agarplatten mit ganzen Zellen. Die gelben Zellen enthalten PheDH-Aktivitat

Zum Auffinden der gewlnschten Mutanten wurde Phenylalanin als Donor zur Reduktion des
Coenzyms NAD" eingesetzt. Da die in dieser Arbeit hergestellten Mutanten unter anderem
auf Amin-Dehydrogenase Aktivitat Uberprift werden sollten, konnte diese Methode nicht
eingesetzt werden, da das einzusetzende Substrat Phenylpropylamin nicht kommerziell
erhdltlich und die Synthese dieses Substrates nicht etabliert ist.

Die Screeningsmethode wurde fur den Nachweis der K66R-Muteine mit Phenyllactat und L-
Phenylalanin als Substrate verwendet.
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5.8.1 K66R -Mutene

Etwa 20.000 durch die Zufallsmutagenese hergestellten Kolonien wurden untersucht und
ca.75% der Kolonien zeigten Expression einer aktiven PheDH. Die neuen Muteine behielten
haben die PheDH-Aktivitdt und zwei Muteine davon zeigten zusétzlich die gewinschte
Aktivitét auf Reduktion von Phenylpyruvat. Die neuen positiven Muteine wurden auf die
Reduktion des Phenylpyruvats ohne Ammoniumionen Uberpruft, wodurch eine Hydroxysaure
als Produkt entsteht. Einige positiv gescreenten Muteine sind in Abbildung 57 dargestellt.

120% B Phenylpyruvat @ Phenylpyruvat+NH4 ‘

100%+—

80% |
. 0% |
Aktivitat
(%)
40%+ |
20% |
0%
T — |
g £ ¢ @ < 'uv 4
Q o] ‘D = £ c = ™~ ©
< £ = Q [} ‘D = = c 2
o 2 3 5 5 £ ) 9] D £
= =5 5 32 32 3 2 £
= s s

Mutein10
Mutein11

Positive Klone

Abbildung 57: Bestimmung der Aktivitat der K66R-Muteine. Gezeigt werden einige Muteine mit den
restlichen Aktivitaten im Vergleich zur Wt-PheDH. Bel zwei Muteinen (Mutein 2 und 8) konnte der
natirliche Reaktionsmechanismus veréndert und somit neue Eigenschaften erzielt werden.

Das Mutein K66R-8 (hier Mutein 8) zeigt eine Aktivitdt von 12 U/ml auf Reduktion des
Phenylpyruvat zur Phenyllactat. Die Bestimmung der Aktivitét erfolgte photometrisch durch
Detektion der Abnahme der Absorption des NADH bel 340 nm. Das rekombinante Plasmid
wurde sequenziert und die Mutationen bestimmt. Zusétzlich zur Mutation an Position 66
(Austausch Lysin gegen Arginin), das bel der gezielten Mutagenese eingefuhrt worden ist,
wurden zwei neue Mutationen T208A und E225D gefunden (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Aminosiurensequenz des Muteins K66R-8 im Vergleich zur PheDH-AS-Sequenz. 3
Mutationen K66R, T208A, E225D sind in diesem Mutein fur die neue Aktivitat verantwortlich.

Basierend auf den Daten der dreidimensionalen Struktur der PheDH wurden die neuen
Mutationen mittels 3D-Programm (Swiss PDB Viewer) modelliert. Abbildung 59 verdeutlicht
die Lage der ausgetauschten Aminosauren in der PheDH.
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Abbildung 59: Dreidimensionale Struktur des K66R-8-M uteins. Gezeigt sind die durch die M utagenese
ausgetauschten Aminosduren. Die Mutationen K66R, T208A und E225D sind hervorgehoben. Wasser-
stoffbindungen sind griin dargestellt.

Die Aminosaure Asparaginsaure, wurde durch Glutaminsdure mittels Zufallsmutagenese an
Position 225 substituiert und zeigt keine Wechselwirkung mit dem Coenzym bzw. mit den am
Coenzym bindenden Aminosduren (Asp 205). Aus Abbildung 59 ist eine Wechselwirkung
zwischen Ala 208 zum Asp 205 bzw. zum Asp 207 ersichtlich. An einer direkten Wechsd-
wirkung zum Coenzym ist diese zweite Mutation T208A nicht beteiligt, dennoch geht sie eine
Wasserstoffbindung mit Asparaginsaure 205 ein. Asp 205 zeigt eine Wasserstoffbindung zum
Coenzym (Abbildung 59).

Die Modélierung der 3D-Struktur der Wt-PheDH zeigt eine Wasserstoffbindung zwischen
Lysin 66 zur Carboxylgruppe des Substrates (Phenylpyruvat) (Abbildung 60a). Nach dem
Austausch von Lysin 66 gegen Arginin konnte keine Wechsalwirkung mehr festgestellt
werden (Abbildung 60Db).
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Abbildung 60: Das aktive Zentrum der PheDH und der Effekt des Lysin 66 durch den Austausch in
Arginin. (A) Wechselwirkung zwischen Lysin 66 und der Carboxylgruppe des Substrates, (B) Arginin
wird anders orientiert und geht keine Wechselwirkung mit der Carboxylgruppe des Substrates ein.
Wasser stoffbindungen sind griin dargestellt.

5.8.2 Biochemische Charakterisierung des K66R-8-Muteins

Das neuhergestellten Mutein, das die drel 0.g. Mutationen trégt, zeigt eine neue Aktivitét von
13 U/ml gegen Phenylpyruvat, das zu Phenyllactat reduziert wird.

COOH Mutein K66R COOH
m + NADH - +NAD"
O OH

Abbildung 61: Reaktionsschema des K 66R-8-M uteins.
Das breite Substratspektrum der PheDH aus Rhodococcus sp. M4 wurde bereits von Hummel

et. a. (Humme et al., 1987) eingehend untersucht. Die Mutagenese des PheDH-Gens fihrte
zur Erweiterung des Substratspektrums und zu einer Eigenschaftsverénderung hinsichtlich der
Reduktion von Phenylpyruvat zu Phenyllactat. Von einigen Substraten (Tabelle 17) wurde
hier der K-Wert bestimmt. HierfUr wurden partiell gereinigte Mutein-Extrakte eingesetzt.
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Tabelle 17: Km-Werte des M uteins K 66R-8. Untersucht wurde Phenylpyruvat sowohl bei einer
reduktiven Aminierung alsauch bei einer Reduktion ohne Ammoniumionen.

Substrat Km (mM) Km (mM)
(WT-PheDH) (K66R)
Phenylpyruvat (reduktive Aminierung) 0.13 0.17
Phenylalanin  (oxidative Desaminierung) 0.87 0.7
Phenylpyruvat (Reduktion zum Phenyllactat) 18

Es wurde ebenso Uberprift, ob die neuen Mutationen in der PheDH Einfluss auf die
Temperatur- bzw. pH-Optima haben. Daher wurde der Aktivitétstest bel verschiedenen pH-
Werten von 5-10 (Abbildung 62) und Temperaturen zwischen 20 und 50°C (Abbildung 63)
durchgefihrt. Dabel wurde ein TriyHCl Puffer (100 mM) im Bereich von pH-Wert 7-10 mit
NaOH bzw. HCl eingestellt. Fir niedrige pH-Werte wurde der Puffer Glycyl-Glycin (100
mM) benutzt, da er eine grol3ere Pufferkapazitét besitzt.

100

—o— WT-PheDH
80 —eo— K66R-Mutante

. /f
. 7

20

Aktivitat (%)

pH-Wert

Abbildung 62: pH-Optimum des Muteins K66R-8 im Vergleich zur Wildtyp-PheDH. Der Aktivitatstest
(Reduktion des Phenlpyruvats ohne Ammoniumionen) wurde bel verschiedenen pH-Werten zwischen pH
5 und pH 10 gemessen.
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Abbildung 63: Temperaturoptimum des K66R-8-Muteinsim Vergleich zur Wildtyp-PheDH. Die Ansitze
enthidten TrigHCI Puffer (100 mM pH 8.0 + Phenylpyruvat und NADH) wurden auf den jeweiligen
M eldtemperaturen (25-50°C) in der Klvette temperiert und gemessen.

5.8.3 Synthese von Phenyllactat mit dem Mutein K66R-8

Mit den engefuhrten 3 Mutationen wurde der Reaktionsmechanismus geédndert, das
Substratspektrum der PheDH erweitert und somit ein dhnlicher Mechanismus wie der der
Lactat-Dehydrogenase, also eine Reduktion des Eduktes ohne Zusatz von Ammoniumionen
erreicht. Fir den Nachwels des gebildeten Produktes wurde eine Synthese mit gekoppelter
Enzymreaktion unter Regeneration des Coenzyms mit Formiat-Dehydrogenase durchgefihrt.
Eingesetzt wurden 30 mM Phenylpyruvat, 100 mM HEPES-Puffer, 100 mM Formiat, 2 mM
NAD"*, 2 mM Mg %", 20U K66R-8 und 30U Formiat Dehydrogenase.

Das durch das Mutein K66R-8, das die 3 Mutationen K66R, T208A und E225D tréagt,
gebildete Produkt Phenyllactat wurde mittels GC-Analyse nachgewiesen.

Die ersten Ansédtze zur Synthese wurden nach 2 h und nach 13 h gestoppt. Bel der GC-
Analysefid auf, dass kein enantiomerenreines Phenyllactat hergestellt wurde. Nach 2h wurde
en ee-Wert von 82 % zu Gunsten von L-Phenyllactat gemessen (Abbildung 64a). Nach 13h
Synthese wurde vollstéandige Racemisierung festgestellt (Abbildung 64b).
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Abbildung 64a: GC-Chromatogramm des Syntheseansatzes der K 66R-8 nach zweistiindiger Inkubation.
Eingesetzt wurden 30 mM Phenylpyruvat, 100 mM HEPES-Puffer, 100 mM Formiat, 2 mM NAD*, 2 mM
MgCl,, 20 U K66R-8 und 30 U Formiat Dehydrogenase.
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Abbildung 64b: GC-Chromatogramm des Syntheseansatzes der K 66R-8 nach 13 h Inkubation.

Fur die Bestimmung des Zeitpunktes der Racemisierung wurde ein weiterer Test mit
zwischenzeitlicher Entnahme und GC-Analyse einer Probe aus der Umsetzung durchgeftihrt.
In den ersten 4 Stunden der Umsetzung wurde L-Phenyllactat im Uberschul? gebildet. Nach
efwa 8 Stunden konnte die Bildung eines Racemats an D- bzw. L-Lactat beobachtet werden
(Abbildung 65).

wow — 0
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Abbildung 65: Einfluss der Mutationen K66R, T208A und E225D, auf die Enantiosdektivitét der
Reduktion von Phenylpyruvat (30 mM) in Abhéngigkeit von der Zeit.

Die Ergebnisse deuteten auf eine Racemase. Um dies nachzuwei sen wurde al's Substrat 30mM
L-Phenyllactat mit Rohextrakten aus sowohl E. coli IM105 als auch Mutein K6R-8 eingesetzt
und die Reaktion Uber 20 h verfolgt. Dabel konnte keine Racemisierung des L-Phenyllactat
zum D-Phenyllactat beobachtet werden.

Aufgrund der Ergebnisse bei der Umsetzung mit dem neuen Mutein K66R-8 und der
schlechten Enantiosel ektivitdt wurden die 3 Mutationen genauer untersucht und eine gezielte
Rickmutagenese durchgefihrt. Dabei wurden die 3 Mutationen riickgangig gemacht und
deren Einfluss auf Enantiosdektivitét und das Substratspektrums untersucht. In Tabelle 18
werden die verschiedenen Muteine verglichen und deren Einfluss auf die Aktivitét erlautert.

Tabelle 18: Vergleich der Reaktionsmechanismen verschiedener Muteine. Die 3 M utationen wurden
einzeln rickgangig mutiert. Diedrel M utationen sind als Kombination fur die neue Eigenschaft der

PheDH verantwortlich. Die Substitution der einzelnen M utationen in die urspringlichen Codons der
PheDH fuhrte zum Verlust der LDH-Aktivitét.

Mutein PheDH-Aktivitat (U/mg) Phenyllactat-DH-
Aktivitat
R66K, T208A, E225D 70 -
K66R, A208T, E225D 63 -

K66R, T206A, D225E 82 -
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Aus Tabelle 18 i zu entnehmen, dass die dree Mutationen im Mutein K66R-8 as
Kombination fur die neue Aktivitdt der PheDH verantwortlich sind. Die Substitution der
einzelnen Mutationen zu den urspringlichen Codons der PheDH fihrte zum Verlust der
LDH-Aktivitét.

5.8.4 Austausch K66l

Neben der Mutante K66R ist eine weitere durch gezielte Mutagenese erzeugt worden, bel der
das Lysin 66 gegen Isoleucin (K66I) ausgetauscht worden ist. Auch dieses Mutein ist als
Template fir eine Rethe ungerichteter Mutationen verwendet worden.

Mit diesem Template wurde eine Muteinbank von ca. 32000 Varianten konstruiert. Eine
weitere Muteinbank wurde mit der wt-PheDH-DNA konstruiert und Uberpriift. Alle
konstruierten Muteine wurden auf neue Aktivitéat gegen Phenylaceton mittels Schnelltest in
Titerplatten Uberpruift.

Die neu konstruierten Muteine aus der K66l-Enzymvariantenbank zeigten keine neue
Aktivitdt gegenliber Phenylaceton. Zusdtzliche Mutationen zur K661 konnten die Akzeptanz
des Phenylacetons als Substrat nicht positiv beeinflussen. Da das Hauptinteresse an der
Umsetzung von Ketonen zu Aminen bestand, wurde die neukonstruierte Enzymbank nicht auf
neue Eigenschaften gegen weitere Substrate Uberprift. Es ist aber von Interesse, diese
Enzymbank zum weiteren Screening zu verwenden und nach Muteinen fir neue Umsetzungen
zu suchen.

Etwa 60 % der Muteine aus der zweiten Enzymvariantenbank, die mit der wt-PheDH als
Template hergestel It wurden, zeigten PheDH-Aktivitét. Die Einfihrung der Mutationen in das
PheDH-Gen hat keinen Einfluss auf die Enantioselektivitdt. Bel der Umsetzung von
Phenylpyruvat (Abbildung 66) war der ee-Wert von dem der PheDH nicht zu unterscheiden
und lag bel >99 %.
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J L-Phe

Abbildung 66: Produktnachweis nach einer 9 stiindigen Umsetzung mit dem Mutein K66l. Zur Regene-
rierung des Coenzyms NADH wurden 40 U Formiat Dehydrogenase eingesetzt. Die reduktive Aminierung
erfolgte mit (NH,),SO, und 30 mM Phenylpyruvat als Substrat. (L-Phe = 23 min; der Peak bei 29 min ist
nicht identifiziert).

In alen untersuchten Muteinen waren keine neuen Aktivitaten beziglich der Umsetzung von
Phenylaceton nachweisbar. Diese neukonstruierte Enzymbank wird in weiteren Arbeiten auf

neue Eigenschaften und neue Umsetzungen von gewiinschten Substraten V erwendung finden.
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6 Diskussion

Klonierung und Expression der PheDH aus Rhodococcus sp. M4

Das Gen der Phenylalanin Dehydrogenase aus Rhodococcus sp. M4 (Hummel et al., 1987) ist
wie die meisten Gene in Organismen der Actinomycess Familie (Corynebacteria,
Mycobacteria, und Nocardia) (Watts et al., 2001) hoch GC-reich (Anteil: 65 %) . Das fuhrte
zur Bildung von Sekundarstrukturen (Choi et al., 1999), was die Amplifizierung des PheDH-
Gens mittels PCR erschwert. Durch Zugabe von DMSO (3%) und die Variation der
Annealingstemperatur konnten Amplifikate gewonnen und kloniert werden. Die Klonierung
fuhrte anfanglich zur Bildung von ,inclusion bodies* (Hibino et al., 1994). Der Versuch zur
Vermeidung dieses Problems mittels Klonierungen in verschiedenen Vektoren, pTRC99a,
PET16b, pET11a, fuhrte nicht zur Expression eines aktiven Proteins. Das exprimierte Protein
wurde mittels SDS-Gel-Elektrophorese als ,incluson bodies* analysiert. Nach
Literaturangaben konnten unléslichen Proteine durch physikalische bzw. biochemische
Methoden (Temperatur, Induktion, Schittelgeschwindigkeit) (Shin et al., 1997; Xu et al.,
1994; Yang et al., 1997; Zhang et al., 1995) entfaltet werden, was aber bel der exprimierten
PheDH nicht zu positiven Ergebnissen fihrte.

Unlddliche Proteine werden durch eine zu schnelle Expression gebildet (Camacho et al.,
2002), die den Proteinen nicht genligend Zeit und Raum zur Faltung lasst. Optimale
Expresson enes Enzyms ereicht man normalerweise, wenn das Startcodon des
dazugehdrigen Gens mit einem Abstand zwischen 7 und 9 bp von der Ribosomenbindungs-
stelle kloniert wird (Esipov et al., 1999; Ve lanoweth & Rabinowitz, 1992).

Da die Klonierung nach dieser Strategie zu inclusion bodies geftihrt hat, wurde die PheDH an
der Smal- Schnittstelle im Expressionsvektor pKK223-3 mit einer ,nicht optimalen®
Entfernung von 14 bp des Startcodons zur Ribosomenbindungsstelle kloniert. Aufgrund
dieses Abstandes konnte eine schwéachere Trandation erreicht werden, was zu einer
langsameren und schwécheren Expression fuhrte. Dem gebildeten Enzym bleibt dann genug
Zeit und Raum zur Faltung und man erhdlt zwar weniger, dafir aber aktives Enzym.
Zusétzlich dazu besitzt das verwendete Plasmid pKK223-3 einen schwécheren Promotor als
bei spiel swei se die oben verwendeten pET-Systeme, was zu einer weiteren Abschwachung der
Expression fuhrt. Durch die Auswahl eines geeigneten Expressionsstammes E. coli IM105
konnte die Aktivitdt mit dem gleichen Plasmidkonstrukt auf das 3-fache im Vergleich zum
E.coli -HB101 erhoht werden.
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Die Charakterisierung zeigt eine stabile rekombinante PheDH, die nach 36 h bei 30°C noch
etwa 95 % Restaktivitét besitzt. Eine Denaturierung erfolgt erst bel hthere Temperaturen von
50°C. Nach 36 h konnten bei 37°C noch 90 % Restaktivitéat der rec-PheDH gemessen werden.
Im Vergleich dazu zeigte die Wildtyp-PheDH nach 36 h bel 30°C nur noch etwa 50 % Rest-
aktivitét. Da die Sequenz der Wt-PheDH und die der rec-PheDH gleich sind, kann eine
falsche Faltung des Proteins ausgeschlossen werden. Die schlechte Stabilitét der PheDH im
Wildtyp beruht wahrscheinlich auf vorhandenen Proteasen, die das Enzym nach Aufschluss
der Zellen abbauen(De Mot et al., 1998). Durch die Expression der PheDH aus Rhodococcus
. M4 in E. coli -OM105 und somit der Vermeidung von PheDH-spezifischen Proteasen,
konnte die Stabilitét des Enzyms erhoht werden.

Die optimale Temperatur fir eine Enzymreaktion liegt sowohl fir die rec-PheDH als auch fur
WT-PheDH bel 50 °C, die Enzymtests und Synthesereaktionen wurden jedoch aus Stabilitéts-
grunden bei 30 °C durchgefihrt.

In einer ersten Arbeit, in der das Vorkommen der PheDH Rhodococcus sp. M4 beschrieben
wurde, ist eine partielle Reinigung fur dieses Enzym bereits verdffentlicht worden (Hummel
et al., 1987). Die Reinigung der recPheDH aus E. coli- Rohextrakten erfolgte in Anlehnung
an dieses Protokoll. Fir die Reinigung bis zur Homogenitét konnte allerdings ein zusétzlicher
Reinigungsschritt zu den Literaturangaben durch eine Hitzedenaturierung der Begleitproteine
in Gegenwart von 5 % (w/v) L-Phenylalanin eingefligt werden. Die Entfernung des L-Phenyl-
alanins wurde mittels Gelfiltrationschromatographie durchgefuhrt.

Optimierung und Fermentation der PheDH

Neben der Auswahl eines geeigneten Vektor-Wirt-Systems wurden weitere Optimierungen,
wie Induktionsparameter, variiert, um eine effiziente Proteinexpression zu erzielen. Einersaits
wurde die Induktorkonzentration zwischen 0 und 3 mM PTG (?-D-Isopropylthiogal aktosid)
bel einem konstanten Induktionszeitpunkt (ODggo= 0.6) variiert. Die Untersuchung fuhrte zu
dem Ergebnis, dass mit einer IPTG-Konzentration von 0.7 mM eine optimale Expression zu
erziden war. In der Kontrollexpresson ohne IPTG-Induktion konnte nur geringe PheDH-
Aktivitéat (35 U/ml) im Rohextrakt nachgewiesen werden. Folglich unterdriickte der lac I-
Repressor die Expression des PheDH-Gens im nicht induzierten Zustand fast vollstandig (van
den Bogaard et al., 2000). Dies ist von Vorteil, da die Expression des Fremdproteins eine
Belastung des Zdlstoffwechsels bedeutet und zu einer erheblich geringeren Zellausbeute
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fuhrt. Eine hohe Konzentration an IPTG kann das Wachstum der Zellen hemmen (Rhee et al.,
1997).

Andererseits wurde der Zeitpunkt der Induktion nach Inokulation variiert, wobei alle Kulturen
mit 1 mM IPTG induziert worden sind. Die Zellen wurden 24 h nach Inokulation geerntet und
die spezifischen Aktivitdten in den zellfreien Rohextrakten bestimmt. ES zeigt sich, dass der
Zeitpunkt der Induktion einen grof3en Einfluss auf das Wachstum der Zellen hat. Der Einfluss
des Induktionszeitpunkts auf die Systemproduktivitdt wurde mittels zweier Experimente
abgeschétzt, die die Zunahme der Volumenaktivitdt an PheDH nach Induktion am Anfang
bzw. in der Mitte der Fitterungsphase bestimmten. Die Ergebnisse, die in Abbildung 21
dargestellt sind, wiesen daraufhin, dass, dhnlich zu Versuchen in Schittelkultur, eine
signifikante Abhangigkeit der recPheDH- Expression vom Induktionszeitpunkt besteht. Eine
zu frohe Induktion kann die Zelen unter Stressfaktoren setzen, was zu einer Stérung des
Expressionsapparats fuhren kann (Donovan et al., 2000). Eine Induktion in der stationéren
Phase, in der die Wachstums- und Sterberate gleich sind, kann nicht zu einer produktiven

Expression fuhren.

Nach Riesenberg (Riesenberg, 1991) und Fieschko (Fieschko, 1989) erfolgt die Bildung von
wachstumsinhibierender Nebenprodukte wie Acetat in komplexen Medien bei Wachstums-
raten oberhalb von 0,2 h™ (Riesenberg et al., 1991) und in definierten Medien be
Wachstumsrate oberhalb von 0,35 h™. Mit abnehmender spezifischer Wachstumsrate steigt
die Expresson des rekombinanten Proteins (Fieschko, 1989). Da in dieser Arbet die
Kultivierung in komplexen Medien erfolgte, war fir die Kultivierung des Expressions-
stammes JM 105 eine spezifische Wachstumsrate von 0,2 h™ angebracht.

Die Form der Nahrstoffzufiihrung war ein kritischer Parameter bel der HZD-Fermentation;
dadurch kann sowohl die Zelldichte als auch Zellproduktivitéat beeinflusst werden (Lee, 1996).
Maoglich waren konstante als auch kontinuierliche Fitterungsraten. Konstante Fitterungsraten
wurden fir das Expressionssystem E. coli JM105 nicht in Erwégung gezogen, da dies nach
Lee et al. zur Verminderung der Wachstumsrate fuhrt (Lee, 1996) und damit zur Vermin-
derung von Produktbildung des Expressionssystems fuhrt (Riesenberg, 1991).

Die Wachstumsrate, Acetatbildung und End-Zdlldichte wurden sowohl bel konstanter als auch
linearer Zufitterungsrate untersucht. Nach Paalme et al. kann eine konstante Wachstumsrate
durch eine exponentiell gesteigerte Zufiihrung der C-Quelle erreicht werden (Paalme et al.,
1997). Eine lineare Erhohung der Nahrstoffzufihrung ist mit geringeren Schwankungen der
Wachstumsrate verbunden (Y ee & Blanch, 1992).
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Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten, dass Acetat bel linearer Zufiihrung der C-Quelle
sténdig gebildet wurde und im Gegensatz hierzu kein Acetat bei exponentieller Zufiihrung
nachweisbar war. Daher wurden weitere Experimente mit exponentidler Zufiihrung
durchgefihrt.

In der HZD-Fermentation wird zwar eine hohe Biomasse erzidlt, dies wurde aber durch eine
geringe spezifische Aktivitét erkauft. Durch die Zugabe von Vitaminen, Spurenelementen und
optimiertem Medium mit Nahrstoffen konnen die Zellen schnell wachsen und eine hohe
optische Dichte erreichen. Somit werden die Zellen aber unter Stress gesetzt, so dass die
Expression nicht ideal verléuft, was sich auf die spezifische Aktivitét niederschl&gt.

Bel einer ersten Fermentation der PheDH im Batch war die spezifische Aktivitdt geringer als
bel der Anzucht im Kolben. Der Grund fir die schwéchere Aktivitat lag moglicherweise im
spaten Erntezeitpunkt, da die Lyse der Zellen zur Desaktivierung der Enzyme fuhren kann.
Erwartet war eine bessere Aktivitdt als im Kolben aufgrund der besseren Sauerstoff-

versorgung sowie der pH-Regulierung.

Coexpression der PheDH und des malic enzymes

Das in dieser Arbeit klonierte NAD abhangige E. coli malic enzyme zeigt Ahnlichkeit im
Molekulargewicht (50 kDa) zum malic enzyme aus Bacillus stearothermophilus (K obayashi
et al., 1989), aber einen Unterschied zum NADP-abhangigen malic enzyme aus E.coli
(62kDa) (Nakamura et al., 1986). Da der C-Terminus des NAD-abhangigen malic enzymes
aus E. coli zum Zeitpunkt der Klonierung nicht zuganglich war, wurde mit Hilfe des 5'-
Forward Primers ein Einzelstrang ampilifiziert. Mit der Gewinnung des Einzel stranges konnte
eine zweite PCR durchgefihrt und ein doppelstrangiges Fragment amplifiziert werden. Mit
dieser vollkommen neuen Methode war das gesamte Gen amplifizierbar. Die Klonierung von
Genen ist somit wesentlich schneller und vereinfacht. Schwierigkeiten bel dieser Methode
haben sich in GC-reichen Sequenzen ergeben. Ein Vergleichsversuch mit der PheDH ist
anfanglich gescheitert, dennoch konnte durch Zusatz von DMSO im PCR-Ansatz eine
vollstandige Amplifikation GC-reicher Sequenzen erreicht werden. Hier sollte beachtet
werden, dass Einzelstrange nicht stabil snd und daher der Umgang mit Einzelstrangen

schonend durchgefihrt werden muf3.

Fur die Klonierung des malic enzymes 3' zur PheDH an der Pstl- und HindllI-Schnittstelle
war eine eigene Ribosomenbindungsstelle notwendig, da am C-Terminus der PheDH ein
Stopcodon angehdngt war. Somit konnte eine Expresson beider Enzyme gleichzeitig
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erfolgen. Interessant ware, aus den zwei Enzymen (PheDH / malic enzyme) ein Fusions-
protein herzustellen. Dies kann durch die Deetion des Stopcodons am C-Terminus der
PheDH sowie der Ribosomenbindungsstelle vor dem malic enzyme erreicht werden. Eine
katalysierte Reaktion der PheDH kann theoretisch erfolgen, da das aktive Zentrum nicht am
C-Terminus der PheDH liegt (Vanhooke et al., 1999). Somit kann sowohl die Umsetzung des
Substrates al's auch die Regeneration des Coenzyms im gleichen fusionierten Protein erfolgen.
Da keine Kristallstruktur vom malic enzyme aus E. coli K12 vorliegt und noch nicht bekannt
ist, wo das aktive Zentrum sich befindet, wére eine erfolgreiche Umsetzung durch ein
Fusionsprotein nur hypothetisch. Fraglich ist dabei auch, mit welcher Struktur die beiden
Enzyme als Fusionsprotein exprimiert werden.

Die Aktivitat beider rekombinanten Enzyme im E. coli- Stamm JM 105 ist hoher als im
HB101 und liegt bel 300 U/ml fir malic enzyme und 400 U/ml fur die PheDH. Die Aktivitét
des malic enzymes in diesem Konstrukt mit einer exprimierten PheDH ist eindeutig niedriger
als ein homolog exprimiertes malic enzyme allein. Es liegt daran, dass der Haushalt an
Aminosauren wahrend der Trandation auf mehrere Enzymen verteilt ist, sodass in dem Fall
weniger Enzymmenge hergestellt wird als wenn die Aminosduren einem exprimierten Enzym
allein zur Verfigung standen.

Ganzzdl-Umsetzung

Als neue Parameter, die bei ganzen Zelen beriicksichtigt werden missen, kommen jetzt
allerdings Transportprozesse durch die Zellmembran hinzu (Andersen et al., 2001; Sanden et
al., 2002). Ein Versuch zur Immobiliserung der Zellen mit CTAB, um sie durchlassig zu
machen, fihrte nicht zu Steigerung des Umsatzes. Das liegt daran, dass eine Aufnahme des
Substrates Phenylpyruvat ohne Immobilisierung der Zellwand méglich war. Die Uberlegung,
dass die Substrate Phenylpyruvat und Phenylalanin als C-Quelle metabolisiert werden
konnten, hat sich nicht bestétigt. Es konnten zwar nach der Umsetzung nur 90% des
erwarteten Produktes L-Phenylalanin festgestellt werden, das ist aber nicht unbedingt auf
Metabolisierung zurtickzuftihren ist. Ursache kénnten die Reaktionsbedingungen sein, da die
Reaktion im Batch Ansatz durchgefiihrt wurde und das Produkt nicht der Reaktion entzogen
worden ist.

Eine weitere Uberlegung war, dass L-Malat (iber eine E. coli eigene Malat-Dehydrogenase
metabolisiert wird. Aus diesem Grund wurde L-Malat im Uberschuss zugegeben und somit
dieses Problem vermieden. Im Vergleich zur Umsetzung mit isolierten Enzymen war es
allerdings wahrscheinlich, dass Pyruvat, das durch die Umsetzung von L-Malat fur die NADH
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Regenerierung entsteht, als leicht verwertbare C-Verbindung in den Primérstoffwechsd
enflielt und nicht mehr als stérendes Nebenprodukt, wie bel der Verwendung isolierter
Enzyme vorliegt. Bel E. coli und anderen Bakterien wird Pyruvat durch Phosphoenol pyruvat-
Synthetase direkt phosphoryliert und fliefdt somit in den Stoffwechsel der Zellen ein (Geerse
et al., 1989).

PEP-Synthetase
Pyruvat + ATP + H,0O Phosphoenolpyruvat + AMP + P;

Der Vortell der Formiat Dehydrogenase, die sich bis dato fur die Regenerierung des
Coenzyms NADH in situ durchgesetzt hat, liegt darin, dass bei der Regeneration durch
Formiat nur CO, und keine weiteren Nebenprodukte entstehen (Schiitte et al., 1976). Da aber
in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, dass das malic enzyme ein durchaus erfolgreiches
System darstellt und im Ganzellsystem keine Nebenprodukte das gewlnschte Produkt
verunreinigen, konnten solche in dieser Arbeit entwickelten Konstrukte technisch und
wirtschaftlich interessanter sein. Dazu kommt der wirtschaftliche Faktor, da L-Malat im
Vergleich zum Na-Formiat vergleichbar kostengunstig ist. Ein weiterer wesentlicher Vortell
der Ganzzellumsetzung liegt darin, dass auf die Préparation, moglicherweise Reinigung der
Enzyme sowie den Zusatz an freiem Coenzym verzichtet werden kann.

Fur eine gekoppelte Reaktion zweier Enzyme wurden bestimmte Parameter fur die Stabilitat
der beiden Enzymen untersucht, um optimale Verhéltnisse zu schaffen. Wichtige Faktoren
sind das pH-Optimum sowie die Temperaturstabilitét der beiden Enzyme. Zusétzlich zu der
Stabilitdt der Enzyme spielen weitere Faktoren, wie z.B. der Einfluss der verschiedenen
Substrate auf die Enzyme eine Rolle (Brunhuber et al., 2000; Solovjeva & Kochetov, 1999).
Die PheDH konnte durch Malat inhibiert werden bzw. malic enzyme durch das
Phenylpyruvat. In Bezug auf diese Coexpresson der Phenylalanin Dehydrogenase aus
Rhodococcus sp. M4 und des malic enzymes aus E. coli konnte keine Inhibierung festgestellt
werden. Vor der Ubertragung dieser Technik auf weitere Enzyme sollte aber eine
Untersuchung beziglich der Inhibierung durchgeftihrt werden.

Eswurde fur einen wirtschaftlichen Einsatz der Ganzzell-Umsetzung untersucht, ob das malic
enzyme durch D- Malat inhibiert wird. Eine Inhibierung war nicht festzustellen, daher ist es
von wirtschaftlicher Bedeutung, das kostenginstigere racemische D,L- Malat fur die
Regenerierung des Coenzyms einzusetzen.
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Bel einer in situ Regenerierung fuhrte der Zusatz an BSA zu einer Steigerung der Aktivitat.
Ebenso beeinflusste der Aufschlul3-Puffer die Aktivitaten. Hierbei war zu beobachten, dass
der geeignete Aufschlul3- Puffer fir die einzelnen Enzyme unterschiedlich war. Der Kpi-
Puffer war fir die PheDH besser geeignet as fir das malic enzyme, da aber die
Aktivitétsabnahme des malic enzyme im Kpi-Puffer nicht drastisch war, wurden die
rekombinanten Zellen nach der heterologen Expresson weterhin im  Kpi-Puffer
aufgeschl ossen.

Dieses Konstrukt mit dem malic enzyme als Regenerationssystem eréffnet neue Mdoglich-
keiten fir Coexpressionen mit weiteren Dehydrogenasen und damit Ganzzell-Umsetzungen
von verschiedenen Substraten.

Entwicklung e ner Screeningsmethode

Um das Screening der durch die Zufallsmutagenese hergestellten Enzymvarianten- Bibliothek
ermoglichen zu kénnen, sind geeignete und effektive Selektionsmechanismen notwendig. Mit
geeigneten Methoden kénnen die gewtinschten Eigenschaften detektiert werden. Zahlreiche
erfolgreiche Screeningsmethoden wurden bereits entwickelt. Beispielsweise wurden pH-
Indikatoren auf Agarplatten eingesetzt, so dass beim Abbau des Substrates eine Abnahme des
pH-Wertes stattfand und sich die Farbe des Indikators dadurch @ndert (Zhou et al., 1996). Da
aber bei  viden Umsetzungen (unter anderem bei reduktiver Aminierung) die Anderung des
pH-Wertes nicht detektierbar wére und man auf die Isolierung des Enzyms fir photometrische
Tests angewiesen ist, wurde in dieser Arbeit eine effektivere Screeningsmethode fir den
direkten Nachwels der positiven Klone entwickelt. Die neue Methode beruht auf dem
Farbumschlag von Tetrazolium. Die Reduktion von Tetrazolium fihrt zur Verénderung seines
Absorptionsspektrums, was eine schnelle Detektierung positiver Kolonien erméglicht. Fur die
Evaluierung dieser Methode, wurde Phenylalanin als Donor zur Reduktion des Coenzyms
NAD" eingesetzt. Anfanglich haben sich alle Klone durch den Luftsauerstoff gefarbt. Die
Vermeidung dieses Problems erfolgte durch die Uberschichtung der Zellen mit Ol bzw. mit
Agar. Dass die neue Methode nicht direkt fur das Screening nach Muteinen, die Amin
Dehydrogenase Aktivitat zeigen, eingesetzt wurde, liegt am Mangd des einzusetzenden
Substrates Phenylpropylamin. Phenylpropylamin ist nicht kommerziell erhdltlich und seine
Synthese noch nicht etabliert.

Diese neue Screeningsmethode ist zum Screening von Dehydrogenasen soweit optimiert und
somit eine schnelle und effektive Methode.
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Mutagenese

Die Klonierung der PheDH aus Rhodococcus sp. M4 war die Voraussetzung fir die gezielte-
bzw. Zufallsmutagenese, um neue Enzymvarianten fur die Herstellung von Aminen und
Hydroxysauren zu konstruieren.

Zum Zeitpunkt der Planung der Mutagenese war die 3D-Struktur der Phenylalanin
Dehydrogenase aus Rhodococcus sp. M4 noch nicht aufgeklart. Die PheDH sollte in dieser
Arbeit zu diesem Zweck kristallisiert werden, aber gleichzeitig wahrend der Vorbereitung zur
Krigtalisation der PheDH wurden auch einige Mutationen durchgeftihrt. Die Postulierung,
dass die Bindungsstelle zur Carboxylgruppe des Substrates eine basische sein sollte, beruhte
auf Literaturangaben zum Mechanismus (Clarke et al., 1986; Pasquo et al., 1998). Nach
Literaturangaben kommen Arginin oder Lysin in Lactat Dehydrogenasen bzw. Aminosduren
Dehydrogenasen (Baker et al., 1995; Baker et al., 1997) im aktiven Zentrum vor. Um die
Akzeptanz einer Methylgruppe anstelle der Carboxylgruppe im Substrat zu ermdglichen,
sollte daher eine basische Aminosdure in eine neutrale Aminosure umgewandelt werden
(Nicholls et al., 1994). Da aber in der PheDH etwa zwanzig Arginine und funf Lysine
vorkommen, ist eine gezielte Mutagenese zur Erweiterung des Substratspektrums in diesem
Falle nicht praktikabel und eine Zufallsmutagenese deutlich effektiver. Doch aus wissen-
schaftlichen Grunden wurden einige Versuche zur Subgtitution von Arginin in weitere
neutrale Aminosduren wie beispielsweise Isoleucin durchgefihrt, um den Einfluss der
Substitution von Arginin gegen neutrale Aminosaure zu untersuchen.

Zwel Muteine R2101 und R1401 wurden konstruiert und auf Aktivitéat untersucht.

Es wurde eine verminderte Expression und etwa 83 % Restaktivitét der PheDH bel der
Mutante R1401 beobachtet. Durch diesen Austausch konnte die Proteinfaltung verlangsamt
und dadurch ein proteolytischer Abbau begiinstigt werden (Jiang et al., 2001). Vereinfacht:
Das Mutein ist fir Proteasen angreifbarer. Die gewlnschte Amin Dehydrogenase Aktivitat
gegenlber Phenylaceton war nicht nachzuwei sen.

Keine Expression konnte bei der Mutante R210I festgestellt werden. Ein Grund daftir konnte
die Ladung des Arginins sein. Da Arginin bel dem benutzten pH-Wert eine positive Ladung
aufweist und dadurch Interaktionen mit anderen Aminosauren hervorruft, kann en
AbstolBungseffekt bei Austausch gegen eine neutrale Aminosdure (Isoleucin) auftreten. Das
Mutein PheDH-R2101 hat durch diesen Austausch die urspringliche Aktivitét der PheDH
verloren, zeigt aber keine neue Amin Dehydrogenase- Aktivitéat.

Zu diesem Zeitpunkt wurde die Strukturaufkldrung der PheDH durch Vanhooke (Vanhooke et
al., 1999) durchgefihrt und die am aktiven Zentrum beteiligten Aminosduren bestimmt.
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Anhand der 3D-Struktur-Daten konnte das Enzym mittels Computereinsatz modelliert und die
Mutationen s muliert werden.

Dass es bel der PheDH nicht zu einem direkten Hydridtransfer auf die Ketogruppe kommen
kann, liegt an der Entfernung zwischen dem C4 des Nicotinamidrings und C’ des
Phenylpyruvat, die mehr als 6 A betréagt. Dieser Abstand kommt dadurch zustande, dass die
Ketogruppe des Substrates eine Bindung zum Lysin 78 eingeht und somit das Substrat vom
NADH weggezogen wird (Vanhooke et al., 1999). Eine weitere Bindung zum Substrat wird
durch Lysin 66 verursacht. Durch die Simulierung der Substitution dieser Aminosauren
mittels Computereinsatzes konnte festgestel It werden, dass durch den Austausch von Lysin 66
gegen Isoleucin bzw. gegen Arginin keine Wechselwirkung mehr zur Carboxylgruppe des
Substrates stattfinden kann. Um die Akzeptanz von Ketonen, die dem Phenylpyruvat struktur-
dhnlich sind, und deren Umsetzung zu Aminen zu erméglichen, wurde Lysin 66 gegen die
neutrale Aminosdure Isoleucin substituiert. Weitere Muteine, die sich im Mechanismus von
der PheDH unterscheiden und einen direkten Hydridtransfer verursachen, wurden durch den
Austausch von Lysin 66 zu Arginin und Lysin 78 gegen Isoleucin konstruiert.

Die Durchfuhrung der einzelnen Substitutionen erfolgte nach dem Prinzip der Uberlappenden
PCR ,overlap extenson® (Ho et al., 1989). Dafir wurde das in dieser Arbeit klonierte
PheDH- Gen als Template verwendet. Die Ausbeute der Hybride mittels dieser Technologie
war anfanglich sehr gering. Esist aus dem Literatur (Ho et al., 1989) zu entnehmen, dass man
equimolare Mengen beider Fragmente einzusetzen hat, was aber in allen Falen zu niedriger
Ausbeute gefihrt hat. Das liegt daran, dass dadurch vier Fusionen entstehen konnen, wobel
nur eine gewinscht ist. Daher erfolgte die Optimierung dieser Methode durch die Ampli-
fikation der zur Hybridiserung gewtinschten Einzelstrange aus den jeweiligen beiden Frag-
menten, die dann in einer weiteren PCR eingesetzt wurden. Somit konnte die Ausbeute auf
das 3 fache gesteigert werden.

Im Gegensatz zur Expression der rec-PheDH betrug der Anteil des Muteins K66R nur 10 %
und der K78l etwa 4 % des l6dichen Zellproteins, wobel bei der rec-PheDH etwa 13 % des
|6dichen Gesamtproteins nachzuweisen waren. Ein Grund dafir kdnnte eine schlechte, durch
die Mutagenese verursachte, Proteinfaltung sein.

Eine Verénderung der PheDH durch den Austausch des Lysin 66 gegen Arginin fhrte nicht
zur drastischen Abnahme der PheDH-Aktivitét. Bel diesem Mutein K66R waren etwa 90 %
der PheDH Aktivitét noch nachweisbar. Die gewiinschte Aktivitét, ein direkter Hydridtransfer
konnte durch diesen Austausch nicht erreicht werden. Das Lysin wurde zwar durch die
Mutagenese gegen Arginin ausgetauscht, hat aber nicht zum gewtnschten Mechanismus
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gefuhrt. Das deutet darauf hin, dass noch weitere Aminosiduren an dem gewinschten
Mechanismus beteiligt sind und ebenso substituiert werden missen.

Durch den Austausch der basischen Aminosdure Lysin gegen eine neutrale Aminosaure im
Mutein K78, ist die ursprungliche PheDH- Aktivitét verloren gegangen, da Isoleucin keine
Wechsdlwirkung mit der Ketogruppe des Phenylpyruvats mehr eingeht und somit die
reduktive Aminierung nicht mehr stattfinden kann. Ahnliche Mutation wurde durch Sekimoto
et al. (Sekimoto et al., 1994) bel der Leucin Dehydrogenase aus Bacillus stearothermophilus
durchgefiihrt, wo Lysin 68 im aktiven Zentrum der LeuDH gegen Alanin bzw. Arginin
ausgetauscht wurde. Dadurch verlor die LeuDH ihre Aktivitét aufgrund fehlender Bindung

zum Coenzym.

Trotz der erzielten Vermeidung der Wechselwirkung zwischen der Ketogruppe des Substrates
und der Aminosdure und des dadurch bel der PheDH vorhandenen Abstands zwischen dem
C4 des Nicotinamidrings und C° des Phenylpyruvats, konnte der gewiinschte Reaktions-
mechanismus und der direkte Hydridtransfer nicht erzielt werden. In diesem Fall spielen nicht
nur die Ladung und die Grofie der Aminosauren fir neue Umsetzungen eine Rolle, sondern
auch die raumliche Struktur der PheDH, die wahrscheinlich durch Substitution einzelner
Aminosauren fir eine Erweiterung des Substratspektrums nicht stark genug beeinflusst
werden konnte. Da die raumliche Struktur dhnlicher Amin Dehydrogenasen, wie die
gewunschte nicht bekannt ist, war es nicht moglich, eine Optimierung durch einen gezielten
Aminosaurenaustausch durchzufihren.

Die Muteine K66R und K661 wurden als Templates in der Zufallsmutagenese verwendet,
wobel das K66R fir die Herstellung von neuen Varianten mit Phenyllactat Dehydrogenase-
Eigenschaften (Hydridtransfer), und das K66l zur Herdlung von Amin Dehydrogenase-
Varianten vorgeschen waren. Da die vorhandenen Austausche theoretisch wirksam sein
konnten, und an unbekannten Positionen weitere Aminosdurenaustausche fur ene
Konformationsdnderung notwendig sein konnten, war es durch Zufallsmutagenese mdoglich,
weitere Mutationen an neuen Positionen einzufihren und gleichzeitig die Veranderung an
Position 66 zu erhalten.

Diedurch die, error prone’ Methode neukonstruierten Muteine - ca. 32000 Varianten aus der
K66l-Template - zeigten keine neue Aktivitat gegen Phenylaceton. Zusétzliche Mutationen
zur K661 konnten die Akzeptanz des Phenylacetons als Substrat nicht positiv beeinflussen. Da
das Hauptinteresse an der Umsetzung von Ketonen zu Aminen bestand, wurde die neu-
konstruierte Enzymbank nicht besonders umfassend auf andere neue Eigenschaften gegen
weitere Substrate Uberprift. Es ist aber von Interesse, in zukinftigen Arbeiten diese
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Enzymbank fir weitere Screenings zu verwenden und nach Muteinen fir neue Umsetzungen

ZuU suchen.

Die Kombination aus zwei verschiedenen Methoden, sowohl der gezielten als auch der
ungezielten Mutagenese, zeigte sich aber als Erfolgskonzept beim K66R- Template, und
fuhrte zu der gewlinschten Aktivitét. Das neu hergestellte Mutein tragt zwei Mutationen
T208A, E225D zusétzlich zum K66R und setzt Phenylpyruvat zum Phenyllactat um.
Aufgrund der Ergebnisse bel der Umsetzung mit diesem neuen Mutein (K66R-8) und der
schlechten Enantiosdlektivitét wurden die drei Mutationen genauer untersucht und mittels
gezielter Mutagenese einzeln zurtick mutiert zu den urspriinglichen Codons der PheDH, um
festzustellen, welche der o.g. drei Mutationen fUr die Enantioseektivitét bzw. fur die
Erweiterung des Substratspektrums verantwortlich ist. Die Substitution der einzelnen
Mutationen gegen die urspriinglichen Codons der PheDH fiihrte zum Verlust der neuen LDH-
Aktivitat. Aufgrund dessen, sind die drei Mutationen in diesem Mutein (K66R-8) zusammen
als Kombination fur die neue Aktivitét der PheDH verantwortlich.

Obwohl die zwel neuen Mutationen T208A und E225D nicht am aktiven Zentrum beteiligt
sind, kam es zu Verdnderung des PheDH- Mechanismus. Die Aminosdure Alanin wurde
gegen Threonin an Position 208 ausgetauscht, so dald eine Wechsewirkung mit der
benachbarten Asparaginsaure 205 moglich ist, die wiederum eine starke Wechsalwirkung zum
Coenzym besitzt. Die Substitution dieser Aminosdure zum urspringlichen Threonin fuhrte
zum Verlust der neuen Eigenschaft, wobel Threonin keine Wechsawirkung zum Asp 205 en-
geht.

Eine Suche in den Datenbanken Genbank, Swissprot und Blast-NCBI ergab eine hohe Homo-
logie des K66R-8-Muteins mit der Lactat Dehydrogenase (LDH) aus Bifidobacterium longum
(Iwata et al., 1994). Wie aus dem Sequenzvergleich hervorgeht, zeigen das Mutein K66R-8
und die LDH aus Bifidobacterium longum eine hohe Homologie in den Sequenzen fir die
Bildung von charakteristischen Sekundéarstrukturen (Abbildung 67). Zwel der drel ein-
gefuhrten Mutationen, ndmlich R 66 und A 208, findet man in der LDH aus Bifidobacterium
longum wieder. An der Stelle der Asparaginsaure 225 in der K66R-8-Mutante kommt in der
LDH alerdings ein Alanin vor.
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10 20 30 40 50 60
| | | | |
W _PheDH VS| DSALNWDGEMTVTRFDRETGAHFVI RLDSTQL GPAAGGTRAAQYSQLADAL TDAGKL
K66R- 8 VS| DSALNWDGEMTVTRFDRETGAHFVI RLDSTQL GPAAGGTRAAQYSQLADAL TDAGKL
LDH Bi fid ~ =--emccmmmmmcmmmemammeeaos PTKLAVI GAGAVGS- TLAFAAAQRG AREI VL
70 80 90 100 110 120
| | | | | |
W _PheDH AGAMTL KIVAVSNL PMGGEKSVI ALPAPRHSI DPSTWARI LRI HAENI DKL SGNYWF GPDV
K66R- 8 AGAMTL RVAVSNL PMGGEKSVI ALPAPRHSI DPSTWARI LRI HAENI DKL SGNYWF GPDV
LDH Bifid  ED AKERVEAEVLDMQHGSSFYPTVSI DGSDDPEI CR- - - - - - DADMWI T- - - - AGPRQ
130 140 150 160 170 180
|
W _PheDH NTNSADVDTL NDTTEFVFGRSL ERGGAGSSAFTTAVGVFEAVKATVAHRGL GSLDGLTVL
K66R- 8 NTNSADVDTL NDTTEFVFGRSL ERGGAGSSAFTTAVGVFEAVKATVAHRGL GSLDGLTVL
LDH Bi fi d KPGQSRLELVGATVNI LKAl MPNLVKVAPNAI YMLI TNPVDI ATHVAQK- LTGLPENQ F
190 200 210 220 230 240
| { Ai | Q{ ¢ £ | | | |
W _PheDH V&ELiAV{XE AsLAREAGAQ LYABTD T ERVAHAVAL GHTAVAL EDVL STPCDVFAPCA
K66R- 8 VQGL GAVGGSL ASL AAEAGAQL L VADTDAERVAHAVAL GHTAVAL DDVL STPCDVFAPCA
LDH Bifid  GSGTNLDSARLRFLI AQQ TGVNVKNVHAYI AGEHGDSEVPLWESAT! GGVPVBDWIPLP
250 260 270 280 290 300
| | | | |
W _PheDH MGGV TTEVARTLDCSVWAGAANNVI ADEAASDI LHARG L YAPDFVANAGGA! HLVGRE
K66R- 8 MGGV TTEVARTLDCSVWAGAANNVI ADEAASDI LHARG L YAPDFVANAGGA! HLVGRE
LDH Bifid  GHDPLDADKREE!I HQEVKN- AAYKI | NGKGATNYAI GVBGVDI | EAVLHDTNRI LPVSSM
310 320 330 340 350
| | | | |
W _PheDH VLGASESVWHERAVAI GDTLNQVFEI SDNDGVTPDEAARTLAGRRAREASTTTATA- - -
K66R- 8 VLGASESVWHERAVAI GDTLNQVFEI SDNDGVTPDEAARTLAGRRAREAS- TTATA- - -
LDH Bi fid LKDFHG - | SDI CVBVPTLLNR- - QGVNNTI NTPVSDKEL AALKRSAETLKETAAQFGF

Abbildung 67: Alignment der Aminosaurensequenzen der Wt-PheDH aus Rhodococcus sp. M4
(Brunhuber et al., 1994) mit der L DH aus Bifidobacterium longum (Iwata et al., 1994) und der M utante
K 66R-8. Rot: Identische Aminosduren; griin: 8hnliche Aminosduren; Durch Fettdruck hervorgehoben:
Muitationen; blaue Pfeile; wichtige Reste zur Bildung der Rossmann fold.

Nach Rosssmann et al. besteht die nukleotidbindende Domane selbst aus zwel gleichartigen

Abschnitten, die sich im Verlauf der Evolution aus einem gemeinsamen Vorfahr entwickelt
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haben. Die einzelnen Dehydrogenasen (LDH: Lactatdehydrogenase, GAPDH: Glycerin-
aldehydphosphatdehydrogenase, ADH: Alkohol dehydrogenase) unterscheiden sich durch ihre
Substratspezifitét. Die wiederum beruht auf der Verknipfung der nukleotidbindenden
Domanen mit zusdtzlichen Abschnitten am C- oder N-terminalen Ende (Eventoff et al., 1976;
Ruzheinikov et al., 2001). Alanin 208 ist nicht direkt an der ,Rossmann fold” beteiligt, liegt
aber angrenzend dazu und geht eine Wechsalwirkung mit Asparaginsaure 205 ein, die

wiederum an der Rossmann fold beteiligt ist.

Dass die ruckgangige Substitution der Mutation Asparaginsaure 225 zum Verlust der neuen
Aktivitét gefuhrt hat, war nicht zu erkléren, da die Position 225 nicht an einer Wechsd -
wirkung zum Coenzym bzw. zu benachbarten Aminosauren oder auch zum Substrat beteiligt
is.

Unerwarteterweise zeigen die HPLC-Chromatogramme des durch die Dreifach-Mutante
gebildeten Phenyllactats, das die Reduktion nicht stereoselektiv erfolgt. L-Phenyllactat wird
zwar deutlich bevorzugt, aber nicht ausschliefdich gebildet. Zusétzlich veréndert sich der ee-
Wert noch im Verlauf der weteren Umsetzung bis hin zum Racemat. Die HPLC-
Chromatogramme zeigen, dass diese nachtréglich Verdanderung des Enantiomeren-
verhaltnisses wahrscheinlich durch einen sekundéren Abbau des L-Phenyllactats durch eine E.
coli-eigene Lactat-Dehydrogenase bedingt ist. Auffallend ist aber die schwache Stereo-
selektivitét des neuen Muteins. Diese konnte nicht durch Variation der Mutationen veréndert
werden, da durch die Riicksubstitutionen gezeigt wurde, dass alle drei Mutationen eine Rolle
fur die neue Eigenschaft spielen und die Deletion bzw. Substitution zum Verlust der Aktivitét
fuhrte. Eine Erklarung fur die schwéachere Stereosd ektivitét ware, dass Arginin 66, das gegen
Lysin ausgetauscht wurde und im Gegensatz zum Lysin keine Wechsawirkung zur
Carboxylgruppe im Substrat hat, dafir verantwortlich sein kénnte. Durch die Bindung von
Lysin 66 zur Carboxylgruppe im Substrat konnte urspriinglich das Substrat fixiert werden und
in der richtigen Orientierung in der Reaktion umgesetzt werden. Da aber im neuen Mutein die
Carboxylgruppe nicht mehr an Arginin bindet, konnte eine Reduktion nicht enantiosel ektiv

erfolgen.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei NAD-abhéngige Enzyme, Phenylalanin Dehydro-
genase (PheDH) aus Rhodococcus sp M4 und das malic enzyme aus E. coli K12 im gleichen
Expressionsvektor kloniert und deren Coexpression durchgefiihrt. Eine weitere Zielsetzung
dieser Arbeit war die Mutagenese der Phenylalanin Dehydrogenase, die sowohl mittels
Protein Design als auch durch Zufallsmutagenese (“directed evolution”) durchgeftihrt wurde.
Die Mutagenese diente zur Erweiterung des Substratspektrums der PheDH und um Einblicke
in deren Reaktionsmechanismus sowie Aufschluss Uber die Struktur — Funktionsbeziehungen
dieses Enzyms zu gewinnen.

Die Coexpression der PheDH und des malic enzymes diente der Ganzzell biotransformation
zur reduktiven Aminierung von aromatischen Ketosauren. Somit konnen Ketosauren
umgesetzt und eine gleichzeitige Regenerierung des Coenzyms NADH mittels malic enzyme
durchgeftihrt werden.

Durch die Entwicklung einer neuen Klonierungsstrategie konnte das malic enzyme
erfolgreich amplifiziert, 3' zur PheDH an der Pstl- und HindllI- Schnittstelle kloniert und eine
Coexpression beider Enzyme ermdglicht werden. Mithilfe des bekannten N-Terminus des
malic enzymes konnten Einzelstrdnge amplifiziert und in weiteren PCR-Ansdtze
komplementar verlangert werden.

Die PheDH und das malic enzyme wurden biochemisch umfassend charakterisiert und das
neue Plasmid-Konstrukt in E. coli IM105 fur eine Ganzzellbiotransformation zur reduktiven
Aminierung von aromatischen Ketosduren erfolgreich eingesetzt. Neben der Auswahl eines
geeigneten Vektor-Wirt-Systems wurden weitere Optimierungen, beispielsweise Induktions-
parameter, variiert, um eine effiziente Proteinexpression zu erzielen. Eine Hochzedldichte-
Fermentation fihrte zwar zu hoher Biomasse, dies wurde aber durch geringere spezifische
Aktivitéten erkauft.

Der Vortell der Formiat Dehydrogenase, die sich bis dato fur die Regenerierung des
Coenzyms NADH in situ durchgesetzt hat, liegt darin, dass bei der Regeneration durch
Formiat nur CO, und keine weiteren Nebenprodukte entstehen. Da aber in dieser Arbeit nach-
gewiesen wurde, dass das malic enzyme ein durchaus erfolgreiches System darstellt und im
Ganzellsystem keine Nebenprodukte das gewtinschte Produkt verunreinigen, konnten solche
in dieser Arbeit entwickelten Konstrukte technisch und wirtschaftlich interessanter sein. Das
L- Malat ist im Vergleich zum NaFormiat vergleichbar kostenginstig. Ein weiterer
wesentlicher Vortell der Ganzzellumsetzung liegt darin, dass auf die Préparation, maglicher-

weise Reinigung der Enzyme sowie den Zusatz an freiem Coenzym verzichtet werden kann.
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Zur Erweiterung des Substratspektrums der Phenylalanin Dehydrogenase aus Rhodococcus sp
M4, wurde die aufgekléarte Kristallstruktur mittels Computereinsatz modelliert und die am
aktiven Zentrum betelligten Aminosduren genauer fir die Planung der Mutagenese
untersucht. Lysin 66 ist die Bindungsstelle zur Carboxylgruppe im Substrat (Phenylpyruvat
bzw. Phenylalanin). Fir die Akzeptanz von Methylgruppen in Ketonen wurde der Austausch
des basischen Lysins 66 gegen eine neutrale Aminosaure mittels gezielter Mutagenese
postuliert. eine weitere Uberlegung betraf die Anderung des Reaktionsmechanismus der
PheDH von ener reduktiven Aminierung zu einer Reduktion vom Typ einer Lactat
Dehydrogenase. Hierbei wurden Strukturen von Lactat-Dehydrogenasen verglichen und
Arginin als eine charakteristische Bindungsstelle zu Carboxylgruppe identifiziert, das dann an
der Stellevon Lysin 66 in der PheDH eingefiihrt worden ist.

Beide Versuche fuhrten mittels gezielter Mutagenese zu negativen Ergebnissen. Durch den
Austausch der basischen Aminosdure Lysin 66 gegen das neutrale Isoleucin, verlor die
PheDH ihre urspriingliche Aktivitédt. Beim zweiten Versuch, die Mutation desLysin 66 gegen
Arginin und somit die Konstruktion einer Phenyllactat Dehydrogenase zu ermdglichen, ist die
PheDH-AKktivitdt aufgrund des Austausches einer basischen Aminosdure gegen eine basische
Aminosaure erhalten geblieben.

Fur die Erweiterung des Substratspektrums war eine Anderung der Ladung im Falle K66l
nicht ausreichend. Daher wurden beide Mutanten, K661 und K66R, als Template in der
Zufallsmutagenese (,, directed evolution*) eingesetzt. Durch eine Zufallsmutagenese mittels
Variation der Konzentration an MgCl, bzw. MnCl, und dNTPs, konnte eine grof3e Bank an
Enzymvarianten mit unterschiedlichen Mutationen hergestellt werden. Ein Screening nach der
gewinschten Phenyllactat Dehydrogenase erfolgte sowohl mittels einem in dieser Arbeit
entwickelten Verfahren als auch photometrisch durch die Absorption des Coenzyms NADH.

Sieben Mutanten aus ca. 20.000 Varianten zeigten Phenyllactat Dehydrogenase Aktivitét
wobel nur die aktivste Mutante naher untersucht und zwei Mutationen T208A und E225D
zusédtzlich zum K66R festgestellt wurden.

Die Kombination aus zwei verschiedenen Methoden, sowohl der gezielten als auch der
ungezielten Mutagenese, zeigte sich an diesem Beispid as Erfolgskonzept und kann bei
zukinftigen Arbeiten in Betracht gezogen werden.
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DNA-Sequenz der Phenylalanin Dehydrogenase aus Rhodococcus sp. M4

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

ATGAGTATCG ACAGCGCACT
GAGACTGGTG CCCATTTCGT
GGCACCAGAG CCGCACAGTA
GCGGEEECEA TGACGTTGAA
GICATTGCGEC TTCCTGECGCC
CGAATCCACG CCGAGAACAT
AACACCAATT CGGCAGACAT
TCGCTCGAAC GCGECGECEC
GCGATGAAGG CGACCGTCGC
GICCAAGGAC TGGGGEGECAGT
CAACTCCTGG TGGCAGACAC
ACAGCGGITG CCCTCGAGGA
ATGEECEECG TCATCACCAC
GCCGCCAACA ACGTCATCGC
CTGTACGCTC CCGACTTCGT
GITCTCGGTT GGICCGAGTC
AATCAGGICT TCGAGATCTC
CTCGCTGGAC GECECECCCG

GAACTGGGAC GGGGAAATGA CGGTCACCCG ATTCGACCGG
CATTCGACTC GATTCGACCC AACTCGGACC GGECGECCGEA
CTCACAGCTG GCGGACGCCC TCACCGACGC CGGCAAATTG
GATGGCAGTG AGCAACCTTC CGATGGEECGG GGGCAAATCC
GCGTCATTCG ATCGATCCGA GCACGTGEEC ACGCATCCTC
CGACAAGT TG TCCGGCAACT ACTGGACCGG ACCGGACGTC
GGATACTCTG AACGACACCA CCGAGITCGI GITCGGACGG
GGGITCGAGC GCGITCACCA CCGCCGITGG CGIGITCGAG
GCACCGTGEG CTGGEGECTCAC TCGACGGTTT GACGGTCCTG
CCGAGGATCA TTGGCATCCC TGECCGECCGA AGCGEGTGCCG
CGACACCGAG CGAGTAGCGC ACGCTGITGC GITGGEECCAC
CGITCTGICC ACCCCGIGIG ATGICTTCGC ACCCTGCGCA
CGAGGTGECG CGAACACTCG ACTGITCCGT CGIGECCaET
CGACGAGGECC GCCTCGGACA TCCTGCACGC ACGCGGAATT
GGCCAACGCC GECGGTGCCA TCCACCTCGT AGGCCGEGAG
GGTITGICCAC GAACGAGCAG TTGCCATAGG CGACACCCTG
CGACAACGAC GGECGTCACCC CGGACGAGEC CGCCCGCACT
CGAGGCCTCG ACAACGACAG CGACTGCCTA GTAG
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DNA-Sequenz des malic enzymes aus E.coli K12

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

ATGGATATTC AAAAAAGAGT
TATATCCCTT ACGCTGGECCC
TTCAGCATGG AAGAACGCCG
ACCATCGAAG AACAAGCGGA

GACAAACACA TCTACCTGCG TAACATCCAG GACACTAACG AAACCCTCTT

GITAAACAATC ATCTTGATGA
TGTGAGCGIT TTTCTGAGAT
CGGCACAATA TGGACGATAT
GIGACTGACG GI'GAACGCAT
CCGATCGGTA AACTGTCCCT

CCGGTGGTGC TGGATGTCGG AACGAACAAC CAACAGCTGC TTAACGATCC
CACTGACGAC GAATACTATG AATTCGITGA

GCCTGECGTA ATCCGCGTAT
CAGCCTGTGA AACAACGCTG
AATGCCGATGC CGTTACTTAA
CAGGGCACTG CGGCGGTAAC
CAGITAAGCG AGAAAAAAAT
GAAATGATCA TCTCCCAGAC
GICTTTATGG TCGATCGCTT
CAGACCAAAC TGGTGCAGAA
CTGTCACTGC TGGATGIGGT
CAGACCGEEC TGITTACGEA
ATCGTGATGC CCCTGICTAA
GCCTGGACCG AAGGTAACGC
AAAGATAAAA TCTACCCTAT

CTGGGIGITA TTGCTTCCGG CGCGTCACGT ATCACCGATG AGATGCTGAT
ACCATTGGTG CTGAACGECG AAGGTATGGT
CTCCCGCGCA ATTGCGITTG CGGT TGGCAA
CAGCAAGGECG TGECGGTGAA AACCTCTGCC GAAGCCCTGC AACAGGCCAT

GAAACCCTGG CGCAGTATTC
CTGAAAGATA TTCAGAAAGT

GAGIGACATG GAACCAAAAA
TGTACTGCTG GAATTTCCGT
TAACTTCAAC CTGCTGEEGT
ACGAGCATGG ATCCAGTATC

GATGATGCCT GITATTTATA

CTACCGCCGI TCACGCGECG TGTTTATCTC

TCTGCAAAAC GTGCCGAACC

CAAAAAAACA GCGTTCGCTT
TGTTGAATAA AGGCAGIGCC
TACTGCCGGA AGTGGTCGAA
AGGGATTCAA AACCGAAATC
CTACCGICTG
CGGCGCAGCC
TTACCAGAAC
AGTGATTGIG

CCCCAACCGT

ATAATATTAA

TCTGEEECTT GGTGACCAGG GCATCGECGEG GATGGGECATT

CTATACCGCC TGIGGCGGCA

GCCAGACGTG CTGITGCAGT
CCCCTATCGC AATGAAATTT

AGTCGGCACA CTGATCGCAG CAAGCCGECGC

CGICTTCCTT GGECGCAGGTT

CCAGCGCGAA GGATTAAGCG AGGAAGCGEC

TGGECTTGCTG ACTGACAAGA
GCGCGAAAAC CTCAGTGACT
GCGCAATGTA AAACCAGATA
AGAGATCATC CGTGAGATGC

CCCGACGTCA CGCGTGGAAG CCACACCGCA

GCTGGTCGECC ACGGGCAGCC
CGCCCAGTGT  AACAACGCCT

TCAGCCCGEC GTATACCCTT
GCTGTATATG
TGAATTTATC
TGCTCAAAAA
CGATGACATT
GGCAGGTGGT
CAGCGGEGATG CGECATTGCC
GCGGCAGAAA
TGCCGAACCT GCTGCCTTTC
GCGATACCGA CAGCGATGTG
TTCTGATTGG CGICTCAGEA
ATAAACACTG TCCGCGTCCG
GGACATTATC
AGTGGTATGG
GGGCATCGEC
GTI'CGGCAAGT
ACTGCCGGAA
AATGCCGECAG
TGACGATAAT

TTGAAGACTT
GITCTTTTAA

CGITTAATCC
TTATTTTCCC

TTCTGGECAAG CCGAATACCG CGACTACCGC CGTACCTCCA TCTAA
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